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RESUME :  Le virus de l╆hépatite C ゅ(CVょ est l╆agent responsable de l╆hépatite C┸ maladie qui touche environ ぬガ de la population mondiale┻ Une des caractéristiques de cette infection est son évolution dans はど à ひどガ des cas vers  des  formes  chroniques  avec  des  complications  sévères  telles  que  la  cirrhose  et  le  carcinome hépatocellulaire┻  Un  des  handicaps  majeurs  de  la  recherche  sur  le  (CV  est  l╆absence  de  systèmes  de cultures in vitro efficaces et de modèles animaux adaptés car le (CV n╆infecte que l╆homme et le chimpanzé┻ Lors de la maladie┸ il est couramment admis que など à ねどガ de patients infectés guérissent spontanément de l╆hépatite  C  avec  une  élimination  complète  de  la  virémie┸  suggérant  l╆existence d╆anticorps neutralisants┸ capables d╆éradiquer le virus in vivo┻  Or la nature et la spécificité de ces anticorps ne sont actuellement pas encore bien connues┻ Dans notre équipe┸ un anticorps monoclonal Dぬに┻など a été obtenu après immunisation de souris avec des particules (CV circulantes provenant de patients chroniquement infectés┻ Cet anticorps est  dirigé  contre  les  glycoprotéines  d╆enveloppe  du  (CV  ゅEな  et  Eにょ  et  reconnait  un  épitope  discontinu composé  d╆une  région  dans  la  protéine  Eな  ゅにひに┽ぬどはょ  et  deux  régions  dans  la  protéine  Eに  ゅねぱど┽ねひねょ  et ゅはどぱ┽はににょ┻  Plusieurs  études  ont  montré  que  ces  trois  régions  étaient  hautement  conservées  entre  les différents génotypes┸ étaient impliquées dans les interactions avec des candidats récepteurs du (CV ゅCDぱな et  GAGょ  et  pouvaient  constituer  des  cibles  de  la  réponse  cellulaire┻  Vu  l╆importance  structurale  et fonctionnelle  de  cet  épitope  EなEに┸  l╆objectif  de  mon  travail  de  thèse  a  été  de  déterminer  le  rôle potentiellement neutralisant de l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など┻  Dans un premier temps┸ nous avons étudié l╆inhibition de l╆entrée et la capacité de neutralisation in vitro de l╆anticorps  Dぬに┻など┻  Pour  cela┸  nous  avons  développé  un  test  de  cell┽binding  et  nous  avons  montré  que l╆interaction  des  particules  virales  sériques  ゅ(CVspょ  radiomarquées  à  l╆)ode  なにの  avec  les  cellules hépatocytaires ゅ(uh┽ば et (epaRGょ est spécifique et saturable impliquant des sites de haute et faible affinité┻ De plus┸  l╆anticorps Dぬに┻など est capable d╆inhiber spécifiquement et efficacement  les  interactions de haute affinité entre les (CVsp et les cellules (epaRG avec une )Cのど ズ ど┸の ヅg【ml┻ Nous avons mis en évidence que l╆inhibition  est  plus  efficace  lorsque  nous  utilisons  sélectivement  une  population  de  particules  (CV enveloppées exprimant fortement EなEに┻ Récemment┸ nous avons développé un système d╆infection original des  cellules  (epaRG  qui  sont  des  cellules  progénitrices  du  foie  par  les  (CVsp  et  avons  montré  que l╆infection┸  la  réplication  et  la  propagation  dépendent  de  l╆état  de  prolifération【différenciation  de  ces cellules┻ Nous avons aussi démontré que  les particules virales  produites dans ce  système contiennent de l╆ARN  viral┸  expriment  les  protéines  d╆enveloppe  EなEに  et  sont  infectieuses┻  Des  études  préliminaires montrent  que  l╆anticorps  Dぬに┻など  inhibe  fortement  l╆infection  ゅひのガ  à  ぱどガ  aux  jours  なね  et  にな  après infectionょ vraisemblablement au niveau des étapes précoces du cycle viral┻  Dans un second temps┸ nous avons recherché la prévalence des anticorps de même spécificité que le Dぬに┻など ゅanti┽EなEにA┸Bょ  dans  différents  groupes  de  patients  (CV  positifs  afin  de  déterminer  leur  signification biologique┻ Par un test EL)SA utilisant les peptides biotinylés Eな┸ EにA et EにB dans la phase de capture┸ nous avons démontré que la réponse anticorps anti┽EなEにA┸B était présente dans ひどガ des cas chez les patients qui guérissent spontanément avec des titres élevées      ゅセ な【などどどょ┻ Cette réponse humorale est absente ou rare  ゅジ  などガょ  chez  les  patients  porteurs  chroniques  non  traités  ou  non  répondeurs  aux  traitements antiviraux┻  Une  étude  longitudinale  a  été  réalisée  chez  des  patients  non  répondeurs  ou  répondeurs développant une réponse virologique soutenue à une bithérapie standard┸ interféron pégylé plus ribavirine┻ L╆analyse statistique des résultats a montré que les anticorps anti┽EなEにA┸B pouvaient être prédictifs de la réponse au traitement avec une spécificité et une valeur prédictive positive de などどガ┻ La  convergence  des  résultats  in  vitro  et  in  vivo  supporte  un  rôle  neutralisant  de  l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など┸ permettant d╆envisager son utilisation en immunothérapie┻   
Mots clés ┺ virus de l╆hépatite C┸ glycoprotéines d╆enveloppe┸ anticorps monoclonal┸ neutralisation┸ cellules hépatocytaires┻   



  

ABSTRACT (epatitis C Virus ゅ(CVょ is the major etiological agent of liver disease in the world with approximately なぱど million people who are seropositive┻ The majority ゅはど┽ひどガょ of  infected individuals progresses to chronic hepatitis that  increases their risk for developing cirrhosis and hepatocellular carcinoma┻ One  of  the major  limitations  of  (CV  research  is  the  lack  of  efficient  in  vitro  culture  systems  and appropriateanimal models┻  )t  is commonly accepted that spontaneous clearance during the acute phase occurs in a minority of subjects ゅなど┽ねどガょ without medical treatment┻ Therefore identification of protective determinants is essential  for  understanding  the  role  of  neutralizing  responses  in  (CV  pathogenesis┸  and  for developing vaccines and antibody┽based therapies for (CV┻ )n our lab┸ a monoclonal antibody ゅmAbょ so┽called  Dぬに┻など  was  obtained  after  immunization  of  mice  with  serum┽derived  (CV  particles ゅ(CVspょ  from  chronically┽infected  patients┻  This  mAb  Dぬに┻など  recognized  a  unique  discontinuous epitope  formed  by  one  sequence  between  amino  acids  ゅaaょ  にひば┽ぬどは  in  the  Eな  protein┸  and  two sequences between aa ねぱど┽ねひね and はなぬ┽はにな in the Eに protein┸ which is expressed on the surface of  (CVsp┻ Several studies have shown that these three regions were highly conserved among different genotypes┸ were involved in interactions with candidate (CV receptors ゅCDぱな and GAGょ and could be targets of the cellular response┻ Given the structural and functional importance of this epitope EなEに┸ the objective of my thesis was to determine the potential neutralizing role of monoclonal antibody Dぬに┻など┻ To study  the neutralizing capability of  the EなEに┽specific Dぬに┻など monoclonal antibody ゅmAbょ┸ an  in 
vitro direct cell┽binding assay and an infection system of the human (epaRG cell line were developed by using (CVsp┻ The (epaRG cells possess potent ability to acquire a mature hepatocyte phenotype┻ The  EなEに┽specific  mAb  Dぬに┻など  was  shown  to  inhibit  efficiently  and  specifically  high  affinity┽interactions  through  glycosaminoglycans  and  the  CDぱな  tetraspanin  between  (CVsp  and  (epaRG cells  with  an  )Cのど  サ  ど┻の  ヅg【ml┻  This  inhibition was more  efficient when  EなEに┽positive  enveloped (CVsp  were  used  selectively  for  binding  studies  ゅ)Cのど  ジ  ど┻の  ヅg【mlょ┻  Establishment  of  infection┸ replication  and  propagation  of  (CVsp  were  shown  to  depend  on  the  proliferation【differentiation stage of (epaRG cells┻ Persistent (CV infection in (epaRG cells could be obtained with production of EなEに【RNAゅギょ infectious (CV particles┻ Preliminary data showed a complete early inhibitory effect of the Dぬに┻など mAb on virion RNA production in (epaRG culture supernatants ゅひのガ at Dなね and ぱどガ at Dにな post┽infectionょ┻  Furthermore┸ the detection of the anti┽EなEに【Dぬに┻など┽binding peptide antibodies during natural (CV infection  demonstrated  significant  prevalence  ゅひどガょ  of  these  antibodies┺  ゅなょ  in  patients  who recovered  spontaneously  from  (CV  infection  with  high  titers  compared  to  patients  with  chronic hepatitis  C┸  and  ゅにょ  in  patients  who  are  complete  responders  compared  to  non  responders  to antivirals┻ Kinetic analyses revealed that the anti┽EなEに【Dぬに┻など┽like humoral response appeared very early with high titers ゅセ な【などどどょ and was associated with complete virus eradication┻ The positive and negative predictive values ゅROC curve analysisょ for achieving or not a sustained viral response to antiviral  therapy  are  などどガ  and  ぱはガ┸  respectively┸  reflecting  diagnostic  accuracy┻  The  anti┽EなEに【Dぬに┻など┽binding  peptide  antibodies  may  thus  predict  the  outcome  of  (CV  infection  and represent a new relevant pronostic marker in serum for the (CV diagnosis┻  Convergence of in vitro and in vivo data strongly support the neutralizing activity of the Dぬに┻など mAb┸ and thus immunotherapeutic potential of this unique anti┽EなEに Dぬに┻など mAb┻ Keys words ┺ (epatitis C virus┸ envelope glycoproteins┸ monoclonal antibody┸ neutralisation┸ human hepatocytes   
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CHAPITRE I – GENERALITES SUR LE VIRUS DE L’HEPATITE C ..........................................ね な┻ ()STO)RE NATURELLE DE L╆(EPAT)TE C┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻は な┻な┻ Découverte du virus ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻は な┻に┻ Epidémiologie ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ば な┻ぬ┻ Physiopathologie ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ぱ な┻ぬ┻な┻ La phase aiguë ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ひ な┻ぬ┻に┻ La résolution de l╆infection ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ など な┻ぬ┻ぬ┻ La phase chronique ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ など な┻ね┻ Traitements contre le (CV ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なな な┻ね┻な┻ Traitement actuel┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なな な┻ね┻に┻ Essais cliniques ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぬ な┻ね┻に┻な┻ La valopicitabine ou NM にぱぬ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぬ な┻ね┻に┻に┻ Les inhibiteurs de protéase┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぬ に┻ B)OLOG)E DU V)RUS DE L╆(EPAT)TE C┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぬ に┻な┻ Classification phylogénétique ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぬ に┻に┻ Organisation génomique ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なね に┻に┻な┻ La région の╆non codante┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なの に┻に┻に┻ Le cadre ouvert de lecture ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なは に┻に┻ぬ┻ La région ぬ╆ non codante┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なは に┻ぬ┻ Structure et fonction des protéines virales┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なば に┻ぬ┻な┻ Protéines structurales┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なば に┻ぬ┻な┻な┻ La protéine de la capside ゅCょ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なば に┻ぬ┻な┻に┻ Les glycoprotéines d╆enveloppe Eな et Eに┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なぱ に┻ぬ┻に┻ Les Protéines non structurales ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にど 



  

に┻ぬ┻に┻な┻ La protéine NSに┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にど に┻ぬ┻に┻に┻ La protéine NSぬ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にな に┻ぬ┻に┻ぬ┻ La protéine NSねA┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にに に┻ぬ┻に┻ね┻ La protéine NSねB┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にに に┻ぬ┻に┻の┻ La protéine NSのA┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にぬ に┻ぬ┻に┻は┻ La protéine NSのB┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にぬ に┻ぬ┻ぬ┻ Autres proteins ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にね に┻ぬ┻ぬ┻な┻ La protéine Pば┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にね に┻ぬ┻ぬ┻に┻ La protéine F ou ARFP┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にの に┻ね┻ Classification et variabilité du (CV ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ には に┻ね┻な┻ Classification des genotypes ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ には に┻ね┻に┻ Distribution géographique des genotypes┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にば に┻ね┻ぬ┻ Conséquences cliniques des génotypes du (CV ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にぱ に┻ね┻ぬ┻な┻ Génotype et pathogenèse┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にぱ に┻ね┻ぬ┻に┻ Génotype et réponse au traitement anti┽viral┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にひ に┻の┻ Le Cycle viral┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬど に┻の┻な┻ Les étapes précoces du cycle viral┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬな に┻の┻な┻な┻ Attachement et entrée de la particule virale ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬに に┻の┻な┻に┻ )nternalisation de la particule virale┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬば に┻の┻に┻ Traduction et maturation de la polyprotéine ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬぱ に┻の┻に┻な┻ Traduction de la polyprotéine ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬぱ に┻の┻に┻に┻ Maturation de la polyprotéine┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬひ に┻の┻ぬ┻ Réplication du génome viral┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぬひ に┻の┻ね┻ Assemblage et sécrétion des virions néoformés ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねに ぬ┻ MODELES  D╆ETUDE  DU  (CV┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねね ぬ┻な┻ Le virus natif dérivé de sérum de patients (CV ゅギょ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねね ぬ┻に┻ Les modèles viraux existants ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねの ぬ┻に┻な┻ La protéine Eに recombinante ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねの ぬ┻に┻に┻ Les réplicons génomiques【subgénomiques┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねの ぬ┻に┻ぬ┻ Les particules virus┽like ou (CV┽LPs ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねは 

3.2.4. Les pseudos particules ou HCVpp┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねば ぬ┻に┻の┻ Le système de propagation du virus en culture cellulaire┸ (CVcc┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ねひ ぬ┻ぬ┻ Les modèles cellulaires ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のな ぬ┻ぬ┻な┻ Lignées cellulaires pour l╆étude du (CV ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のに ぬ┻ぬ┻に┻ Culture d╆hépatocytes humains fœtaux  ゅ(F(ょ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のぬ 



  

ぬ┻ぬ┻ぬ┻ Culture primaires d╆hépatocytes humains ゅP((ょ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のね ぬ┻ね┻ Les modèles animaux┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のは ぬ┻ね┻な┻ Le chimpanzé ゅPan troglodytesょ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のは ぬ┻ね┻に┻ Tupaia ゅTupaia belangeriょ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のば ぬ┻ね┻ぬ┻ La souris┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のぱ ぬ┻ね┻ぬ┻な┻ Modèle de souris transgèniques ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のぱ ぬ┻ね┻ぬ┻に┻ Modèle de souris humanisées┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ のひ ね┻ Réponse immunitaire contre le (CV┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はぬ ね┻な┻ Mécanismes de défense de la cellule hôte ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はぬ ね┻な┻な┻ La réponse innée ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はぬ ね┻な┻に┻ La réponse adaptative┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はの ね┻に┻ Persistance de l╆infection virale ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はひ ね┻に┻な┻ (CV interfère avec la reconnaissance immunitaire innée ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ はひ ね┻に┻に┻ (CV interfère avec l╆activation de la réponse adaptative par les cellules du système innée ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばど ね┻に┻に┻な┻ )nhibition des cellules dendritiques┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばど ね┻に┻に┻に┻ Les cellules NK┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばな ね┻に┻ぬ┻ Mécanismes d╆échappement à la réponse adaptative┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばに ね┻に┻ぬ┻な┻ Evasion de la réponse humorale par le (CV┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばに ね┻に┻ぬ┻に┻ Evasion de la réponse cellulaire par le (CV ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばぬ ね┻ぬ┻ La réponse humorale neutralisante ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ばの 
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Figure にば┺ )nteractions entre les particules (CVsp et les cellules (epaRG ┺ Capacité de neutralisation in vitro et in vivo de l╆anticorps Dぬに┻など ╂ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ぱば Figure にぱ┺ )nhibition des interactions entre les particules (CVsp et les cellules hépatocytaires par l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ひの Figure にひ┺ Expression de SR┽B) sur les cellules d╆origine hépatique┻ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ などは Figure ぬど ┺ Expression de LDL┽récepteur sur les cellules hépatiques┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ などば Figure ぬな┺ Expression de la protéine CDぱな à la surface des cellules (epaRGょ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ などぱ Figure ぬに┺ Protocole expérimental d╆infection des cellules (epaRG ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ などひ Figure ぬぬ┺ Cinétique de production d╆ARN du (CV┻ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななど Figure ぬね┺ Titration de l╆activité antigénique EなEに des particules virales┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななな Figure ぬの┺ Ultracentrifugation isopycnique en gradient d╆iodixanol┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななに Figure ぬは┺ Analyse des différentes populations virales┻ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななぬ Figure ぬば┺ Réinfection des cellules naives ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななね Figure ぬぱ┺ Localisation des antigènes viraux dans les cellules infectées┻ ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななの Figure ぬひ┺ Caractéristiques des particules provenant des cellules chroniquement infectées ゅ(CVsp┽RGょ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななは Figure ねど┺ Etude morphologique et localisation intra┽cellulaire des antigènes viraux dans les cellules infectées ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななぱ Figure ねな┺ )nhibition de l╆infection par l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ ななひ Figure ねに ┺ )nfection des cellules (epaRG par les particules (CVsp ┺ inhibition par l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なにど Figure ねぬ┺ Caractéristérisque des particules (CV┽lp ┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なには Figure ねね ┺ Test EL)SA de détection des anticorps anti┽EなEにA┸B いPetit et al┻┸ にどどのう┻ ┻┻┻┻┻ なのど Figure ねの ┺ Pouvoir neutralisant in vivo de l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ なのぬ Figure ねは ┺ Applications thérapeutiques de l╆AcMo Dぬに┻など┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻┻ にどぬ  
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Lｆhépatite C est une affection hépatique provoquée par un virus à ARN de la famille des 
Flaviviridae, le virus de l╆hépatite C ゅ(CVょ┻ Cette infection constitue un problème majeur de santé publique puisqu╆elle touche environ ぬガ de la population mondiale┸ soit plus de なばど  millions  de  personnes  infectés  ゅW┻(┻O  なひひひょ┻  La  transmission  du  (CV  est essentiellement parentérale┻ Jusqu╆en なひひど┸ la transfusion de produits sanguins et de ses dérivés a été la première cause reconnue de la diffusion de l╆infection いAlter et al┻┸ なひぱひ┹ Donahue  et  al┻┸  なひひにう┻  Actuellement  la  cause  majeure  de  contamination  est  la toxicomanie  par  voie  intraveineuse┻  La  pratique  du  partage  des  seringues  était  très fréquente avant l╆épidémie du virus de l╆immunodéficience acquise ゅ()Vょ┸ expliquant la forte séroprévalence du (CV chez les anciens usagers de drogue par voie intraveineuse┸ estimée entre のど et ぱど ガ いArteaga┽Vizcaino et al┻┸ なひひぬ┹ Thomas et al┻┸ にどどどう┻   Le risque majeur  lié à  l╆hépatite C est  son évolution dans はど  à ひど ガ des cas vers une hépatite chronique qui est une cause majeure de cirrhose et de  cancer primitif du  foie ゅcarcinome hépatocellulaire ou C(Cょ┻ A  l╆heure actuelle┸ aucune stratégie de dépistage┸ de prévention ou de traitement n╆a encore réussi à combattre l╆infection par le (CV de façon totalement satisfaisante いGale and Foy┸ にどどのう┻ La seule thérapie antivirale utilisée repose  sur  l╆association d╆interféron pégylé  ゅ)FN┽PEGょ  et  de  ribavirine  いWeber┸  にどどばう┻ Les limites de ce traitement sont son efficacité sur un nombre  limité de patients et ses nombreux  effets  secondaires┻  En  l╆absence  de  thérapie  efficace  et  d╆un  vaccin┸  la recherche fondamentale sur le (CV est essentielle afin de comprendre à quelle étape le virus peut être bloqué dans l╆organisme┸ et ainsi être éliminé┻  Nous pouvons noter que la recherche sur le (CV a été pendant longtemps confrontée à des obstacles du  fait de  l╆absence なソょ de  système de  cultures primaires d╆hépatocytes┸ difficiles  à  obtenir  et  à  standardiser  et  ne  permettant  pas  une  réplication  efficace  du virus in vitro et にソょ de modèles animaux adaptés car le (CV n╆infecte que l╆homme et le chimpanzé┻  La  majorité  des  données  actuelles  reposent  donc  sur  des  approches  de biologie moléculaire いCastet et al┻┸ にどどに┹ Fournier et al┻┸ なひひぱ┹ Rumin et al┻┸ なひひひう┻   Le  manuscrit  est  divisé  en  cinq  principales  parties┻  Le  chapitre  )  donne  une  revue bibliographique  sur  le  virus  de  l╆hépatite  C┻  Le  chapitre  ))  décrit  les  outils  originaux développés  dans  le  laboratoire  et  qui  nous  ont  permis  de  réaliser  cette  étude┻  Le troisième chapitre résume l╆ensemble des résultats obtenus aussi bien sur l╆étude de la 
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réponse  humorale  neutralisante  contre  le  (CV  in  vivo  que  sur  l╆activité inhibitrice【neutralisante  de  l╆anticorps  monoclonal  ゅAcMoょ  anti┽EなEに【Dぬに┻など  sur  les interactions virus┽cellule in vitro┻ L╆ensemble des résulats sera discuté dans le quatriéme chapitre┻ Enfin┸ un dernier chapitre sera consacré aux conclusions et perspectives de ces études┻  
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1.  HISTOIRE NATURELLE DE L’HEPATITE C  

1.1.  Découverte du virus  Les  termes  hépatite  A  et  hépatite  B  ont  été  introduits  en  なひねば  pour  distinguer  les hépatites  infectieuses  ゅépidémiquesょ  des  hépatiques  sériques  ゅjaunissesょ  いMac┸  なひねばう┻ Cette  classification  a  été  adoptée  par  l╆Organisation Mondiale  de  la  Santé  ゅOMSょ  pour remplacer  les  multiples  descriptions  appliquées  jusqu╆alors  à  ces  maladies  ゅWorld (ealth Organization なひばぬょ┻ Au milieu des années なひばど┸ le Dr Alter a démontré avec son équipe  que  la  plupart  des  cas  d╆hépatites  post┽transfusionnelles  n╆étaient  pas  dus  au virus de l╆hépatite A ni à celui de l╆hépatite B いAlter et al┻┸ なひばぱ┹ Feinstone et al┻┸ にどどなう┻ Dès  lors┸  l╆existence  d╆une  troisième  forme  d╆hépatite  liée  à  une  infection  virale  a  été suspectée  いZuckerman┸  なひばはう┻  Malgré  cette  découverte┸  les  efforts  de  recherche coordonnés  au  niveau  international  pour  identifier  le  virus  responsable  de  cette maladie┸  initialement baptisée hépatite non A non B┸  sont restés sans résultat pendant une  décennie┻  Au  début  des  années  ぱど┸  cet  agent  a  été  caractérisé  comme  un microorganisme  de  のど  nm  de  diamètre┸  possédant  probablement  une  enveloppe lipidique いBradley┸ なひぱの┹ Bradley et al┻┸ なひぱぬう┻ )l aura fallu attendre なひぱひ et les progrès de la biologie moléculaire pour que le génome du virus responsable des hépatites non┽A non┽B┸ devenu depuis le virus de l╆hépatite C ゅ(CVょ┸ soit entièrement connu いChoo et al┻┸ なひぱひう┻ La découverte de ce virus a d╆ailleurs  inauguré une ère nouvelle de  la virologie puisque┸ pour la première fois┸  le génome d╆un agent infectieux a pu être identifié sans que  celui┽ci  ait  été  isolé  ou  cultivé  in  vitro┻  Par  la  suite┸  de  nombreux  outils  ont  été développés pour mieux comprendre le mode d╆action du (CV┻ 

Figure 1 : Histoire du virus de l’hépatite C  [Moradpour et al., 2001] 
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1.2.  Epidémiologie  L╆hépatite  C  constitue  au  niveau  mondial  un  problème  majeur  de  santé  publique┻  La transmission  du (CV  est  essentiellement  parentérale  et  résulte  de  la mise  en  contact direct  du  sang  d╆un  sujet  sain  avec  celui  d╆un  sujet  infecté┻  Les  dernières  données  de l╆OMS font état d╆une prévalence de ぬガ┸ variable d╆un continent à  l╆autre et dépendant également  de  la  population  testée  いMemon  and Memon┸  にどどにう┻  Les  principaux  foyers d╆infection sont localisés en Afrique et en Asie┸ où les taux de prévalence atteignent の à はガ dans certains pays en voie de développement ゅFigure 2ょ┻ Dans les pays développés┸ cette prévalence du (CV est généralement inférieure à ぬガ ゅWorld (ealth Organization にどどぬょ┻ Au niveau de l╆Union Européenne┸ le nombre de personnes séropositives pour le (CV a été estimé à に┸の millions いNalpas et al┻┸ なひひぱう┻ En France┸ on estime que ののど┻どどど à はどど┻どどど personnes sont porteuses de ce virus┸ soit な à な┸にガ de la population┻ La plupart des sujets contaminés ne développent aucun symptôme durant les premières phases de l╆infection et on estime que plus de  la moitié des malades ne connaissent pas  leur état sérologique┻ Des campagnes de dépistage à grande échelle sont donc nécessaires pour proposer  des  traitements  aux  individus  infectés  asymptomatiques  et  pour  éviter  la propagation du (CV┻ 

Figure 2 : Distribution mondiale du HCV en 2003 (d’après les données du W.H.O 2003) 
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1.3.  Physiopathologie Les  étapes  successives  de  l╆histoire  naturelle de  l╆infection par  le  virus  de  l╆hépatite C ゅ(CVょ sont bien connues ゅFigure 3ょ┻ Après une contamination par le (CV┸ qui entraîne dans などどガ des cas une hépatite aiguë┸ la grande majorité ゅはど à ひどガょ des sujets infectés restent porteurs chroniques du virus┻ Toutefois┸ など à ねどガ des patients contaminés sont capables d╆éradiquer spontanément le virus┻ La probabilité de développer une cirrhose pour  une  personne  atteinte  d╆hépatite  C  chronique  est  estimée  entre  の┽ぬどガ après  un délai moyen de なの ans いSugawara and Makuuchi┸ にどどはう┻ La stéatose hépatique est une des complications de l╆hépatite C chez ぬど à ばどガ des patients┸ et a été identifiée comme un  facteur  de  risque  pour  la  progression  de  la  fibrose  いAsselah  et  al┻┸  にどどはa┹  Negro┸ にどどはう┻ A  long  terme┸  l╆inflammation chronique du  foie et  la  fibrose qui conduisent à  la cirrhose  sont  les  principaux  facteurs  d╆évolution  vers  un  carcinome  hépatocellulaire いKohara┸  にどどどう┸  avec  un  risque  de  な  à  ぬガ  par  an  et  responsable  de  la  mortalité  de l╆infection┻  

 Figure 3: Histoire naturelle de l’infection par le HCV 
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1.3.1.  La phase aiguë L╆infection par le (CV se manifeste d╆abord par une hépatite C aiguë qui n╆est ictérique que dans une minorité des cas ゅにどガょ et anictérique avec peu ou pas de symptômes dans la plupart des cas  ゅぱどガょ┸  ce qui explique que  le diagnostic  soit  rarement  fait au stade aigu  de  la  maladie┻  Chez  une  minorité  de  patients  on  retrouve  des  symptômes  non spécifiques┸ tels quｆune perte de lｆappétit┸ un état de fatigue┸ des douleurs abdominales┸ un état pseudo grippal┸ un prurit ou un ictère┻ La durée des symptômes est inférieure à ぬ mois┻  La  période  d╆incubation  et  la  sévérité  de  l╆hépatite  aiguë  pourraient  être  liées  à l╆importance et【ou aux caractéristiques de l╆inoculum┻ L╆incubation est variable et serait entre なの jours et は mois┻ L╆hépatite aiguë sévère est rare┻ Le diagnostic est fondé sur la sérologie virale┻  Le premier marqueur de  l╆infection par  le (CV est  l╆apparition d╆ARN viral  détectable  dans  le  sérum  par  PCR  いFarci  et  al┻┸  なひひな┹  (ino┸  なひひねう┻  Les  anticorps anti┽(CV  sont  détectables  au  stade  aigu  de  la  maladie  mais  la  séroconversion  peut également  survenir  tardivement  plusieurs  semaines  après  le  pic  des  transaminases ゅFigure  4ょ┻  Les  transaminases  telles  que  l╆alanine  amino  transférase  ゅALATょ  et l╆aspartate  amino  transférase  ゅASATょ  s╆élèvent  avant  l╆apparition  des  symptômes┸  et peuvent atteindre など fois la normale┻   
 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Profil sérologique d’une hépatite C aiguë. 
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1.3.2.  La résolution de l’infection Suite  à  la  phase  aiguë┸  environ  など┽ねどガ  des  patients  guérissent  spontanément  de l╆infection┻  Cette  guérison  se  traduit  par  une  normalisation  des  transaminases  et  une négativation de la virémie┻ Le titre des anticorps anti┽(CV diminue très lentement┸ mais restent détectables pendant de nombreuses années┻ )l n╆est pas clairement établi si┸ dans ces  conditions┸  l╆infection  par  le  (CV  est  éradiquée  ou  si  une  infection  latente  peut persister en l╆absence d╆ARN du (CV détectable dans le sérum┻ Des études sur de larges cohortes  et  des  tests  de  détection  plus  sensibles  et  informatifs  sur  le  sérum  et  les lymphocytes  seraient utiles┻  )l  est  intéressant de noter que  la  résolution  spontanée de l╆infection  ne  protège  pas  toujours  lors  d╆une  réexposition  ultérieure┸  mais  réduit  les risques de persistance いMehta et al┻┸ にどどにう┻ 
1.3.3.  La phase chronique Chez la plupart des patients ゅぱどガょ l╆infection par le (CV devient chronique┻ La sévérité de  la maladie  est  variable  et  dépend de  l╆atteinte  hépatique┻  L╆infection  chronique  est alors définie par la persistance de l╆ARN du (CV détectable dans le sérum pendant plus de は mois après l╆hépatite aiguë┻ )l y a alors persistance de la virémie et maintien élevé des transaminases avec un profil en 《 dents de scie 》 ゅFigure 5ょ┻ On peut distinguer trois formes d╆hépatites chroniques C ┺ 
• L╆hépatite chronique à ALAT normales avec dans environ ひどガ des  patients des lésions d╆hépatite chronique à la biopsie hépatique いPersico et al┻┸ にどどどう┻  
• L╆hépatite  chronique  minime  avec  une  maladie  du  foie  minime┸  de  l╆ARN  viral détectable dans  le sérum par PCR┸ des transaminases très modérément élevées┸ parfois  fluctuantes  et  transitoirement  normales┸  et  des  lésions  d╆activité  et  de fibrose minimes 

 
• L╆hépatite  chronique  modérée  ou  sévère :  le  pronostic  et  l╆indication  du traitement  s╆établit  par  rapport  à  la  biopsie  hépatique  qui  montre  des  lésions plus marquées d╆activité et de fibrose ゅscore Metavir ┺ AxFyょ┻ Environ にどガ de ces malades développeront une cirrhose en にど ans いAlter and Seeff┸ にどどどう┻ 
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Nous noterons que la valeur des transaminases n╆est pas un bon marqueur de la sévérité de l╆infection chronique┻        
Figure 5 : Profil sérologique d’une hépatite C chronique  

1.4.  Traitements contre le HCV 

1.4.1.  Traitement actuel  Les objectifs des traitements de l╆hépatite C sont multiples┻ En effet┸ dans le cadre d╆une hépatite C aiguë┸ l╆objectif principal est d╆éviter le passage à la chronicité de la maladie┻ Dans  le  cadre  d╆une  hépatite  C  chronique┸  les  objectifs  sont  d╆éradiquer  le  virus┸  de réduire  l╆activité de  la maladie┸ diminuer  la progression de  la  fibrose et de prévenir  la survenue d╆une cirrhose et d╆un carcinome hépatocellulaire┻  Lｆinterféron  ゅ)FNょ┽ゎ a été  initialement utilisé en monothérapie  いPoynard et  al┻┸  なひひはう┻ Une  administration  tri┽hebdomadaire  en  monothérapie  pendant  は  mois  à  なに  mois permettrait d╆obtenir un  taux de  réponse virologique prolongée  globalement  faible de l╆ordre  de  なばガ  ゅFigure  6ょ┻  Ce  pourcentage  variait  en  fonction  de  certains  facteurs virologiques  ゅgénotype┸  virémie  quantitative┸  hétérogénéité  génomiqueょ  et  de  facteurs liés  à  lｆhôte  ゅcirrhose  constituée┸  immunosuppressionょ┻  Ainsi┸  les  infections  liées  à  un génotype な┸ et notamment なb┸ ne permettaient dｆespérer un taux de réponse virologique à long terme que de lｆordre de の à などガ┸ alors que des infections par des génotypes に ou ぬ  étaient  éradiquées  par  lｆ)FN┽ゎ  dans  environ  ぬどガ  des  cas┻  A  partir  de  なひひの┸ 
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lｆassociation à l╆)FN de la ribavirine┸ administrée à une posologie quotidienne┸ a permis d╆atteindre  environ  ねなガ  de  réponse  virologique  prolongée  avec  les  mêmes  facteurs prédictifs de  réponse que ceux  identifiés pour  lｆ)FN en monothérapie  いLai et al┻┸ なひひは┹ Mc(utchison  et  al┻┸  なひひぱう┻  La  pégylation  de  l╆)FN  ゅfixation  d╆une  molécule  de polyéthylène┽glycol  à  la molécule  d╆)FNょ  ralentit  la  résorption  du médicament┸  réduit son  élimination  et  augmente  sa  demi┽vie┸  permettant  d╆obtenir┸  après  une  injection hebdomadaire┸  des  concentrations  sériques  d╆)FN  stables  et  une  pression  antivirale constante いGlue et al┻┸ にどどどう┻ L╆)FN pégylé ゅPEG┽)FNょ utilisé en monothérapie permet de doubler l╆efficacité de la réponse virologique prolongée chez les malades naïfs traités ねぱ semaines par rapport à celle observée avec l╆)FN standard correspondant いLindsay et al┻┸ にどどな┹  Zeuzem  et  al┻┸  にどどなう┻  Les  résultats  satisfaisants  obtenus  avec  l╆)FN  pégylé  par rapport  à  l╆)FN  standard  ont  ouverts  la  voie  à  des  études  qui  ont  testé  l╆efficacité  de l╆association  )FN pégylé  à  la  ribavirine┸  qui  est  aujourd╆hui  le  traitement de  référence┻ Cette combinaison sｆest avérée globalement plus efficace que la bithérapie standard avec une tolérance comparable et les résultats suivants ┺ はなガ de réponse virologique は mois après lｆarrêt du traitement ゅねぱガ en cas de génotype な et ぱぱガ en cas de génotypes に et ぬょ  et  のはガ  dｆamélioration  histologique  des  lésions  de  fibrose┸  particulièrement  après réponse  virologique  prolongée┻  Lｆefficacité  thérapeutique  est  principalement dépendante  du  génotype  et  est  peu  modifiée  par  le  grade  de  fibrose  ゅ)nternational consensus conference on hepatitis C いなひひひうょ┻  

Figure 6 : Historique du traitement de l’hépatite chronique C [Pawlotsky et al., 2004]  
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1.4.2.  Essais cliniques Plusieurs substances susceptibles d╆interagir avec le cycle du virus de l╆hépatite C sont en cours de développement┸ afin de disposer de nouveaux traitements qui permettraient d╆améliorer  l╆efficacité  et  la  tolérance  de  la  bithérapie  recommandée  actuellement ゅ)nterféron Pégylé ギ Ribavirineょ┻ 
1.4.2.1.  La valopicitabine ou NM 283 La  valopicitabine  ou NM  にぱぬ  est  un médicament  sous  licence  chez  Novartis  en  cours dｆessais cliniques pour le traitement de lｆhépatite C┻ Elle bloque la réplication du virus de lｆhépatite C en inhibant spécifiquement lｆARN polymérase du virus┻ Les essais cliniques phase  ))b  en  cours  évaluent  lｆassociation de  la  valopicitabine  et  de  lｆinterféron pégylé chez  les patients  atteints dｆhépatite C qui nｆont pas  répondu à un  traitement  antiviral antérieur┸ ainsi que chez les patients qui nｆont pas encore été traités pour lｆhépatite C┻ La valopicitabine  entraîne  des  effets  secondaires  légers┸  transitoires  chez  la  plupart  des patients┸ et moins fréquents à des doses inférieures ゅにどど à ねどど mg【jourょ┻ 
1.4.2.2.   Les inhibiteurs de protéase Le  (CV  possède  une  enzyme┸  la  protéase  à  sérine  NSぬ┸  qui  est  essentielle  pour  sa réplication┻  Les  inhibiteurs  de  protéase  empêchent  la  réplication  virale┻  A  la  suite  du succès des inhibiteurs de la protéase du virus de l╆immunodéficience acquise ゅ()Vょ┸ deux inhibiteurs  de  la  protéase  du  (CV  sont  aujourd╆hui  testés  chez  les  patients┻  Deux molécules  font  l╆objet  d╆études  plus  poussées  ┺  VX┽ひのど  ゅlaboratoire  Vertexょ  et  SC(┽のどぬどぬね  ゅSchering  Ploughょ┻  Les  résultats  préliminaires  sont  très  encourageants┸ entrainant  une  diminution  de  la  charge  virale  plus  importante┸  et  on  pourrait  voir apparaître ces médicaments sur le marché d╆ici quelques années┻  

2.  BIOLOGIE DU VIRUS DE L’HEPATITE C 

2.1.  Classification phylogénétique Le virus de  l╆hépatite C appartient à  la  famille des Flaviviridae  ゅdu  latin  flavus ┺  jauneょ いChoo et al┻┸ なひひな┹ Miller and Purcell┸ なひひどう┻ Cette famille est divisée en plusieurs genres ┺  le  genre  flavivirus  qui  comprend  le  virus de  la  fièvre  jaune┸  le  virus de  la Dengue┸  le 
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virus du Nil occidental┸ le genre pestivirus composé du virus de la diarrhée bovine et du virus de  la peste porcine┸ et  le genre hepacivirus┸ dont  le (CV est à  l╆heure actuelle┸  le seul représentant  いTellinghuisen and Rice┸ にどどにう┻ Tous  les virus de cette  famille ont  la particularité d╆être de petits virus enveloppés dont le génome est un ARN simple brin de polarité positive et dont la traduction conduit à l╆expression d╆une polyprotéine qui est ensuite clivée par des protéases d╆origines cellulaires et virales┻   
2.2.  Organisation génomique Le génome du (CV est un ARN monocaténaire de polarité positive d╆environ ひはどど bases┻ Son génome est riche en G┽C┸ ce qui semble indiquer qu╆il est sans doute très structuré dans le cytoplasme des cellules infectées et dans les particules virales┻ )l peut être divisé en trois parties de の╆ en ぬ╆ ゅFigure 7ょ ┺ la région の╆ non traduite ゅの╆NTRょ contenant l╆)RES ゅinternal  ribosome  entry  siteょ┸  une  phase  ouverte  de  lecture  principale  codant  lど protéines virales┸ et la région ぬ╆ non traduite ゅぬ╆NTRょ┻ 

 
Figure 7: Représentation schématique de l’organisation génomique et protéique du HCV┻ 

 Le génome du HCV code pour une polyprotéine. Cette région codante est encadrée en 5’ par une séquence 
non codante, contenant un site d’entrée du ribosome (IRES), et en 3’ par une séquence non codante essentielle 
à  la  réplication  virale.  La  polyprotéine  virale  est  clivée  par  des  peptidases  cellulaires  pour  former  des 
protéines  structurales  (la protéine de  core et  les deux protéines d’enveloppe E1 et E2), et par  la protéase 
virale (NS2/NS3) pour former les protéines non structurales (de NS2 à NS5b). Ces protéines non┽structurales 
et structurales sont séparées par une petite protéine hydrophobe appelée p7.  
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2.2.1.  La région 5’non codante L╆extrémité の╆ est non codante ゅの╆NCょ┸ hautement conservée à  travers  les génotypes et composée  d╆environ  ぬねな  nucléotides┻  Sa  modélisation  indique  qu╆elle  fait  l╆objet  d╆un repliement complexe en structures réparties en quatre domaines principaux ゅdomaines ) à )Vょ いSmith et al┻┸ なひひのう┻ Dans le cas du (CV┸ la traduction se fait par l╆intermédiaire d╆un  site  interne  d╆entrée  du  ribosome┸  )RES  ゅFigure 8ょ┻  Cette  région  comporte  ぬ  à  の codons  AUG  non  initiateurs  de  la  traduction┸  ね  domaines  riches  en  tiges┽boucles  ゅle domaine  )V  contenant  le  codon  AUG  initiateur  de  la  traduction  du  cadre  de  lecture ouvertょ et un pseudo┽noeud localisé dans le domaine ))) い(onda et al┻┸ にどどどう┻ L╆)RES est constitué par les domaines ))┸ ))) et )V┻ Cette structure fixe la sous┽unité ねどS du ribosome et permet la traduction du cadre de lecture ouvert┻ Les premiers nucléotides du cadre de lecture  ouvert  ゅにど  à  ねど  nucléotidesょ  semblent  être  impliqués  dans  le  repliement  de l╆)RES et donc dans son fonctionnement いRijnbrand et al┻┸ にどどなう┻   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Repliement secondaire de l’IRES du HCV (d’après Lemon et al., 2007). 
La 5’NC contient un IRES incluant quatre domaines (I, II, III et IV) et des sous domaines du domaine III 
(a, b, c, d, e et  f). Les tiges┽boucles sont  indiquées et  le codon AUG  initiateur est souligné dans  la tige┽
boucle IV. 
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2.2.2.    Le cadre ouvert de lecture La  région  の╆NC  est  suivie  d╆un  large  et  unique ORF  ゅopen  reading  frameょ  débutant  en position ぬねに par un  codon AUG  initiateur de  la  traduction┻ De  taille  variable  selon  les génotypes ゅひどぬど à ひどひひ ntょ┸ la région code une polyprotéine précurseur de ぬどなど à ぬどぬぬ acides aminés┻ Sous l╆action des protéases cellulaires et virales┸ cette polyprotéine va se cliver pour donner naissance à des protéines structurales ゅla protéine de capside C┸ les glycoprotéines d╆enveloppe Eな et Eにょ┸ une protéine pば et des protéines non structurales┸ NS ゅNSに┸ NSぬ┸ NSねA┸ NSねB┸ NSのA┸ et NSのBょ ゅFigure 7ょ┻ Les structures et fonctions de ces différentes protéines seront détaillées plus bas┻  
2.2.3.   La région 3’ non codante  Cette  région  est  composée  de  ぬ  domaines  de  の╆  en  ぬ╆  ┺  une  région  d╆environ  ぬど nucléotides┸  variable  selon  les  génotypes┸ une  région polyゅU【UCょ de  longueur variable constituée d╆une succession de poly┽U et poly┽pyrimidique ゅpoly┽UCょ et une région très structurée  de  ひぱ  nucléotides┸  la  région  X  ゅFigure  9ょ  いBlight  and  Rice┸  なひひばう┻  Cette dernière  est  repliée  en  ぬ  tiges┽boucles  et  semble  jouer  un  rôle  important  dans  la synthèse du brin non┽codant au cours de la réplication┻ De plus┸ elle est capable de se lier à des protéines cellulaires┸ comme la  polypyrimidine tract┽binding protein ゅPTBょ qui est impliquée dans la traduction médiée par l╆)RES いKolykhalov et al┻┸ なひひはう mais aussi avec des protéines virales┸  comme  la protéine NSぬ  いBanerjee and Dasgupta┸ にどどな┹ Yu et al┻┸ にどどはう┻                   
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Figure 9: Repliement secondaire de l’extrémité 3’NC du HCV (d’après Lemon et al. 2007).  
La  séquence  en  3’  de NS5B  et  la  région  variable  de  l’extrémité  3’NT  pourraient  former  une  structure  en 
tige┽boucle. SL, tige┽boucle. Les régions variables, poly U/UC et la région conservée sont indiquées.  
2.3.  Structure et fonction des protéines virales 

2.3.1.  Protéines structurales 

2.3.1.1.  La protéine de capside (C) La protéine de capside ゅCょ est la première protéine codée par le génome du (CV┸ entre les résidus な et なひな de la polyprotéine┻ C╆est une protéine très basique┸ localisée dans le cytoplasme à proximité des membranes périnuléaires  et du  réticulum endoplasmique┻ La  protéine  de  capside  existe  sous  deux  formes┻  Dans  une  première  étape┸  un  clivage protéolytique  du  peptide  signal  situé  à  l╆extrémité  C┽terminale  de  la  protéine  donne naissance à  la forme 《 immature 》┸ une protéine très basique de にぬ kDa ゅpにぬょ┸  formée des  なひな  premiers  aa  de  la  polyprotéine  précurseur  ゅSantolini  et  al┻  なひひねょ┻  Dans  une seconde étape┸  l╆action d╆une peptidase de peptide signal d╆origine cellulaire ゅSPP pour 
Signal  Peptide  Peptidaseょ  いMcLauchlan  et  al┻┸  にどどに┹  Santolini  et  al┻┸  なひひね┹  Yasui  et  al┻┸ なひひぱう  conduit  à  une  forme  dite  《  mature  》  de  にな  kDa  ゅpになょ┸  formée  de  なばひ  aa  qui résultent du clivage du peptide signal entre les résidus なばひ et なぱど┻  D╆un point de vue structural┸ la forme 《 mature 》 possède des dimères d╆hélice┽ゎ┸ et qui se  comporte  comme  une  protéine membranaire  いBoulant  et  al┻┸  にどどのう┻  Cette  protéine 
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peut  être  séparée  en  deux  domaines  ┺  un  domaine  ゅDなょ  constitué  des  deux  tiers  N┽terminaux  hydrophiles  de  la  protéine  et  un  domaine  ゅDにょ  constitué  du  tiers  carboxy┽terminal hydrophobe いBoulant et al┻┸ にどどのう┻ Le domaine Dな contient de nombreux acides aminés  chargés  positivement  et  possède  des  caractéristiques  communes  avec  les protéines  de  capside des pestivirus et  des  flavivirus  いBoulant  et  al┻┸  にどどの┹ McLauchlan┸ にどどどう┻ Ce domaine est impliqué┸ entre autres┸ dans la fixation de la protéine C avec l╆ARN viral  et  dans  son  homo┽oligomérisation┻  Le  domaine  Dに  est  nécessaire  au  repliement correct du domaine Dな et est important pour conférer les propriétés membranaires de la  protéine  C  いBoulant  et  al┻┸  にどどは┹  Boulant  et  al┻┸  にどどのう┻  En  effet┸  cette  protéine  est retrouvée au niveau des membranes┸ telles que celles du RE┸ mais aussi à la surface des gouttelettes  lipidiques ゅLD ┺ Lipid Dropletょ où elle colocalise avec  l╆apolipoprotéine A))┸ un composant des LD synthétisé dans le foie dont la fonction est inconnue いBarba et al┻┸ なひひばう┻ La  protéine  de  capside  du  (CV  est  multifonctionnelle  et  est  essentielle  pour  la réplication virale┸  la maturation et  la pathogenèse┻  L╆analyse  de  sa  séquence a montré l╆existence d╆un site putatif de liaison à l╆ADN┸ de signaux de localisation nucléaire et de sites  de  phosphorylation┻  )l  a  été  montré  que  cette  protéine  peut  interférer  avec  un certain  nombre  de  processus  cellulaires  impliqués  dans  la  pathogenèse  virale いMcLauchlan┸  にどどど┹  Ray  and  Ray┸  にどどなう┻  De  plus┸  elle  serait  capable  de  stimuler  le phénomène de  fibrose menant  à  la  cirrhose  いBataller  et  al┻┸  にどどねう  et de provoquer un stress oxydatif dans la cellule いOkuda et al┻┸ にどどにう┻ En outre┸ la protéine C peut également interférer  avec  les  mécanismes  de  défense  antivirale  de  la  cellule  hôte  いBode  et  al┻┸ にどどぬう┻ Enfin┸ il a été montré que la protéine C avait une activité ARN chaperonne lors de la réplication du génome viral い)vanyi┽Nagy et al┻┸ にどどはう┻ 
2.3.1.2.  Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2  Les deux glycoprotéines d╆enveloppe Eな et Eに sont les constituants de l╆enveloppe virale┻ La  protéine  Eな  est  une  protéine  de  ぬぬ  kDa  et  qui  correspond  sur  la  polyprotéine  au résidus  なひに  à  ぬぱぬ  いFournillier  Jacob  et  al┻┸  なひひは┹  (ijikata  et  al┻┸  なひひなう┻  Quant  à  la protéine Eに┸ c╆est une protéine de ばど kDa┸ qui se situe entre les résidus ぬぱね et ばねは de la polyprotéine précurseur┻ Ces deux protéines sont générées à partir de  la polyprotéine 



B)OLOG)E DU V)RUS DE L╆(EPAT)TE C 

なひ  

par  clivage  protéolytique  いDubuisson  and  Rice┸  なひひはう┸  grâce  à  une  peptidase  signal d╆origine cellulaire いDubuisson et al┻┸ にどどにう┻ Ce sont des protéines transmembranaires de type )┸ avec un large ectodomaine amino┽terminal dans la lumière du Réticulum Endoplasmique ゅREょ et un ancrage hydrophobe carboxy┽terminal dans la membrane du RE いDubuisson et al┻┸ なひひねう┻ Ces glycoprotéines sont  associées  de  manière  non  covalente  sous  forme  d╆hétérodimères  ゅRalston  et  al., なひひぬ ┹  Deleersnyder  et  al.,  なひひばょ┸  et  cette  association  est  dépendante  des  domaines transmembranaires いOp De Beeck et al┻┸ にどどなう┻ Les domaines transmembranaires de Eな et  Eに  sont  composés  de  deux  régions  hydrophobes  séparées  par  un  petit  domaine composé de résidus chargés très conservés いCocquerel et al┻┸ にどどどう┻ La deuxième région hydrophobe de Eな agit comme un peptide signal pour la glycoprotéine Eに いCocquerel et al┻┸ にどどにう┻ Après clivage par la signal peptidase cellulaire┸ la conformation des domaines transmembranaires  de  Eな  change┸  permettant  la  localisation  cytosolique  de  son extrémité  C┽terminale┻  En  plus  de  la  formation  des  hétérodimères┸  les  domaines transmembranaires  sont  essentiels  pour  la  rétention  au  RE  いCocquerel  et  al┻┸  にどどな┹ Cocquerel et al┻┸ なひひぱう┻ Eな et Eに portent de nombreux résidus N┽glycosylés┸ ce qui leur vaut la dénomination de glycoprotéines d╆enveloppe┻ En effet┸ la glycoprotéine Eな présente の ou は sites potentiels de N┽glycosylation et la glycoprotéine Eに en possède ひ à なな selon le génotype いGoffard and Dubuisson┸ にどどぬ┹ Zhang and Chelius┸ にどどねう┻ La N┽glycosylation est une modification post┽traductionnelle  qui  consiste  en  l╆addition  d╆oligosaccharides  sur  des  résidus asparagine  situés  dans  un  contexte  précis  Asn┽X┽Ser【Thr┻  De  nombreuses  protéines situées à la surface de virus enveloppés présentent cette modification┸ qui est supposée jouer un rôle dans la stabilité┸ l╆antigénicité ou les propriétés biologiques des protéines d╆enveloppe  いKornfeld and Kornfeld┸ なひぱのう┻ Le  rôle de  la N┽glycosylation dans  le  cycle viral  du (CV  n╆est  pas  encore  clair  いGoffard  and Dubuisson┸  にどどぬう┸ mais  par  analogie avec  d╆autres  virus  enveloppés┸  pourrait  intervenir  dans  la  voie  de  sécrétion  en préservant  la  conformation  des  glycoprotéines  ou  dans  le  masquage  des  épitopes permettant l╆échappement au système immunitaire┻ Des régions hypervariables ゅ(VRょ ont été identifiées dans la séquence de Eに いWeiner et al┻┸  なひひなう┻  Ces  régions  diffèrent  jusqu╆à  ぱどガ  d╆un  génotype  à  l╆autre┻  Malgré  cette 
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diversité┸  les  propriétés  physicochimiques  des  résidus  à  certaines  positions  et  la structure  globale  du  domaine  sont  très  conservées  いPenin  et  al┻┸  にどどなう┻  La  première région hypervariable┸ (VRな┸ est constituée des にば premiers aa de Eに┻ C╆est une région très immunogène chez l╆homme┸ qui est soumis à une pression de sélection exercée par le  système  immunitaire┻  Un  clone  du  (CV  ne  possédant  pas  cette  région  (VRな  a  été montré comme étant infectieux┸ mais fortement atténué par rapport à la forme sauvage chez  le  chimpanzé  いForns  et  al┻┸  にどどどう┸  indiquant  un  rôle  potentiel  de  cette  région┸ probablement dans l╆entrée virale いBartosch et al┻┸ にどどぬb┹ Callens et al┻┸ にどどのう┻ En dépit de  sa  tolérance  apparente  aux  mutations  amino┽acidiques┸  les  propriétés  physico┽chimiques et  la conformation spatiale de  la séquence (VRな sont  fortement conservées au sein des complexes protéiques de  l╆enveloppe いPenin et al┻┸ にどどなう┻ Une autre région hypervariable ゅ(VRにょ a été décrite dans Eに いWeiner et al┻┸ なひひなう┸ et cette région pourrait moduler la liaison de Eに à son récepteur ゅRoccasecca et al┻ にどどぬょ┻ Les glycoprotéines du (CV jouent des rôles majeurs à différentes étapes du cycle viral┻ En  effet┸  elles  seraient  impliquées  dans  l╆interaction  avec  les  récepteurs  cellulaires  et dans l╆entrée du virus dans les cellules cibles┻ Ainsi┸  la protéine Eに joue plusieurs rôles dans  la  survie  de  la  particule  virale  dans  l╆organisme┻  Elle  serait  impliquée  dans l╆adsorption du virus à la surface cellulaire en se liant par son ectodomaine au récepteur cellulaire  CDぱな┻  La  protéine  Eな  est  considérée  comme  responsable  de  la  fusion  entre lｆenveloppe virale et lｆenveloppe cellulaire┻ De plus┸ de par leur exposition à la surface du virion┸  les  protéines  d╆enveloppe  sont  des  éléments  facilement  reconnus  par  les effecteurs de la réponse immunitaire humorale┻ Elles constituent les cibles majeures des anticorps neutralisants dirigés contre le V(C いWeiner et al┻┸ なひひにう┻   
2.3.2.   Les Protéines non structurales 

2.3.2.1.  La protéine NS2  C╆est  une  protéine  transmembranaire  de  にぬ  kDa┸  dont  le  domaine  C┽terminal  est transloqué dans la lumière du RE いSantolini et al┻┸ なひひのう┻ Elle s╆étend sur la polyprotéine du résidu ぱなど au résidu などには いGrakoui et al┻┸ なひひぬa┹ (ijikata et al┻┸ なひひぬう┻  
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Des études ont montré que la protéine NSに ne serait pas nécessaire à  la réplication de l╆ARN viral いBlight et al┻┸ にどどど┹ Lohmann et al┻┸ なひひひう┻ Cependant┸ sa fonction principale est  le  clivage protéolytique à  la  jonction NSに┽NSぬ┻ Cette  fonction de  clivage est portée par  une  activité  protéase  à  cystéine  entre  NSに  et  la  partie  N┽terminale  de  NSぬ┻  La structure de NSに après clivage par  la protéase NSに【ぬ révèle que NSに【ぬ est un dimère comportant  deux  sites  actifs  いLorenz  et  al┻┸  にどどはう┻  Pour  chaque  site  actif┸  les  résidus catalytiques  histidine  et  glutamate  sont  apportés  par  l╆extrémité  C┽terminale  d╆un monomère┸ alors que  la cystéine nucléophile est portée par  l╆extrémité C┽terminale du second┻ Une  grande proximité  entre  les  extrémités C┽terminales  des deux monomères est  donc  nécessaire  pour  que  la  protéase  soit  active┻  Après  clivage┸  les  extrémités  C┽terminales  du  dimère  s╆éloignent┸  ce  qui  implique  que  l╆activité  protéase  est  perdue après le clivage de la jonction NSに【NSぬ┻ D╆autres rôles ont été suggérés pour NSに┸ dans l╆apoptose  いErdtmann  et  al┻┸  にどどぬう  et  dans  la  modulation  de  gènes  de  transcription いDumoulin et al┻┸ にどどぬう┻ Elle semble également être impliquée dans la phosphorylation de NSのA いLiu et al┻┸ なひひひう┻ Son interaction avec la caséine kinase┸ CKに montre que NSに a une  demi┽vie  courte┸  dont  la  dégradation  par  le  protéasome  est  régulée  par phosphorylation いFranck et al┻┸ にどどのう┻ 
2.3.2.2.  La protéine NS3  NSぬ  est  une  protéine  multifonctionnelle  de  ばど  kDa  pouvant  exercer  trois  activités enzymatiques  différentes ┺  une  fonction  sérine  protéase  dans  la  partie  N┽terminale permettant  le clivage de  la  jonction NSに┽NSぬ et des protéines non┽structurales situées en  aval  いBartenschlager  et  al┻┸  なひひねう┸  et  deux  activités  combinées  nucléoside triphosphatase ゅNTPaseょ【hélicase localisées du coté carboxy┽terminal et jouant un rôle dans la réplication virale いBorowski et al┻┸ にどどにう┻ Sur le plan structural┸ la protéine NSぬ ne possède pas de domaine transmembrannaire mais est maintenue à la membrane par liaison non covalente avec NSねA┻ En effet┸  lorsque que NSぬ est  exprimée seule┸ elle est retrouvée de manière diffuse dans le cytoplasme et dans le noyau┻ Alors qu╆en présence de NSねA┸ la protéase est retrouvée au niveau des membranes du RE et des membranes associées au RE いWolk et al┻┸ にどどどう┻  Le  rôle  le  plus  clair  actuellement  attribué  à  cette  protéine  consiste  en  l╆inhibition  du facteur )RFぬ en réponse à la stimulation du récepteur TLRぬ par des ARN double brins┻ )l 
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a  été  démontré  qu╆il  existe  une  étroite  corrélation  entre  les  taux  d╆expression  de  ce facteur de transcription des interférons de type ) et le niveau de réplication virale いFoy et  al┻┸  にどどぬう┻  De  plus┸  la  protéine  NSぬ  a  été  montré  interagir  avec  des  protéines cellulaires  et  être  impliquée dans  les processus de  carcinogénèse  いZemel  et  al┻┸  にどどどう┻ Mais son rôle dans l╆oncogenèse n╆est pas encore démontré┻ 
2.3.2.3.   La protéine NS4A  NSねA est une petite protéine d╆environ ぱ kDa┻ Son rôle de co┽facteur de la protéase NSぬ est  attribué  à  plusieurs  fonctions┻  Tout  d╆abord┸  il  possède  un  domaine transmembranaire  dans  sa  partie  N┽terminale  qui  permet  l╆ancrage  de  la  protéase NSぬ【ねA à  la membrane du  réticulum endoplasmique  いWolk et  al┻┸  にどどどう┻ D╆autre part┸ NSねA intervient dans le repliement de NSぬ┸ et plus spécifiquement dans la conformation correcte de la partie N┽terminale┻ NSねA est également impliquée dans la protection de la protéase  contre  les  dégradations protéolytiques┸  et  permet  une  activation de  l╆activité protéase  en  changeant  la  conformation  du  site  catalytique┻  )l  a  été montré  que  NSねA s╆accumule dans les mitochondries où elle cause des dommages aboutissant à l╆entrée en apoptose des cellules いNomura┽Takigawa et al┻┸ にどどはう┻ 
2.3.2.4.  La protéine NS4B  NSねB  est  une  petite  protéine  hydrophobe  de  にば  kDa  avec  quatre  domaines transmembranaires dont  la fonction est encore inconnue い(ugle et al┻┸ にどどな┹ Lundin et al┻┸ にどどぬう┻ )l a été montré que cette protéine pouvait être palmitoylée dans sa région C┽terminale  いYu  et  al┻┸  にどどばう┻  La  protéine  NSねB  est  essentiellement  retrouvée  dans  la membrane du RE┸ et ses extrémités N et C┽terminales sont cytoplasmiques  いGretton et al┻┸ にどどの┹ (ugle et al┻┸ にどどな┹ Lundin et al┻┸ にどどぬう┻ Néanmoins┸ une fraction des extrémités N┽terminales  peut  être  dans  la  lumière  du  RE  いLundin  et  al┻┸  にどどぬう┻  La  région  N┽terminale  de NSねB  contiendrait  une  hélice  amphipatique  qui  permettrait  l╆association avec les membranes いElazar et al┻┸ にどどねう┻ )l a été montré que NSねB  est capable d╆induire seule  des  altérations  membranaires  spécifiques  formant  un  réseau  membranaire ゅmembranous webょ┸  siège de  la  réplication  virale  いEgger  et  al┻┸  にどどに┹ Gao  et  al┻┸  にどどねう┻ 
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D╆autre part┸ cette protéine joue un rôle dans la transformation des cellules いPark et al┻┸ にどどどう┻ 
2.3.2.5.  La protéine NS5A  NSのA┸  protéine  hydrophile  associée  aux  membranes┸  existe  sous  deux  isoformes  de masse  moléculaire  de  のは  et  のぱ  kDa  correspondant  à  des  degrés  différents  de phosphorylation sur résidus sérine┻ La fonction principale de NSのA demeure inconnue┸ même  si  plusieurs  activités  lui  ont  été  attribuées┻  Elle  serait  importante  pour  la réplication du génome viral  いBlight et al┻┸ にどどど┹ Krieger et al┻┸ にどどな┹ Seeger┸ にどどのう┻ En effet┸  des  mutations  qui  favorisent  la  réplication  virale  en  culture  cellulaire  sont retrouvées  dans  les  séquences  codant  la  protéine  NSのA┻  En  plus  de  son  rôle  dans  la réplication  du  génome  viral┸  l╆intérêt  porté  à  NSのA  a  initialement  été  son  implication potentielle dans la régulation de la réponse à l╆)FN いTan and Katze┸ にどどなう┻ NSのA interagit avec la PKR et induit la sécrétion d╆interleukine ぱ ゅ)L┽ぱょ┸ une cytokine pro┽inflammatoire conduisant à une inhibition des effets antiviraux de l╆)FN いGale et al┻┸ なひひぱ┹ Polyak et al┻┸ にどどなう┻  L╆activation  de  la  sécrétion  de  l╆)L┽ぱ  se  fait  directement  au  niveau  de  son promoteur┻ Le mécanisme par lequel l╆)L┽ぱ s╆oppose à l╆action de l╆)FN reste confus mais implique  probablement  une  inhibition  de  l╆expression  des  )SG  ゅ)nterferon  stimulated genesょ┻ Au  niveau  cellulaire┸  l╆interaction  de  NSのA  avec  de  nombreuses  protéines  a  été démontrée┻  Ces  protéines  interviendraient  dans  l╆apoptose┸  la  transduction  de  signal┸ l╆activation  de  la  transcription  et  la  transformation  cellulaire  ゅSNAP┸  hVAPA┸  des composants du complexe TF))D┸ phosphoinoside ぬ┽kinase┸ ┼ょ いLevrero┸ にどどはう┻ 
2.3.2.6.   La protéine NS5B  NSのB est une protéine phosphorylée de masse moléculaire apparente de はぱ kDa┸ dont la séquence nucléotidique est extrêmement conservée┸ non seulement dans  les différents isolats du (CV┸ mais aussi chez les pestivirus┸ les flavivirus et les autres virus à ARN┻ Elle possède  en  particulier  un  motif  en  acides  aminés  GDD  conservé┸  caractéristique  de toutes  les  ARN┽polymérases  ARN  dépendantes  ゅRdRPょ┻  Ainsi┸  NSのB  serait  donc  l╆ARN polymérase  du  (CV┸  son  action  s╆exerçant  très  probablement  au  sein  d╆un  complexe 
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multimoléculaire de réplication┸ du fait d╆interaction directe avec les protéines NSぬ┸ NSね et┸  par  l╆intermédiaire  de  celles┽ci  avec  NSねB  et  NSのA┻  L╆activité  RdRP  pourrait  être régulée par oligomérisation et hétéromérisation avec d╆autres protéines virales┻ Avec  une  localisation  cytoplasmique┸  NSのB  est  ancrée  au  niveau  du  RE  grâce  à  son domaine  C┽terminal  hydrophobe  formé  de  にな  aa  いLohmann  et  al┻┸  なひひばう┻  Sa  séquence d╆insertion  dans  la  membrane┸  servant  également  de  domaine  d╆interaction  avec diverses protéines┸ est indispensable à sa fonction dans le complexe de réplication virale い)shido  et  al┻┸  なひひぱ┹ Moradpour  et  al┻┸  にどどね┹  Schmidt┽Mende  et  al┻┸  にどどなう┻  La  protéine NSのB  joue un  rôle prépondérant au  sein du complexe de  réplication du (CV┻ En effet┸ elle  contribue  à  la  synthèse d╆ARN de polarité  négative┸  qui  est  ensuite  utilisé  comme matrice  et  sert  à  la  réplication  du  génome  viral  aboutissant  à  un  ARN  de  polarité positive┻ D╆autre part┸ NSのB serait aussi impliquée dans la résistance à la ribavirine┻  
2.3.3.   Autres proteines 

2.3.3.1.   La protéine P7  C╆est  une  petite  protéine  hydrophobe  de  はぬ  aa  ゅenviron  ば  kDaょ  qui  est  localisée  à  la jonction entre les protéines structurales et non structurales┻ Comme sa présence n╆était pas requise pour la réplication dans le système réplicon いBlight et al┻┸ にどどど┹ Lohmann et al┻┸  なひひひう  ni  pour  la  formation  de  particules  dans  le modèle (CV┽LPs  いBaumert  et  al┻┸ なひひぱう┸ pば a longtemps été considérée comme une protéine à part┸ ni structurale┸ ni non┽structurale┻  Elle  est  localisée  dans  le  RE  par  deux  domaines  transmembranaires  reliés  par  une boucle cytoplasmique┸ et ses extrémités N et C┽terminales sont orientées vers la lumière du RE いCarrere┽Kremer et al┻┸ にどどにう┻ Cette structure et  les caractéristiques biologiques qui sｆy  rattachent ont permis de classer  la protéine pば parmis  un groupe de protéines appelées  viroporines┻  Ces  protéines  forment  des  canaux  ioniques  qui  pourraient  être indispensables aux étapes dｆassemblage et【ou de relargage des particules virales┻ Dans le cas du (CV┸ il a été montré que pば était capable de s╆assembler en hexamères ou en heptamères pour  former un canal  ionique sensible à  l╆effet  inhibiteur de  l╆amantadine┸ 
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permettant  l╆efflux de calcium de  la  lumière du réticulum vers  le cytoplasme いCarrere┽Kremer  et  al┻┸  にどどに┹  Clarke  et  al┻┸  にどどは┹  Pavlovic  et  al┻┸  にどどぬう┻  Enfin┸  bien  que  le polypeptide pば ne soit pas nécessaire pour la réplication virale┸ il a été montré qu╆il est essentiel  pour  l╆infection  du (CV  chez  le  chimpanzé  いSakai  et  al┻┸  にどどぬう┻  Elle  pourrait constituer une cible potentielle pour le développement de traitements antiviraux┻  
2.3.3.2.   La protéine F ou ARFP  En plus des など protéines traduites par le génome du V(C sous forme d╆une polyprotéine┸ l╆existence d╆une protéine additionnelle appelée ARFP ゅalternate reading frame proteinょ a  été  décrite  いWalewski  et  al┻┸  にどどなう┻  Cette  protéine  est  localisée  dans  la  région périnuléaire  du  RE  いRoussel  et  al┻┸  にどどぬ┹  Xu  et  al┻┸  にどどぬう  ou  dans  le  noyau  ゅLo  et  al┻┸ なひひのょ┻  Elle est codée par un cadre de lecture chevauchant celui de la protéine Core dans la phase ギな┻ Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode de synthèse d╆ARFP┻ Tout d╆abord┸ il a été suggéré que ARFP est produite suite à un événement de décalage de cadre de lecture ギな【┽に à proximité du codon なな de la polyprotéine┻ Cette observation est  basée  sur  l╆existence  d╆une  protéine  de  なば  kDa  traduite  in  vitro  à  partir  de  la séquence  de  Core┸  alors  que  les  poids moléculaires  des  formes matures  et  immatures sont respectivement de にな et にぬ kDa┻ La caractérisation de la forme de なば kDa a montré qu╆elle possède la même partie N┽terminale que Core sur une dizaine d╆aa puis que leurs séquences  divergent  いXu  et  al┻┸  にどどなう┻  Seul  un  mécanisme  de  décalage  de  cadre  de lecture pouvait expliquer ce phénomène┻ Des éléments de structure ou l╆intervention de facteurs viraux ou cellulaires  sont nécessaires pour guider  sélectivement  la  traduction en phase ギな┻ D╆autre part┸ de nombreux codons stop sont présents en aval de la région riche en A dans la phase ┽な┸ indiquant que si la traduction de cette phase existe┸ elle est rapidement abortive┻ Une  étude  réalisée  par  McMullan  et  collaborateurs  a  montré  que  lorsqu╆on  éteint l╆expression  de  la  protéine  F  chez  des  chimpanzés┸  une  pression  de  sélection  s╆exerce pour  sélectionner  des  révertants  rétablissant  son  expression  いMcMullan  et  al┻┸  にどどばう┻ Cette  protéine  F  est  exprimée  lors  de  l╆infection  naturelle  chez  l╆homme┸  comme  en témoigne  la  présence  d╆anticorps  spécifiques  dans  le  sang  périphérique  いBain  et  al┻┸ 
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にどどね┹ Walewski et al┻┸ にどどな┹ Xu et al┻┸ にどどなう┻ Ceci  indique que  la  réponse  immunitaire induite par ARFP est  spécifique┻ Si ARFP  induit une réponse anticorps c╆est qu╆elle est effectivement  présente  lors  de  l╆infection┸  mais  aucune  étude  n╆a  pu  démontrer  son existence┻ Cependant┸  elle ne  semble pas essentielle  à  la  réplication virale  いBasu et  al┻┸ にどどね┹  Blight  et  al┻┸  にどどど┹  Lohmann  et  al┻┸  なひひひう  mais  serait  plutôt  impliquée  dans  la pathogénicité du virus いFiorucci et al┻┸ にどどばう┻ 
 

2.4.  Classification et variabilité du HCV  
2.4.1.  Classification des genotypes  Les génotypes du virus de l╆hépatite C sont distingués en fonction du degré d╆homologie de séquence entre différents isolats┻ On parle de génotypes ゅisolats partageant はの à ばどガ d╆identité de séquenceょ┸ de sous┽types ゅisolats d╆un même génotype présentant ばの à ぱど d╆homologieょ┸ et de quasi┽espèces ゅplus de ひどガ d╆homologieょ いSimmonds┸ にどどねう┻  Des arbres phylogénétiques ont été modélisés┻ Plusieurs classifications ont été établies jusqu╆à  présent┸ mais  n╆étaient  pas  encore  uniformisées┻  Une  nomenclature  largement inspirée de celle de Simmonds┸ a été proposée par un groupe d╆experts いSimmonds et al┻┸ なひひねう┻ Six génotypes majeurs┸ numérotés de な à は┸ et de nombreux sous┽types┸ identifiés au sein de chaque type par une lettre minuscule et selon l╆ordre de leur découverte ゅなa┸ なb┸ etc┻ょ ont été identifiés à ce jour ゅFigure 10ょ いRobertson et al┻┸ なひひぱう┻ La  variabilité  génétique  du  virus  de  l╆hépatite  C  est  très  importante  et  résulte  de  la coexistence  d╆une  forte  réplication  virale  et  de  l╆absence  d╆activité  ぬ╆┽の╆  exonucléase correctriceいSimmonds┸  なひひのう┻  Les  substitutions  s╆accumulent  au  cours  des  cycles  de réplication successifs┻ Certaines de ces mutations conduisent à des particules défectives car  la  plupart  des  mutations  survenant  au  hasard  sont  létales┻  Une  minorité  de  ces mutations  sont  non  létales  et  seront  transmises  à  la  descendance┻  L╆accumulation  de mutation est  retrouvée presque sur  la  totalité du génome du (CV┸ mais prédomine au niveau de la protéine d╆enveloppe Eに【NSな┸ en particulier au niveau des zones appelées 《 hypervariables 》  ゅ(VRょ  いSimmonds┸  なひひの┹ Weiner  et  al┻┸  なひひなう┻  Par  contre┸  la  région の╆UTR est hautement conservée par les différents isolats┻  
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Figure 10: Arbre phylogénétique des différents génotypes du virus de l’hépatite C [Timm and 
Roggendorf, 2007] 

Il existe 6 génotypes majeurs (de 1 à 6) du visur de l’hépatite C (HCV) avec de nombreuxsous┽types (a  , 

b, c…). 

2.4.2.   Distribution géographique des genotypes  Certains  génotypes  sont  largement  distribués  à  travers  tous  les  continents  ゅなa┸  なb┸ にa【にc┸  ぬaょ┸  alors  que  d╆autres┸  comme  les  génotypes  ね┸  の  ou  は┸  ne  sont  retrouvés  que dans  des  régions  très  spécifiques┻  Ces  génotypes  utilisés  en  tant  que  traceur épidémiologique┸ peuvent nous renseigner sur les modes de transmission du virus┸ mais également  sur  les  voies  de  transmission d╆un pays  à  un  autre┸  ou d╆un  continent  à  un autre┻  La  répartition  des  sous  types  peut  être  estimée  schématiquement  de  la  façon suivante ゅFigure 11ょ ┺  
• En Europe┸ le sous┽type なb est majoritaire en Europe du Nord et du Sud┸ puis les génotypes  なa┸  にa┸  にb┸  ぬa  sont  les  plus  fréquents  avec  une  répartition  variable selon les pays いCheung┸ にどどど┹ Dusheiko and Simmonds┸ なひひね┹ Martinot┽Peignoux et al┻┸ なひひひ┹ Pawlotsky et al┻┸ なひひの┹ Reid et al┻┸ なひひひ┹ Zein and Persing┸ なひひはう┻ 
•  En  Amérique  du Nord┸  les  sous┽types  なa  et  なb  sont  les  plus  représentés  et  en Amérique du Sud┸ les génotypes なa┸ なb┸ mais aussi ぬa ゅparticulièrement au Brésilょ ont été identifiés いCheung┸ にどどど┹ Reid et al┻┸ なひひひう┻  
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• Au Japon et en Chine┸ le génotype なb représente respectivement はば ガ à ばの ガ des infections virales C┻ De  très nombreux sous┽types du  type ぬ sont  rencontrés en Asie  du  Sud┽Est  ゅVietnam┸  Thaïlande┸  )ndonésieょ  mais  le  type  な  y  est prédominant┻  Les  types  intermédiaires┸  classés  dans  les  types  ぬ  et  は┸  sont également  rencontrés  dans  ces  régions  いTokita  et  al┻┸  なひひは┹ Tokita  et  al┻┸  なひひの┹ Tokita et al┻┸ なひひねう┻  
• En  Afrique┸  le  génotype  ね  est  fréquemment  observé  en  Égypte  et  en  Afrique centrale┸ alors que de nouveaux sous┽types な ou に ont été décrits en Afrique de l╆Ouest いJeannel et al┻┸ なひひぱ┹ Mellor et al┻┸ なひひの┹ Ruggieri et al┻┸ なひひはう┻ En Afrique du  Sud┸  le  génotype  の  est  le  plus  souvent  observé  いChamberlain  et  al┻┸  なひひば┹ McOmish et al┻┸ なひひねう┻ Au Maroc┸ le génotype なb est prédominant ゅねば ガょ いBenani et al┻┸ なひひばう┻ 

 

Figure 11: Distribution mondiale des génotypes (1 à 6) du HCV (Source: Clinical Gastroenterol   
Hepatol 3: S97).  

2.4.3.  Conséquences cliniques des génotypes du HCV  
2.4.3.1.   Génotype et pathogenèse   Plusieurs études  suggèrent que  le génotype なb  serait associé à  une atteinte hépatique plus  grave  ゅcirrhose  avec  ou  sans  hépatocarcinomeょ  いDusheiko  and  Simmonds┸  なひひね┹ 
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Nousbaum et al┻┸ なひひの┹ Pozzato et al┻┸ なひひね┹ Silini et al┻┸ なひひのう┻ Cette plus grande gravité pourrait être en partie expliquée par le fait que le sous┽type なb touche les sujets les plus anciennement  infectés┸  soit  par  transfusion  sanguine┸  soit  par  un  mode  de contamination  non  reconnu┻  La  durée  d╆évolution  de  l╆infection  est  également  plus longue dans certaines études  いNousbaum et al┻┸ なひひの┹ Pol et al┻┸ なひひのう┻  )l  y a donc des facteurs de confusion potentiels┸ ce qui incite à interpréter ces données avec prudence┻  Dans  d╆autres  études┸  il  n╆a  pas  été  montré  que  le  génotype  なb  était  associé  à  une maladie  plus  sévère  いPrati  et  al┻┸  なひひは┹  Takada  et  al┻┸  なひひぬう┻  De  plus┸  les  différents génotypes ont une incidence variable sur le développement de la stéatose いAsselah et al┻┸ にどどはbう┻  En  l╆absence  de  système  de  culture  cellulaire  durable┸  l╆étude  du modèle  que constitue la transplantation hépatique suggère un effet cytopathogène différent selon les souches virales┻ 
2.4.3.2.  Génotype et réponse au traitement anti┽viral   Le génotype est le facteur prédictif le plus puissant de la réponse virologique prolongée quel que soit  le schéma thérapeutique utilisé ゅ)FN┽ゎ avec ou sans ribavirineょ  いFried et al┻┸  にどどに┹  Lindsay┸  にどどに┹ Manns  et  al┻┸  にどどな┹ Mc(utchison  et  al┻┸  なひひぱ┹  Poynard  et  al┻┸ なひひぱう┻ )l a été montré que  les sujets  infectés par  le génotype な ゅparticulièrement  le sous┽type なbょ  ont┸  en  Europe  comme  au  Japon┸  une  moins  bonne  réponse  au  traitement  par interféron alpha par comparaison avec les sujets infectés par les autres types にa┸ にb ou ぬa  ゅMartinot┽Peignoux  et  al┻┸  なひひの ┹Nousbaum  et  al┻┸  なひひのょ┻  Lorsque  des  analyses multivariées ont été effectuées┸ cette association était indépendante des autres variables de  confusion  telles  que  l╆âge  des  malades┸  la  durée  de  l╆infection┸  ou  le  mode  de contamination いMartinot┽Peignoux et al┻┸ なひひのう┻ )l a également été montré que la virémie pré┽thérapeutique  était  un  facteur  prédictif  de  réponse  au  traitement  anti┽viral いMartinot┽Peignoux et al┻┸ なひひの┹ Nousbaum et al┻┸ なひひのう┻ Ces deux facteurs viraux┸ le génotype et la virémie┸ étaient indépendamment associés à la réponse┻ Cependant┸ les différences de réponse entre les génotypes ne s╆expliquaient pas par une différence de charge virale┻ Cette comparaison s╆applique aux souches なa et 
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なb  vis┽à┽vis  des  sous┽types  にa┸  にb  et  ぬa┻  )l  est  vraisemblable  que  d╆autres  génotypes soient peu sensibles à l╆interféron┸ comme le type ね en Egypte et en Afrique équatoriale┻  Les  mécanismes  en  cause  ne  sont  pas  encore  élucidés┸  mais  comme  ces  données semblent  se  confirmer┸  le  génotypage  associé  à  l╆étude  de  la  charge  virale  aurait  un intérêt  clinique  en  sélectionnant  les  patients  susceptibles  de  moins  bien  répondre  au traitement pour leur proposer des protocoles thérapeutiques adaptés┻ 
2.5.  Le Cycle viral  Le cycle viral est constitué de toutes  les étapes depuis  l╆entrée du virus dans  la cellule cible  jusqu╆à  la  sortie  de  virions  néo┽synthétisés┻  Chaque  étape  de  ce  cycle  est strictement régulée dans le temps et dans l╆espace┻ L╆étude du cycle infectieux du (CV a été  limitée  pendant  longtemps  par  l╆absence  de  système  cellulaire  permettant  une réplication efficace et de modèles animaux adaptés┻ Néanmoins┸ grâce à l╆utilisation des différents modèles┸  et  par  analogie  avec  des  virus  phylogénétiquement  proches┸  nous pouvons établir un schéma général des différentes étapes du cycle viral du (CV ゅFigure 

12ょ┻ 
 

Figure 12: Représentation schématique du cycle de réplication du HCV [Moradpour et al., 2007].  

Le cycle de réplication du HCV se déroule en plusieurs étapes. Attachement des protéines E1E2 du HCV 
avec  les  candidats  récepteurs  (SR┽B1,  CD81,  LDL┽R…)  de  la  cellule  cible  (a);  Décapsidation  (b); 
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Traduction  de  la  polyprotéine  (c);  Réplication  du  génome  viral  (d);  Assemblage  (e); Maturation  et 
libération des virions (f). 

2.5.1.   Les étapes précoces du cycle viral  Les étapes précoces du cycle infectieux du (CV consistent à l╆attachement du virus à la membrane  de  la  cellule  hôte  qui  requiert  des  interactions  spécifiques  entre  les récepteurs cellulaires et les protéines exprimées à la surface de la particule┸ suivi de sa pénétration  dans  la  cellule  par  endocytose  et  la  libération  de  son matériel  génétique dans le cytoplasme ゅFigure 13ょ┻ 
E1E2

 
Figure 13: Modèle de l’entrée du HCV [Moradpour et al., 2007]. 

 Les  particules  circulantes HCV  peuvent  être  associées  aux  lipoprotéines  de  faible  (LDLs)  et  de  très 

faible (VLDLs). La liaison du virus à la surface cellulaire et l'entrée impliqueraient le récepteur des LDL 

(LDLR),  les  Glycosaminoglycanes  (GAG),  Le  récepteur  scavenger  de  type  I  (SR┽BI),  la  tétraspanine 

CD81, la Claudine┽1 (CLDN1) et l’Occludine (OCLN). La CLDN1 et l’OCLN, protéines de jonctions serrées, 

joueraient  un  rôle  dans  le  processus  de  pénétration  de  la  cellule.  L’internalisation  dépendrait  de 

l’endocytose clathrine dépendante. L'acidification de  l'endosome  induirait  la fusion membranaire. Peu 

de choses sont connues sur le processus de décapsidation, qui entraîne la libération du génome dans le 

cytosol. 
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2.5.1.1.  Attachement et entrée de la particule virale   Afin  de  pénétrer  dans  la  cellule  hôte┸  le  virus  doit  dｆabord  se  lier  à  un  récepteur┻ L╆interaction  spécifique entre  le  récepteur  cellulaire  et  les protéines dｆattachement du virus détermine le tropisme tissulaire┻ De  nombreuses molécules  sont  impliquées  dans  la  fixation  et  l╆entrée  du  virus┻  D╆une part┸ il a été montré que les deux glycoprotéines d╆enveloppe du (CV sont nécessaires à l╆entrée virale┸ mais possèdent des  fonctions différentes┻ La protéine Eに  semble plutôt impliquée dans l╆adsorption à la surface cellulaire alors que la protéine Eな interviendrait dans la fusion membranaire いCodran et al┻┸ にどどは┹ Garry and Dash┸ にどどぬ┹ (su et al┻┸ にどどぬう┻ D╆autre  part┸  des  récepteurs  cellulaires  ont  été  découverts  grâce  à  l╆utilisation  de différents modèles viraux détaillés plus bas┻ En effet┸ sept protéines de surface ont été décrites en tant que récepteurs potentiels du (CV┻ Cette caractérisation avait été basée sur l╆affinité qu╆avaient ces molécules vis à vis des protéines dｆenveloppe recombinantes du (CV┻  
a )      Le récepteur aux lipoprotéines de faible densité, rLDL  Dans  le  plasma┸  les  particules  virales  C  semblent  être  capables  de  se  lier  aux lipoprotéines de  faible  ゅLDLょ  et de  très  faible  ゅVLDLょ densité  いThomssen et  al┻┸  なひひにう┻ C╆est  pourquoi  le  récepteur  aux LDL  ゅLDL┽Rょ  est  décrit  comme étant un des premiers récepteurs putatifs du (CV いAgnello et al┻┸ なひひひう┻ Ainsi┸ par analogie aux membres des 

Flaviviridae,  lｆhypothèse dｆune entrée du virus dans la cellule par endocytose cellulaire via  le LDL┽R serait donc possible mais n╆a pas pu être démontrée いAgnello et al┻┸ なひひひ┹ Andre et al┻┸ にどどにう┻ )l a été par la suite montré que le LDL┽R favoriserait l╆infection des hépatocytes primaires par les particules virales dérivées de sérum いMolina et al┻┸ にどどばう┻ De plus┸  une  inhibition de  l╆entrée des (CVcc par  les  anticorps  anti┽apolipoprotéine E constituerait  un  argument  supplémentaire  d╆un  rôle  de  LDL┽R  dans  l╆entrée  du  (CV いChang┸ にどどひう┻ 
b )      Le récepteur scavenger de type I, SR┽BI  La protéine SR┽Bな ゅ(uman Scavenger Receptor class B type なょ est une glycoprotéine de ぱに kDa┻ Cette molécule┸ fortement exprimée dans le foie et dans les tissus stéroïdogènes┸ 
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lie  préférentiellement  les  lipoprotéines  de  haute  densité  ou  (DL  ゅhigh  density lipoproteinょ mais aussi de faible densité ou LDL ゅlow density lipoproteinょ いRhainds et al┻┸ にどどね┹ Yamada et al┻┸ にどどのう┻ Sa  fonction principale est d╆assurer  le transport spécifique des lipides comme les esters de cholestérol┸ le cholestérol libre┸ les (DL et les LDL┻ Dans le  foie┸ ce récepteur participe à  l╆apport de cholestérol aux hépatocytes et également à l╆efflux du cholestérol hors de la cellule いZannis et al┻┸ にどどはう┻ La reconnaissance de SR┽B) par la forme soluble de Eに nécessite la région (VRな de Eに いBarth et al┻┸ にどどのa┹ Bartosch et al┻┸ にどどぬbう┻ Son rôle dans le processus d╆entrée du (CV a été montré  en  utilisant  les  (CVpp  dans  des  essais  de  compétition  avec  des  anticorps polyclonaux  anti┽SR┽B)  いBartosch  et  al┻┸  にどどぬb┹  Scarselli  et  al┻┸  にどどにう┻  De  plus┸  il  a  été montré  que┸  les  (DL┸  ligand  principal  de  SR┽B)┸  faciliteraient  l╆entrée  des  (CVpp  et (CVcc dans la cellule いBartosch et al┻┸ にどどの┹ Dreux et al┻┸ にどどは┹ Voisset et al┻┸ にどどのう┻ )ls augmenteraient l╆infectivité des (CVpp いBartosch et al┻┸ にどどの┹ Dreux et al┻┸ にどどはう et des (CVcc lorsque les cellules expriment aussi CDぱな いZeisel et al┻┸ にどどばう┻ Par contre┸ d╆autres molécules comme les LDL いvon (ahn et al┻┸ にどどはう inhiberaient l╆infectivité des (CVpp via SR┽Bな┻  Récemment┸  une  étude  a  montré  que  l╆interféron  était  capable  de  diminuer l╆expression  de  SR┽Bな  à  la  surface  des  cellules  et  empêcherait  ainsi  l╆attachement  et l╆entrée du virus dans les hépatocytes いMurao et al┻┸ にどどぱう┻ 
c )      Les glycosaminoglycanes, GAG  Les  héparanes  sulfates  ゅ(Sょ  sont  des  glycosaminoglycanes  ゅGAGょ┸  très  largement distribuées  dans  les  tissus┸  et  peuvent  être  extracellulaires┸  membranaires  ou intracellulaires┻ )ls sont caractérisés par une très grande hétérogénéité structurale leur permettant  dｆinteragir  spécifiquement  avec  de  nombreuses  protéines┻  La  présence  de charges positives dans la protéine Eに suggère une interaction des protéines d╆enveloppe avec les GAG cellulaires いBarth et al┻┸ にどどぬ┹ Barth et al┻┸ にどどはう┻ Lｆutilisation de la protéine Eに  recombinante  et  des  (CV┽LPs  comme  ligands┸  a  permis  de  démontrer  que  les héparanes  sulfates  cellulaires  ゅ(SPGょ  jouent  un  rôle  important  dans  les  interactions (CV┽cellule cible いGermi et al┻┸ にどどにう┻ La liaison du virus aux (S semble être essentielle dans les étapes précoces de l╆infection┻ Cependant┸  le  rôle  exact  des  GAGs  dans  l╆entrée  du  (CV  n╆est  pas  encore  bien  défini┻ Plusieurs études ont montré que  l╆héparine ゅanalogue des (Sょ et  l╆héparinase┸ enzyme 
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qui  clive  les  (S┸  inhibent  l╆étape  d╆attachement  du  virus  à  la  cellule  et  réduit  ainsi infectivité いBarth et al┻┸ にどどは┹ Basu et al┻┸ にどどば┹ Koutsoudakis et al┻┸ にどどは┹ Morikawa et al┻┸  にどどばう┻  Ainsi  la  fixation  du  (CV  sur  sa  cellule  cible  requière  une  première  étape d╆interaction entre la protéine Eに et les (SPG┻ De ce fait┸ les héparanes sulfates jouent le rôle de ｇrécepteur dｆattachementｇ pour le virus┻ 
d )      La tétraspanine CD81  CDぱな a été proposé comme candidat récepteur du (CV┸ du fait de la liaison de sa boucle LEL ゅlarge extracellular loopょ avec la protéine recombinante Eに いPileri et al┻┸ なひひぱう┻ Cette liaison  est  spécifique  d╆une  espèce  à  une  autre  puisque  la  sEに  ゅla  protéine  Eに recombinanteょ ne se fixe pas sur CDぱな provenant de souris ou de rat いFlint et al┻┸ にどどはう┻ CDぱな  est  une  protéine  membranaire  de  la  famille  des  tétraspanines  avec  quatre domaines  transmembranaires  et  deux  domaines  extracellulaires┸  SEL  et  LEL  ゅsmall  et large  extracellular  loopょ┻  Elle  est  exprimée  de  manière  ubiquitaire  à  la  surface  des cellules de mammifères ゅsauf érythrocytesょ sous forme de complexes multimoléculaires ou  réseau de  tétraspanines┻  La  protéine CDぱな  est  associée  à  des  complexes  primaires entre  tétraspanines  ┹  et  des  complexes  secondaires  entre  tétraspanines  et  d╆autres molécules┻ Des études ont montré qu╆au niveau des lymphocytes B┸ CDぱな est associée à CDなひ┸  CDにな  いFearon  and  Carter┸  なひひのう  et  que  dans  les  cellules  T┸  elle  sｆassocie  aux récepteurs  CDね  et  CDぱ┻  Cette  protéine  est  impliquée  dans  de  nombreux  phénomènes cellulaires  tels  que ┺  lｆadhésion┸  lｆactivation┸  la  prolifération  et  la  différentiation  des cellules lymphoïdes いLevy et al┻┸ なひひぱう┻  Le  rôle  de  CDぱな  dans  l╆infection  par  le  (CV  a  été  confirmé  par  plusieurs  approches expérimentales┻ De plus┸ il a été observé que des cellules d╆hépatomes telles que (epGに et ((にひ ゅCDぱな négativesょ sont sensibles à  l╆infection des (CVcc et (CVpp  lorsqu╆elles expriment  CDぱな  de  manière  ectopique  いBartosch  et  al┻┸  にどどぬb┹  Cormier  et  al┻┸  にどどね┹ Lavillette et al┻┸ にどどのb┹ Zhang et al┻┸ にどどねう┻ Des anticorps monoclonaux anti┽CDぱな┸ mais également la forme soluble de la boucle LEL de CDぱな┸ inhibent l╆infectivité des (CVpp et des (CVcc in vitro いBartosch et al┻┸ にどどぬb┹ Cormier et al┻┸ にどどね┹ (su et al┻┸ にどどぬ┹ Molina et al┻┸ にどどぱ┹ Wakita et al┻┸ にどどのう et l╆infection  in vivo いMeuleman et al┻┸ にどどぱう┻ Plusieurs études  ont  montré  que  CDぱな  interviendrait  non  pas  directement  dans  la  fixation  du virus mais  à  une  étape  ultérieure  après  l╆attachement  viral┸  ce  qui  laisse  entrevoir  la 
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possibilité  d╆un  rôle  de  cette  protéine  plus  tardivement  dans  le  mécanisme  d╆entrée いCormier et al┻┸ にどどね┹ Flint et al┻┸ にどどは┹ Koutsoudakis et al┻┸ にどどはう┻ En  somme┸  CDぱな  jouerait  un  rôle  dans  la  modulation  de  la  réponse  immunitaire adaptative  via  les  cellules  T  et  B┻  Elle  contribuerait  à  la  persistance  virale┸  à  la pathogenèse et aussi┸ par activation polyclonale des cellules B┸ aux manifestations extra┽hépatiques observées chez les patients porteurs chroniques いCrotta et al┻┸ にどどに┹ Machida et al┻┸ にどどの┹ Wack et al┻┸ にどどなう┻ Récemment┸  une  étude  a  montré  que  EW)┽にwint┸  un  partenaire  cellulaire  de  CDぱな┸ exprimé  à  la  surface  des  cellules┸  bloquerait  efficacement  l╆entrée  virale  en  inhibant l╆interaction (CV┽CDぱな いRocha┽Perugini et al┻┸ にどどぱう┻ Lｆabsence de cet inhibiteur naturel de CDぱな dans les cellules hépatiques permettra ainsi lｆentrée du virus et contribuera au tropisme  hépatocytaire  du  (CV┻  La  découverte  du  rôle  de  EW)┽にwint  dans  les hépatocytes met en évidence  la complexité des mécanismes dｆentrée du (CV dans ses cellules cibles et laisse entrevoir de nouvelles approches thérapeutiques┻ 
e )      La Claudine  Les travaux de l╆équipe de Evans ont permis d╆identifier la claudine な ゅCLDNなょ┸ comme étant impliquée dans l╆entrée du (CV いEvans et al┻┸ にどどばう┻ Cette protéine appartient à la famille des Claudines qui comporte au moins にぬ membres┻ Elle est exprimée dans toutes les  cellules  épithéliales┸  plus  particulièrement  dans  le  foie┸  pour  former  ainsi  des jonctions  serrées  いFuruse  et  al┻┸  なひひぱう┻  Les  jonctions  serrées  sont  impliquées  dans  le transport para┽cellulaire┸ dans le contrôle de la prolifération┸ de la différenciation et de la polarité cellulaire いCereijido et al┻┸ なひひぱ┹ DｆAtri et al┻┸ にどどに┹ Turksen and Troy┸ にどどねう┻ En effet┸  l╆expression de  la CLDNな dans des cellules d╆origine non hépatiques ゅにひぬT et SWなぬょ permet de les rendre permissives à l╆infection par les (CVpp いEvans et al┻┸ にどどばう┻ De  plus┸  l╆infection  des  cellules  (uh┽ば  peut  être  inhibée  par  mutation  de  la  CLDNな いEvans et al┻┸ にどどばう┻ Néanmoins┸ une  interaction directe entre  la CLDNな et  le virus n╆a pas été montré┻ La CLDNな a été suggéré comme étant un co┽récepteur  impliquée dans les étapes tardives de  l╆infection┸ après  fixation du virus sur CDぱな いEvans et al┻┸ にどどばう┻ Une étude récente a montré que la distribution de la CLDNな dans les jonctions serrées corrèle bien avec  la permissivité des  cellules  à  l╆infection par  le (CV  いLiu  et  al┻┸  にどどひ┹ 
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Yang  et  al┻┸  にどどぱう┸  ce  qui  confirme  que  la  localisation  de  la  CLDNな dans  ces  jonctions semble être nécessaire à l╆entrée virale et au tropisme cellulaire du (CV┻  Deux  autres  membres  de  la  famille  des  Claudines┸  CLDNは  et  CLDNひ┸  seraient  aussi impliquées dans l╆entrée virale いMeertens et al┻┸ にどどぱ┹ Zheng et al┻┸ にどどばう┻ Comme pour la CLDNな┸ elles sont aussi exprimées dans le foie┻   
f )      L’Occludine  )l  a  été montré  précédemment  que  la  CLDNな  serait  essentiel  à  l╆infection  des  cellules d╆hépatomes┸ cependant aucune interaction directe entre cette protéine et le virus n╆a pu être démontrée┻ De plus┸ des cellules de la lignée (ela et (ep( ゅCDぱな et SR┽Bな positivesょ qui  surexprime  la  CLDNな┸  seraient  résistantes  de  l╆infection  (CV┸  suggérant  ainsi l╆implication d╆autres facteurs dans les processus d╆entrée du virus dans la cellule いEvans et al┻┸ にどどばう┻  Très  récemment┸  une  étude  réalisée  par  Liu  et  collaborateurs  a  permis  de mettre  en évidence un autre composant des  jonctions serrées┸ associé aux  claudines┸ qui  jouerait un rôle important dans la phase d╆entrée du virus いLiu et al┻┸ にどどひう┻ L╆Occludine est une protéine de はど kDa┸ essentielle à l╆adhérence cellule┽cellule dans l╆espace paracellulaire いFuruse et al┻┸ なひひぬう┻  Une  diminution  de  l╆expression  de  la  CLDNな  et  de  l╆occludine  par  des  techniques  de siRNA et shRNA interférence inhiberait l╆entrée des (CVpp et des (CVcc dans la cellule いLiu  et  al┻┸  にどどひう┻ Par microscopie  confocale┸  il  a  été montré  que  l╆occludine  colocalise avec la protéine Eに au niveau du réticulum endoplasmique いBenedicto et al┻┸ にどどぱう┻ Ces observations  suggèrent  que  l╆occludine  interagit  directement  avec  Eに  afin  de  faciliter l╆entrée de la particule virale à travers les jonctions serrées de la cellule hépatocytaire┻ Cette étape nécessitera une organisation bien structurée des protéines présentes dans les jonctions serrées┻ 
g )      Les lectines : DC┽SIGN et L┽SIGN  Les  lectines  constituent  une  autre  classe  de  molécules  qui  sont  impliquées  dans  la liaison  et  l╆entrée  de  plusieurs  virus┻  L┽S)GN  ゅCDにどひLょ┸  une  intégrine  impliquée  dans 
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l╆adhésion  intercellulaire  spécifique  aux  ganglions  lymphatiques  présents  dans  le  foie ainsi  que  DC┽S)GN┸  une  lectine  associée  aux  membranes┸  sont  aussi  des  récepteurs présumés pour le (CV┻ Ces deux lectines ne sont pas les récepteurs spécifiques du (CV┸ car ils ne sont pas exprimés à la surface des hépatocytes┻ DC┽S)GN est davantage présent sur  certaines  cellules  dendritiques  immatures┸  et  on  retrouve  L┽S)GN  sur  les  cellules endothéliales sinusoïdales du foie et dans les nœuds lymphatiques いKoppel et al┻┸ にどどのう┻ La  forme  soluble  de  Eに  interagit  avec  ces  molécules  avec  une  forte  affinité┻  Cet attachement résulte de la glycosylation de Eに┸ riche en mannose┻ L╆interaction de Eに aux lectines  peut  permettre  l╆établissement  ou  la  persistance  de  l╆infection  par  le  (CV いGardner et al┻┸ にどどぬ┹ Lozach et al┻┸ にどどねう┻ Néanmoins┸  il a été démontré que L┽S)GN et DC┽S)GN interagissent avec Eに┸ mais ne sont pas responsables de l╆entrée du virus dans les  cellules┸  et permettent  seulement  l╆attachement du (CV aux  cellules exprimant  ces récepteurs à leur surface┻ Un  autre  membre  de  la  famille  des  lectines  de  type  C┸  le  récepteur  des asialoglycoprotéines  いStockert┸  なひひのう  exprimé  à  la  surface  des  hépatocytes┸  serait capable de se lier aux (CV┽LPs mais son rôle dans l╆infection reste à démontrer いSaunier et al┻┸ にどどぬう┻ 
2.5.1.2.   Internalisation de la particule virale  Apres attachement à son récepteur┸  le virus de  l╆hépatite C se  dirige vers  les  jonctions serrées où il va interagir avec la CLDNな et l╆occludine┸ pour faciliter son internalisation┻ Par analogie aux autres Flavivirus┸  l╆internalisation du (CV se ferait par endocytose via une vésicule de clathrine┻ Cette vésicule fusionnerait ultérieurement avec la membrane d╆un compartiment endosomal┻ Ce mécanisme est p(┽dépendent avec un p( optimum à の┻の┻ En effet┸ l╆entrée des (CVpp et (CVcc peut être inhibée par des substances bloquant lｆacidification  des  endosomes  précoces  いBlanchard  et  al┻┸  にどどは┹  (su  et  al┻┸  にどどぬ┹ Koutsoudakis et al┻┸ にどどは┹ Meertens et al┻┸ にどどはう┻ Les  glycoprotéines  d╆enveloppe  du  (CV  sont  des  protéines  de  fusion  de  classe  ))┻  En effet┸  les peptides de  fusion contenus dans Eな et Eに vont permettre  la pénétration des virions enveloppés dans la cellule┻ Cette étape de fusion entraine un réarrangement des hétérodimeres Eな┽Eに  et conduit à la formation de pore de fusion いLavillette et al┻┸ にどどはう┻ 
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La fusion de la membrane du (CV avec celles des endosomes permettrait la libération de la nucléocapside┻ L╆ARN génomique serait alors dissocié de la capside pour servir d╆ARN messager  permettant  la  synthèse  des  protéines  virales┻  Toutefois┸  l╆implication  des candidats récepteurs du (CV dans la fusion nｆa pas été montrée à ce jour┻  
2.5.2.  Traduction et maturation de la polyprotéine  

2.5.2.1.  Traduction de la polyprotéine  La  traduction  des  Flavivirus  et  des  Piconavirus  se  fait  via  un  mécanisme  coiffe┽indépendant┸ médié par des séquences ARN hautement structurées┸ appelées )RES┸ pour lequel  l╆expression  de  la  protéine  virale  est  régulée  par  un  recrutement  direct  de ribosomes au niveau du site d╆initiation de la traduction いTsukiyama┽Kohara et al┻┸ なひひに┹ Wang  et  al┻┸  なひひぬう┻  L╆)RES┸  localisé  dans  la  région  の╆  NC  du  (CV┸  permet  le positionnement de la sous┽unité ねどS du ribosome par l╆intermédiaire des domaines )) et )))┸  directement  au  contact  du  codon  initiateur  inclus  dans  sa  structure┻  Ce  complexe )RES【ねどS va ensuite recruter le facteur d╆initiation de la traduction ぬ ゅe)Fぬょ┸ ainsi que le complexe  ternaire  ねぬS  ゅelF┽に【  Met┽ARNti【GTPょ  いSpahn  et  al┻┸  にどどなう  pour  former  un intermédiaire  non┽canonique  ねぱS┸  jusqu╆à  la  transition  menant  à  la  formation  du complexe ぱどS qui s╆accompagne de remaniements de l╆)RES いBoehringer et al┻┸ にどどの┹ Ji et al┻┸ にどどね┹ Otto and Puglisi┸ にどどねう┻ Le positionnement de l╆ARN dans le sillon du ribosome permet ensuite  l╆assemblage du ribosome ぱどS  fonctionnel qui commence  la  traduction de la polyprotéine précurseur┻  L╆activité  )RES  est  modulée  par  plusieurs  facteurs  notamment  par  les  protéines cellulaires  telles  que  l╆auto┽antigène  La  いAli  et  al┻┸  にどどど┹  )soyama  et  al┻┸  なひひひう┸ 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L い(ahm et al┻┸ なひひぱう┸ pyrimidine tract┽binding 

protein  ゅPTBょ  いAli  and  Siddiqui┸  なひひのう┻  La  traduction  est  aussi  modulée  par  des interactions entre  les protéines virales et  l╆)RES┻ Ainsi┸  la protéine de  capside diminue l╆activité de traduction de l╆)RES en se fixant sur son domaine )))d いShimoike et al┻┸ にどどは┹ Shimoike et al┻┸ なひひひう┻ Ces données suggèrent qu╆elle est impliquée dans l╆inhibition de la traduction afin de favoriser la réplication ou l╆encapsidation du génome viral┻ Pour les 
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protéines non structurales ゅNSょ du virus┸ les résultats sont contradictoires┻ L╆équipe de Kato いKato et al┻┸ にどどにう a montré que les protéines NSねA et ねB diminuent la traduction )RES┽dépendante  en  contexte  cellulaire┸  alors  que  d╆autres  travaux  い(e  et  al┻┸  にどどぬう montrent au contraire une stimulation de に à の fois de l╆activité de traduction de l╆)RES en  présence  de  ces  protéines┻  A  l╆opposé┸  les  travaux  réalisés  par  )mbert  et collaborateurs  い)mbert  et  al┻┸  にどどぬう  ont  montré┸  en  contexte  cellulaire┸  l╆absence  de modulation  par  les  protéines  structurales  ou  non  structurales  de  l╆activité traductionnelle de l╆)RES┻ La région X de  l╆extrémité ぬ╆ non codante du génome viral  semble également  jouer un rôle régulateur dans  la  traduction de  l╆ORF┸ peut┽être par  l╆intermédiaire de  la  fixation de la PTB qui faciliterait l╆interaction avec la région の╆ non codante┻ 
2.5.2.2.  Maturation de la polyprotéine  La  traduction  du  génome  conduit  à  la  synthèse  d╆une  large  polyprotéine  qui  donnera naissance à des protéines matures structurales et non structurales ゅFigure 7ょ┻ Le clivage de  la  polyprotéine  précurseur  est  assuré  par  au  moins  trois  protéases┸  dont  une cellulaire et deux virales いGrakoui et al┻┸ なひひぬbう┻ Les protéines structurales sont clivées par une peptidase située dans la lumière du réticulum endoplasmique いDubuisson et al┻┸ なひひねう┻ Les protéines non structurales sont clivées par deux protéases virales いGrakoui et al┻┸  なひひぬb┹  (ijikata  et  al┻┸  なひひなう┸  d╆une  part  la  protéase  NSに┽NSぬ┸  dotée  d╆une  activité autocatalytique en cis permettant le clivage NSに┽NSぬ いDe Francesco et al┻┸ なひひは┹ Pieroni et  al┻┸  なひひばう┸  d╆autre  part  la  sérine  protéase NSぬ  qui┸  associée  à  son  co┽facteur  NSねA┸ assure le clivage de l╆ensemble des jonctions situées en aval いGrakoui et al┻┸ なひひぬbう┻ Les protéines NSのA et NSのB sont secondairement phosphorylées┸ et NSのA pourrait subir un clivage  ultérieur  par  une  protéase  cellulaire  libérant  un  produit  doté  d╆un  site  de localisation nucléaire et de propriétés d╆activateur transcriptionnel いSatoh et al┻┸ にどどどう┻  

2.5.3.  Réplication du génome viral   La protéine NSのB avec son activité ARN polymérase dépendante de l╆ARN ゅRdRpょ et les autres  protéines  non  structurales  ゅNSに┸  NSぬ┸  NSねA┸  NSねB┸  NSのAょ  s╆associent  à  des 
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protéines  cellulaires  de  l╆hôte  pour  former  le  complexe  de  réplication  ゅFigure  14ょ い)shido et al┻┸ なひひぱう┻ Ce complexe de réplication est associé aux structures membranaires et vésiculaires péri┽nucléaires┸ appelées réseau membranaire ゅmembranous webょ┸ siège de la réplication いPietschmann et al┻┸ にどどな┹ Rouille et al┻┸ にどどはう┻ Cette structure peut être induite  par  la  protéine  NSねB  seule  いEgger  et  al┻┸  にどどに┹  Gosert  et  al┻┸  にどどぬう┻  Plusieurs groupes de  chercheurs  ont montré  que dans  les  cellules (uh┽ば  contenant  un  réplicon subgénomique┸  la  réplication  se  ferait  dans  les  fractions  membranaires  いAizaki  and Suzuki┸ にどどね┹ Miyanari et al┻┸ にどどぬう┻ )l est admis par la suite que ce réseau membranaire dérive des membranes du RE いMottola et al┻┸ にどどに┹ Pietschmann et al┻┸ にどどなう┻ Une fois le complexe  de  réplication  du  (CV  mis  en  place  dans  le  réseau  membranaire┸  l╆ARN polymérase  synthétise  un  brin  d╆ARN  négatif  à  partir  du  génome┸  qui  sert  ensuite  de matrice  pour  la  synthèse  de  nombreux  brins  d╆ARN  positifs  qui  seront  encapsidés  et enveloppés pour devenir les génomes des particules virales néoformées ou serviront de nouveaux messagers pour la synthèse des protéines virales┻ )l a été montré que cette réplication virale est dépendante du métabolisme lipidique┻ En effet┸  il  existerait  une  relation  entre  la  réplication  de  l╆ARN  et  les  radeaux  lipidiques┸ microdomaines  riches  en  cholestérol  et  sphingolipides┻  Ainsi┸  des  inhibiteurs  de  la synthèse  de  novo  de  sphingolipides  ont  été montrés  capables  d╆inhiber  la  réplication┸ probablement en bloquant l╆association des protéines non structurales avec les radeaux lipidiques いSakamoto et al┻┸ にどどの┹ Umehara et al┻┸ にどどねう┻ De plus┸ plusieurs protéines cellulaires capables d╆interagir avec la protéine NSのB┸ telles que la protéine associée aux vésicules associées aux protéines de membranes ゅVAP┽A et VAP┽Bょ  いGao  et  al┻┸  にどどね┹  (amamoto  et  al┻┸  にどどのう  la FKBPぱ  いOkamoto  et  al┻┸  にどどはう┸  la FBLに  いKapadia  and  Chisari┸  にどどの┹  Ye  et  al┻┸  にどどぬう┸  la  growth  factor  receptor┽bound 

protein  2  adaptor  protein  いTan  et  al┻┸  なひひひう┸  la  SRCAP  いGhosh  et  al┻┸  にどどどう┸  la Karyophérine bぬ いChung et al┻┸ にどどどう┸ ainsi que la protéine kinase Raf┽な いBurckstummer et al┻┸ にどどはう┸ ont été identifiées┻ La protéine VAP┽A interagit avec VAP‒B via son domaine transmembranaire┻  Elles  sont  toutes  les  deux  localisées  dans  le  RE  et  le  Golgi  et semblent  être  essentielles  dans  la  réplication  du  (CV  en  interagissant  à  la  fois  avec NSのA  et  NSのB  い(amamoto  et  al┻┸  にどどのう┻  )l  a  été  montré  que  la  protéine  FKBPぱ  et  la (spひど forment un complexe avec la protéine virale NSのA et que ce complexe jouerait un rôle  important dans  la réplication du (CV いOkamoto et al┻┸ にどどはう┻ Plusieurs études ont 
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montré l╆importance de la géranylgéranylation des protéines dans la réplication du (CV いKapadia  and  Chisari┸  にどどのう┻  Une  des  protéines  géranylgéranylée┸  la  FBLに┸  impliquée dans la voie de dégradation des protéines┸ a été identifiée comme interagissant avec la protéine virale NSのA┻  D╆autres études ont permis d╆identifier d╆autres facteurs de l╆hôte pouvant participer à la réplication du (CV  tels que  la  cyclophiline B  いWatashi  et  al┻┸  にどどのう┸  la pはぱ  いGoh et  al┻┸ にどどねう┸ la nucléoline い(irano et al┻┸ にどどぬ┹ Shimakami et al┻┸ にどどはう┸ et la hnRNP Aな いKim et al┻┸  にどどばう┻  La  clyclophiline  B┸  une  peptidyl┽prolylcis┽trans┽isomérase┸  interagit  avec  la partie  C┽terminale  de  la  polymérase  du  (CV  pour  augmenter  son  affinité  pour  l╆ARN viral  et  ainsi  contribuer  efficacement  à  la  réplication  virale  いWatashi  et  al┻┸  にどどのう┻  La redistribution  de  la  pはぱ┸  une  ARN  hélicase┸  du  noyau  au  cytoplasme  se  ferait  par  sa liaison  à  NSのB┸  et  cette  interaction  servirait  de médiateur  à  la  réplication  いGoh  et  al┻┸ にどどねう┻  )l  a  été  aussi  montré  que  la  nucléoline┸  la  phosphoprotéine  majoritaire  du nucléole┸  interagirait  elle  aussi  avec  la  polymérase  NSのB  et  serait  essentielle  à  la réplication  du  (CV  いShimakami  et  al┻┸  にどどはう┻  La  hnRNP  Aな┸  une  ribonucléoprotéine nucléaire┸ interagit aussi avec septin は┸ ainsi que les のｆ┽UTR et ぬｆ┽UTR de lｆARN du (CV┸ et contient des éléments agissant en cis nécessaire pour la réplication virale┻ De ce fait┸ hnRNP  Aな  et  Septin  は  joueraient  un  rôle  important  dans  la  réplication  via  des interactions protéine┽protéine et protéine┽ARN いKim et al┻┸ にどどばう┻       
Figure 14: Complexe de réplication du HCV [Moradpour et al., 2007]┻ 

 a) Cellule Huh┽7 transfectée par un réplicon sous┽génomique du HCV. Une altération membranaire ou 

membranous  web  (fléches  rouges)  est  observée.  b)  Fort  grossissement  du  réseau  membranaire, 

constitué de petites  vésicules  enchâssées dans une matrice membranaire  et associé au RE. Ce  réseau 

contient  les protéines non  structurales et  l’ARN du HCV dans  les cellules Huh┽7 et  représente donc  le 

site de la réplication du virus. ER : le réticulum endoplasmique, M : mitochondries, N : noyau. 
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2.5.4.  Assemblage et sécrétion des virions néoformés  L╆absence┸ juste très récemment┸ de systèmes de culture  in vitro standardisés┸ capables de produire des particules virales C infectieuses┸ a été un frein majeur dans l╆étude des étapes  ultimes  du  cycle  de  réplication  du  (CV┻  Cependant┸  le  développement  de plusieurs  modèles  viraux  a  permis  de  montrer  que  la  particule  (CV  mature  est constituée┸ de l╆extérieur vers l╆intérieur┸ de ぬ structures ┺ ゅなょ une enveloppe lipidique au sein  de  laquelle  sont  ancrées  deux  glycoprotéines  d╆enveloppe  virales┸  Eな  et  Eに┸ organisées  en  complexes  hétérodimériques  non  covalents  ┹  ゅにょ  une  capside  protéique formée par la polymérisation de la protéine de capside et ゅぬょ le génome viral┸ constitué d╆une molécule d╆ARN simple brin ゅFigure 15ょ┻        
Figure 15: Représentation schématique du virus de l’hépatite C 

Le virus de l’hépatite C est constitué d’un ARN simple brin, de protéine de capside et est entouré d’une 
enveloppe lipidique dans laquelle sont ancrées les deux glycoprotéines d’enveloppe, E1 et E2. 

 Comme pour plusieurs virus à ARN┸ l╆assemblage serait initié par la liaison de la protéine Core à  l╆ARN viral┸ qui aboutit à  la  formation de  la nucléocapside いFan et al┻┸ なひひひう┻ La liaison à l╆ARN et l╆oligomérisation de la protéine C sont des fonctions interdépendantes dans l╆assemblage いFan et al┻┸ なひひひ┹ Shimoike et al┻┸ なひひひう┻ La protéine de la capside a la propriété  d╆interagir  avec  elle┽même┻  Par  analogie  aux  Flavivirus┸  les  nucléocapsides ainsi  formés  au  niveau  du  cytoplasme  pourraient  ensuite  s╆envelopper  par bourgeonnement  à  l╆intérieur  du  réticulum  endoplasmique┻  Les  interactions  entre  la protéine Core et les protéines d╆enveloppe Eな et Eに semblent être déterminantes pour la morphogénèse  virale┻  Ainsi┸  des  études  de  cartographie  ont  permis  de  montrer 
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l╆importance  des  régions  C┽terminales  de  Eな  et  de  Core  dans  l╆interaction  des  deux protéines structurales いLo et al┻┸ なひひのう┻ Vu la diversité des particules virales C présents dans le sérum des patients infectés┸ il a été montré que  l╆assemblage du (CV ne nécessiterait pas obligatoirement d╆enveloppe いKlein et al┻┸ にどどねう┻ En effet┸ des nucléocapsides non enveloppées ont été observées dans le cytoplasme d╆hépatocytes de patients infectés いFalcon et al┻┸ にどどぬう et dans le sérum de patients  infectés  いMaillard  et  al┻┸  にどどなう┻  Cependant┸  le  pool  de  nucléocapsides  non enveloppées  serait  trop  faible  pour  permettre  une  analyse  plus  détaillée┻  De  plus┸ Maillard  et  collaborateurs  ont  identifiés  un  domaine  FcぐR  à  la  surface  des nucléocapsides  purifiées  du  sérum  いMaillard  et  al┻┸  にどどねう┻  Ainsi┸  la  nucléocapside pourrait  aussi  lier  plusieurs  immunoglobulines  ゅ)gGょ  à  sa  surface  afin  d╆empêcher  sa reconnaissance par le système immunitaire いNamboodiri et al┻┸ にどどぱう┻ Ce mécanisme de défense pourrait contribuer à la survie du virus dans l╆organisme hôte┻ D╆autres études ont  montré  que  la  nucléocapside  ainsi  formée  pouvait  interagir  avec  le  métabolisme cellulaire des lipides et expliquer la présence dans le sang circulant de particules virales associées aux lipoprotéines┸ plus infectieuses いAndre et al┻┸ にどどにう┻  L╆étape de sécrétion des particules néoformées est actuellement mal connue┻ Toutefois┸ l╆hypothèse d╆une sécrétion des virions de la cellule par exocytose est envisageable┻ Les particules enveloppées suivent les voies de sécrétion de la cellule pour être acheminées à la surface┻ En effet┸ les protéines structurales du (CV ont été observées aussi bien au niveau du RE que de lｆappareil de Golgi いSerafino et al┻┸ にどどぬう┻ De plus┸ les complexes N┽glycanes┸  qui  transitent  par  l╆appareil  de  Golgi┸  ont  été  détectés  à  la  surface  des particules (CV isolées à partir de sérums de patients infectés いSato et al┻┸ なひひぬう┻ D╆autre part┸  des  travaux  suggèrent  que  les  particules  virales  du  (CV  utilisent  la  voie  de sécrétion des LDLs い(uang et al┻┸ にどどばう┻  
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3.  MODELES  D’ETUDE  DU  HCV 

 

3.1.   Le virus natif dérivé de sérum de patients HCV (+)  Plusieurs  études ont  été menées pour  caractériser  les différentes  formes particulaires du  (CV  circulant  dans  le  sérum  des  patients  infectés  chroniquement  par  ce  virus┻ Cependant  ces  virions  sont  en  quantité  relativement  faible  dans  le  sérum  et  présente une  hétérogénéité  de  populations  virales  dont  une  partie  est  complexée  avec  des lipoprotéines┸  des  immunoglobulines  ou  autres  composants  du  sérum┸  rendant  leur caractérisation  difficile┻  Ces  particules  virales  ont  une  densité  comprise  entre  な┸どぬ  et な┸ぬね g【ml  いAndre et al┻┸ にどどのう┻ Par ultracentrifugation en gradient de saccharose deux populations virales ont pu être individualisées dans le sérum des patients infectés par le (CV┻  Une  population  de  haute  densité  ゅな┸にに┽な┸にの  g【mlょ  correspondant  aux  virions complets  contenant  de  l╆ARN  viral┸  des  protéines  de  capside  et  des  protéines d╆enveloppe EなEに exprimées à leur surface いPetit et al┻┸ にどどのう┻ Ces particules virales ont une taille comprise entre ぬの et ばどnm いKaito et al┻┸ なひひね┹ Petit et al┻┸ にどどのう┻ Une deuxième population  de  faible  densité  な┸どひ┽な┸など  g【ml  a  été  aussi  retrouvée  dans  le  sérum  des malades  infectés  いMiyamoto  et  al┻┸  なひひに┹  Petit  et  al┻┸  にどどの┹  Thomssen  et  al┻┸  なひひに┹ Trestard et  al┻┸  なひひぱう  et  correspond aux Viro┽lipo┽particles  ゅVLPょ  いAndre  et  al┻┸  にどどにう┻ Ces  VLPs┸  très  infectieuses┸  sont  composées  de  lipoprotéines  riches  en  triglycérides contenant  de  l╆apolipoprotéine  ゅApoょ  B  et  ApoE┸  de  la  nucléocapside  virale  et  les protéines d╆enveloppe いAndre et al┻┸ にどどに┹ Diaz et al┻┸ にどどは┹ )card et al┻┸ にどどひ┹ Nielsen et al┻┸ にどどはう et sont capables d╆infecter  les chimpanzés  いBeach et al┻┸ なひひに┹ Bradley et al┻┸ なひひなう┻ Vu l╆association de ces VLP avec les lipoprotéines┸ le LDL┽R a été montré jouer un rôle  important  dans  l╆infection  いAgnello  et  al┻┸  なひひひ┹ Andre  et  al┻┸  にどどに┹ Bradley  et  al┻┸ なひひな┹  Monazahian  et  al┻┸  なひひひう┻  Cependant┸  la  présence  de  l╆ApoBねぱ┸  normalement produite par les entérocytes┸ suggère qu╆une partie des VLPs circulantes proviendrait de l╆intestin いDiaz et al┻┸ にどどはう┻  Des nucléocapsides non enveloppées ont été aussi identifiées dans le sérum des patients infectés┻ Elles ont une densité de な┻ぬに à な┻ぬね g【ml en gradient de césium┻ Ces particules non  enveloppées  présentent  une  hétérogénéité  au  niveau  de  la  taille  avec  une 
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prédominance de ぬぱ à ねぬnm いMaillard et al┻┸ にどどなう┻ D╆autre part┸ des formes circulantes appelées complexes immuns circulants┸ ont également été retrouvées いChoo et al┻┸ なひひの┹ Thomssen et  al┻┸  なひひぬう┻ En effet┸  ces nucléocapsides┸ outre  leur  liaison à des anticorps spécifiques┸  sont  capables  d╆interagir  avec  le  domaine  Fcぐ  des  immunoglobulines いMaillard et al┻┸ にどどねう┻ 
3.2.  Les modèles viraux existants  
3.2.1.   La protéine E2 recombinante  En lｆabsence de modèles efficaces de réplication  in vitro du (CV┸ la forme soluble de la glycoprotéine  recombinante  Eに  ゅsEにょ  a  été  utilisée  pour  identifier  les  candidats récepteurs  cellulaires  impliqués  dans  lｆentrée  virale┻  L╆utilisation  de  sEに  a  permis l╆identification de deux récepteurs majeurs du (CV ┺  la tétraspanine CDぱな いPileri et al┻┸ なひひぱう et  le  scavenger récepteur   de class B  ゅSR┽B)ょ  いScarselli  et al┻┸ にどどにう┻ Elle a aussi permis de mettre en évidence l╆interaction Eに et les héparanes sulfates ゅ(Sょ いBarth et al┻┸ にどどぬう┸ l╆étude structurale de Eに┸ et la confirmation de son rôle dans l╆attachement viral┻ Cependant┸ bien que cette approche  soit  intéressante pour déterminer  les potentielles interactions  protéine【protéine┸  elle  ne  peut  pas  être  utilisée  pour  étudier  les mécanismes  de  l╆entrée  virale┻  En  effet┸  les  deux  glycoprotéines  d╆enveloppe  Eな  et  Eに forment  un  hétérodimère  à  la  surface  de  la  particule  virale  et  présente  donc  une structure  tri┽dimensionnelle┻  En  plus  des  hépatocytes┸  la  protéine  sEに  se  lie  non spécifiquement  à  différentes  lignées  cellulaires  d╆origine  humaine  いBarth  et  al┻┸  にどどぬ┹ Michalak  et  al┻┸  なひひばう┻  Ainsi  pour  étudier  le  rôle  des  glycoprotéines  Eな  et  Eに  dans l╆entrée du (CV┸ plusieurs modèles viraux ont été développés┻ 

 
3.2.2.   Les réplicons génomiques/subgénomiques  L╆absence de système de propagation du (CV in vitro a considérablement limitée l╆étude de  la  réplication  du (CV  jusqu╆au  développement  en  なひひひ  d╆un  système  d╆ARN  sous┽génomique┸ capable de s╆auto┽répliquer de façon autonome いBartenschlager et al┻┸ なひひね┹ Bukh  and  Purcell┸  にどどはう┻  Le  premier  réplicon  a  été  construit  à  partir  d╆un  ARN  du 
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génotype なb┸  exprimant  le  gène de  résistance  à  la  néomycine  à  la  place  des protéines structurales┸  et  les  protéines  non┽structurales  sous  la  direction  de  l╆)RES  de l╆encéphalomyocardite  ゅEMCVょ  いLohmann  et  al┻┸  なひひひう┻  Après  transfection  de  cet  ARN dans la lignée hépatocytaire (uh┽ば┸ les colonies possédant la résistance à la néomycine sont ainsi sélectionnées et vont permettre d╆établir des cultures de cellules produisant en continu des réplicons subgénomiques┻ )l a été montré que certaines mutations dans les protéines NS confèrent une meilleure efficacité du réplicon いBlight et al┻┸ にどどど┹ Friebe et al┻┸ にどどな┹ Guo et al┻┸ にどどな┹ Krieger et al┻┸ にどどな┹ Lohmann et al┻┸ にどどなう┻ Ces mutations ne semblent  pas  réduire  le  potentiel  cytopathogène  du  réplicon┸  ni  affecter  lｆactivité enzymatique  des  protéines  NSぬ  et  NSのB┻  Les  réplicons  constituent  alors  un  système d╆expression des protéines virales très efficace┸ standardisé┸ et stable dans le temps┻ )ls ont  permis  d╆╆étudier  le  rôle  des  protéine  NS  dans  la  réplication  du  (CV  et  tout particulièrement┸ le fait que NSに n╆est pas nécessaire à la réplication a pu ainsi être mis en évidence いLohmann et al┻┸ なひひひ┹ Tellinghuisen et al┻┸ にどどばう┻  Par  la  suite  une  amélioration majeure  a  été  apportée  à  cette  structure  génétique  par l╆ajout de  séquences  codant pour  les protéines  structurales C┸  Eな┸ Eに┸ pば┸  en vue de  la production  de  particules  virales  complètes  et  potentiellement  infectieuses┻  Cette approche repose sur  l╆obtention d╆ADNc de  l╆ARN génomique viral  complet à partir de sérums de patients atteints d╆hépatite C  chronique┻ En effet┸ malgré une expression et une glycosylation correcte des protéines structurales┸ ainsi qu╆un  fort niveau réplicatif de  l╆ARN  viral┸  ce  système  de  réplicons  génomiques  ne  permet  pas  de  produire  des virions infectieux いBlight et al┻┸ にどどに┹ Pietschmann et al┻┸ にどどにう┻ 
 

3.2.3.  Les particules virus┽like ou HCV┽LPs  Le premier modèle viral C a été développé par Baumert en なひひぱ┻ Les (CV┽LPs ゅHepatitis 
C  Virus┽like  particlesょ  sont  produites  dans  des  cellules  d╆insectes  infectées  par  un baculovirus  recombinant  codant  l╆ensemble  des  protéines  structurales  du  (CV  ゅCore┽Eな┽Eにょ  et  une  partie  de  l╆)RES  いBaumert  et  al┻┸  なひひぱう┻  Les  protéines  produites  s╆auto┽assemblent en particules┸ mais comme elles ne contiennent pas de génome entier elles ne  peuvent  pas  se  répliquer┻  Ainsi┸  les  particules  virales  ne  sont  pas  sécrétées┸  mais seraient plutôt retenues dans des vésicules intracellulaires┸ ce qui rend leur préparation 
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difficile┻ Elles sont par la suite purifiées à partir des lysats cellulaires et possèdent une morphologie  et  des  caractéristiques  biophysiques  similaires  aux  virions  provenant  de patients  infectés  いBaumert  et  al┻┸  なひひひ┹  Wellnitz  et  al┻┸  にどどにう┻  Ces  (CV┽LPs  ont  un diamètre  de  ぬの  à  ねひ  nm┸  expriment  les  protéines  structurales ゅCore┸  Eな  et  Eにょ  et sédimentent à une densité comprise entre な┸なね et な┸ににg【ml en gradient de saccharose┻ Un  certain  nombre  d╆étude  ont  été  publiées  sur  lｆutilisation  de  ces  particules  pour étudier la structure et les fonctions des protéines de capside et d╆enveloppe いChoi et al┻┸ にどどね┹ Clayton et al┻┸ にどどに┹ Owsianka et al┻┸ にどどなう ainsi que les interactions (CV┽cellule hôte  et  lｆentrée  virale┸  notamment  celles  avec  les  cellules  dendritiques  いBarth  et  al┻┸ にどどのbう┻ )l a été aussi montré que la liaison et l╆entrée des (CV┽LPs dans la cellule étaient inhibées par des anticorps anti┽Eな et anti┽Eに┸ démontrant le rôle essentiel des protéines d╆enveloppe  dans  ce  processus  いTriyatni  et  al┻┸  にどどにう┻  Barth  et  collaborateurs  ont démontré que  la  liaison entre  les glycoprotéines dｆenveloppe du (CV et  les héparanes sulfates est essentielle pour lｆinitiation de lｆinfection virale いBarth et al┻┸ にどどはう┻  Cependant┸ bien qu╆Eな et Eに forment un complexe hétérodimérique dans ce système┸ la glycosylation  dans  les  cellules  dｆinsectes  est  différente  de  celle  dans  les  cellules humaines┻ En effet┸ la protéine Eな des (CV┽LPs présente deux formes glycosylées ゅぬぬ et ぬね kdaょ alors que chez les mammifères┸ Eな est mono glycosylé ゅぬねkdaょ┻ En somme┸ les (CV┽LPs restent un modèle pour étudier l╆attachement des particules virales à la cellule et non un modèle pour étudier les mécanismes de fusion et de réplication virale puisque ces particules ne sont pas infectieuses┻ 
3.2.4.  Les pseudo┽particules HCV ou HCVpp                 Une  autre  approche  pour  étudier  l╆entrée  du  (CV  a  été  le  développement  de pseudotypes┻  Les  pseudo┽particules  ont  été  construits  en  utilisant  le  virus  de  la stomatite vésiculeuse ゅVSVょ ou le virus de la grippe ゅinfluenzaょ exprimant les protéines Eな et Eに chimériques いFlint et al┻┸ なひひひ┹ Lagging et al┻┸ なひひぱ┹ Matsuura et al┻┸ にどどなう┻ Ces protéines d╆enveloppe ont été modifiées au niveau de leur domaine transmembranaire pour  permettre  le  transport  et  lｆassemblage  dans  les  cellules  hôtes┻  Toutefois┸  ces modifications  affectent  la  conformation  correcte  des hétérodimères Eな┽Eに  いLagging  et al┻┸ なひひぱう et pose aussi la question de lｆinfectiosité de telles particules いBuonocore et al┻┸ にどどにう┻  
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En  にどどぬ┸  Bartosch  et  collaborateurs  ont  généré  des  pseudo┽particules  basées  sur l╆utilisation  de  rétrovirus┸  le  MLV  ゅMouse  leukemia Virusょ  いBartosch  et  al┻┸  にどどぬaう┻  En effet┸  les  rétrovirus  sont  bien  connus  pour  leurs  capacités  à  incorporer  dans  leur enveloppe une variété de glycoprotéines cellulaires et virales  いOtt┸ なひひば┹ Sandrin et al┻┸ にどどにう┻ De plus┸ ils peuvent facilement empaqueter et intégrer des marqueurs génétiques dans  lｆADN  des  cellules  hôtes  いNegre  and  Cosset┸  にどどにう┻  Les  pseudo┽particules rétrovirales  ou  (CVpp  ゅHepatitis  C  Virus  pseudo┽particlesょ  sont  ainsi  produites  après transfection de cellules にひぬT avec trois vecteurs dｆexpression codant pour les protéines Eな【Eに  du  (CV┸  les  protéines  gag┽pol  du  MLV  et  un  vecteur  compétant  pour l╆encapsidation  et  contenant  le  gène  marqueur┸  la  GFP  ゅgreen  fluorescent  proteinょ ゅFigure  16ょ┻  Ces  (CVpp  expriment  des  complexes  protéiques  EなEに  fonctionnelles  et sont  capables d╆infecter des hépatocytes humains  ainsi  que des  cellules de différentes lignées hépatocytaires┸ (uh┽ば┸ (epGに et (epぬB いBartosch et al┻┸ にどどぬa┹ (su et al┻┸ にどどぬう┻ Lｆinfection de ces cellules ゅparticulièrement (uh┽ばょ avec  les (CVpp a été utilisée pour étudier  l╆étape  dｆentrée  virale  et  les  données  ont  confirmé  le  rôle  de  CDぱな  dans  ce processus いBartosch et al┻┸ にどどぬa┹ Bartosch et al┻┸ にどどぬb┹ (su et al┻┸ にどどぬ┹ Lavillette et al┻┸ にどどのa┹ McKeating  et  al┻┸  にどどね┹  Zhang  et  al┻┸  にどどねう┻  Ainsi┸  la  protéine  Eな  du (CV  a  été montré être impliquée dans la fusion┸ tandis que Eに se fixe sur les récepteurs cellulaires┸ tels  que  CDぱな  et  SR┽B)┻  Trois  sites  putatifs  dｆinteraction  avec  CDぱな  ont  été  identifiés dans Eに regroupant les régions ねばね┽ねひに┸ のにに┽ののな et はなに┽はなひ┸ essentielles pour l╆entrée du virus いRothwangl et al┻┸ にどどぱう┻ Ce modèle (uh┽ば【(CVpp a également été utilisée pour évaluer l╆activité neutralisante des anticorps présents dans le sérum de patients infectés┻ )l  a  été montré  que  l╆entrée  des  (CVpp  était  inhibée  par  des  anticorps  anti┽Eに  et  du sérum humain いBartosch et al┻┸ にどどぬa┹ Keck et al┻┸ にどどぱ┹ Logvinoff et al┻┸ にどどねう┻  Cependant┸  le principal  inconvénient de ce système est quｆil ne permet que l╆étude des étapes très précoces de l╆entrée virale┸ de la fixation de la particule virale à la libération de la capside┻     
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Figure 16: Système des pseudoparticules rétrovirales HCVpp [Bartosch et al., 2003a].  

Les HCVpp  sont  produites  en  transfectant  trois  plasmides :  le  plasmide  1  exprime  les  glycoprotéines 

d’enveloppe E1E2 du HCV, le plasmide E2 exprime la protéine de capside d’un rétrovirus, le plasmide 3 

exprime un génome rétroviral défectif portant un marqueur de transfert : la Green Fluorescent Protein 

(GFP) ou la luciférase (LUC). Les HCVpp infectent les lignées hépatocytaires (Huh┽7) et l’infectiosité est 

mesurée par cytométrie en flux (GFP) ou par luminescence (LUC). 

 

3.2.5.  Le système de propagation du virus en culture cellulaire, HCVcc  En にどどの┸ le développement du premier modèle in vitro capable de reproduire lｆensemble du cycle viral et de produire des particules virales  infectieuses  in vitro  et  in vivo  a été une avancée majeure dans l╆étude du virus de l╆hépatite C ゅFigure 17ょ┻ Ce modèle repose 
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sur  l╆utilisation  d╆un  réplicon  génomique  JF(┽な  ゅjapanese  fulminant  hepatitisょ  de génotype にa┸  isolé à partir d╆un patient atteint d╆une hépatite C fulminante ゅKato et al┻┸ にどどなょ┻  Cette  souche  a  la  particularité  de  se  répliquer  efficacement  dans  les  cellules d╆hépatome (uh ば et de produire des particules virales infectieuses sans avoir besoin de mutations adaptatives いDate et al┻┸ にどどね┹ Kato et al┻┸ にどどぬ┹ Wakita et al┻┸ にどどのう┻ Une étude réalisée par Lindenbach a montré que  les  clones dérivés de  cellules (uh┽ば  ゅ(uhば┻の et (uhば┻の┻なょ permettaient d╆augmenter la production de virions infectieux いLindenbach et al┻┸  にどどのう┻  Les  virions  ainsi  produits  ゅenviron  などの  unités  infectieuses【ml  en  ねぱh  de cultureょ présentent une morphologie sphérique de はど nm de diamètre et sédimentent à une densité d╆environ な┸なのg【ml en gradient de saccharose いWakita et al┻┸ にどどのう┻ En plus de  leur  capacité  à  infecter  les  cellules (uh┽ば  naïves┸  les  virions  produits  in  vitro  sont infectieux chez  le chimpanzé  いLindenbach et al┻┸ にどどの┹ Wakita et al┻┸ にどどのう et  la souris SC)D┽uPA┸  un  modèle  animal  principalement  utilisé  pour  lｆévaluation  de  composés antiviraux  いMeuleman  and  Leroux┽Roels┸  にどどぱ┹ Meuleman  et  al┻┸  にどどのう┻  La  réplication virale dans ce système a été montrée inhibée par l╆)FN┽ゎ いLindenbach et al┻┸ にどどのう┻ Toutefois┸ ce modèle présente quelques limitations importantes┻ Ainsi┸ la production de (CVcc  serait  limitée  d╆une  part  à  l╆utilisation  exclusive  de  deux  lignées  cellulaires défectives pour  le métabolisme des  lipoprotéines  ゅ(uh┽ば et L(ぱはょ et d╆autre part  à  la restriction au génotype にa┻ Aujourd╆hui┸ des réplicons chimériques ont été construits à partir  de  la  séquence  codant  les  protéines  structurales  des  différents  génotypes  ゅなa┸ なb┸┼ょ  et  de  la  séquence  JF(┽な  codant  les  protéines  non  structurales  de  génotype  にa いPietschmann  et  al┻┸  にどどはう┻  Ces  constructions  vont  permettre  d╆étudier  l╆influence  des protéines  structurales  de  différents  génotypes  dans  la  synthèse  de  particules  virales infectieuses et d╆augmenter le titre infectieux┻ A l╆heure actuelle┸ la construction la plus efficace┸ en terme de titre infectieux est la chimère にa【にa┸ formée entre les souches Jは et JF(┽な  いPietschmann et al┻┸ にどどはう mais elle se modifie rapidement après un passage en culture cellulaire┻ Malgré un titre viral faible permettant de caractériser les particules virales produites┸ le modèle des (CV┽cc constitue à l╆heure actuelle un outil pour étudier les étapes du cycle viral du (CV afin de développer de nouvelles drogues┻  



MODELES  D╆ETUDE  DU  (CV 

のな  

 
Figure 17 : Génération de virions J6 et JFH1 en culture cellulaire et démonstration de leur 

pouvoir infectieux in vivo [Bukh and Purcell, 2006]. 

Ce  schéma  représente  l’étude  menée  par  Lindenbach  et  collaborateurs  (Lindenbach  et  al.  2006).  
L’ARN  transcrit   à   partir   du   génome   du    virus    chimérique    (J6/JFH┽1)    est    transfecté   dans    les  
cellules  Huh┽7.5.  Le surnageant  des  cellules  transfectées  est  filtré  et  est  utilisé  pour  infecter  des  
cellules  Huh┽7.5  naïves.  Un immunomarquage réalisé à l’aide d’un anticorps spécifique de la protéine 
NS5A  est montré  (Lindenbach  et al. 2005). Des  virus  issus d’un  stock  viral  titré a  été  innoculé à des 
chimpanzés (par voie intraveineuse) et à des souris   SCID┽uPA   humanisées   (voir     C.III.3).   Le   plasma  
d’une  des  souris  a  permis  la  réinfection  d’une  souris naïve. L’infectivité des sérums des chimpanzés 
et des souris a été déterminée sur des cellules Huh┽7 naïves. 

 

3.3.   Les modèles cellulaires   Parallèlement  à  ces modèles  viraux┸  différents modèles  cellulaires  ont  été  développés pour étudier le (CV┻ La réplication du génome du (CV se produit principalement dans les hépatocytes┻ Cependant┸ dｆautres types cellulaires se sont révélés être permissifs au 
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(CV┸ mais de façon moindre┸ tels que les cellules mononucléées du sang périphérique ou PBMC いCribier et al┻┸ なひひの┹ Lerat et al┻┸ なひひはう┸ les cellules biliaires いLoriot et al┻┸ なひひひうet les  entérocytes  いDeforges  et  al┻┸  にどどねう┻  Ainsi┸  plusieurs modèles  cellulaires  combinant des cellules dｆorigines diverses ont été développés ces dernières années et constituent des  outils  précieux  pour  étudier  la  biologie  du  (CV  et  tester  de  nouvelles  molécules antivirales┻ 
3.3.1.  Lignées cellulaires pour l’étude du HCV   Différentes  lignées humaines ont été optimisées pour permettre  la réplication du (CV┸ notamment  celles  d╆origine  hépatique  telles  que  les  cellules  (epGに┸  (uh┽ば┸  P(のC(  et celles d╆origine lymphocytaire┸ les cellules MOLT┽ね┸ MT┽に et Daudi┻ Parmi  les  lignées  d╆origine  lymphoïde┸  les  cellules  MT┽に  ゅlignée  lymphocytaire  T humaine  infectée  par  le  (TLV┽なょ  sont  capables  de  répliquer  le  virus  いMizutani  et  al┻┸ なひひはう┻ Les cellules Daudi┸ d╆origine  lymphocytaire B┸ semblent  être également de bons candidats en étant capables de répliquer le (CV いNakajima et al┻┸ なひひはう┻  )l a également été montré que le surnageant de cellules Daudi infectées par le (CV pouvait être utilisé pour  inoculer  des  chimpanzés┸  malgré  un  pouvoir  infectieux  relativement  faible いShimizu et al┻┸ なひひぱう┻  Les cellules P(のC(┸  immortalisées  à  l╆aide de  l╆antigène T du SVねど い)keda et al┻┸ なひひぱ┹ Noguchi  and  (irohashi┸  なひひはう  expriment  certains  marqueurs  d╆hépatocytes  et  sont susceptibles  à  l╆infection  avec  des  particules  virales  provenant  de  sérum  de  patients chroniquement  infectés par  le (CV┻ Toutefois┸  la production de  particules virales dans ces cellules hépatocytaires immortalisées semble être transitoire┻ De plus┸ l╆infection de ces  cellules  activait  à  la  fois  la  voie  de  signalisation  de  l╆interféron  et  une  réponse autophagique いAit┽Goughoulte et al┻┸ にどどぱ┹ Kanda et al┻┸ にどどは┹ Kanda et al┻┸ にどどばう┻  Les  cellules  d╆hépatomes  humains  ゅdont  les  cellules  (uh┽ばょ  ont  été  un  outil indispensable pour l╆étude des différentes étapes de la réplication du (CV┻ En にどどに┸ des lignées particulièrement permissives┸  les (uh┽ば┻の┻な┸  ont  été mises  au point  en  traitant des cellules hébergeant un réplicon sous génomique du (CV par l╆interféron α いBlight et al┻┸ にどどに┹ Zhong et al┻┸ にどどのう┻ Ces réplicons sous génomiques ont permis d╆étudier le rôle des  protéines  non  structurales  dans  la  réplication  du  (CV┻  Par  la  suite┸  le  réplicon 



MODELES  D╆ETUDE  DU  (CV 

のぬ  

génomique JF(な de génotype にa┸ s╆est révélé répliquer efficacement en (uh┽ば sans avoir besoin de mutations adaptatives いKato et al┻┸ にどどぬう┻ Plusieurs groupes ont montrés une production  de  particules  (CVcc  infectieuses  dans  le  milieu  extracellulaire  après transfection de l╆ARN génomique total du JF(な ゅにaょ ou des chimères intra┽génomique ou inter┽génomique ゅconstruction avec protéines structurales 【 protéines non structuralesょ tels que Jは ゅにaょ 【 JF(な┸ (ばば ゅなaょ 【 JF(な ou Sのに ゅぬaょ 【 JF(な dans les cellules dérivées des (uh┽ば┸  notamment  les  (uh┽ば┻の  いGottwein  et  al┻┸  にどどば┹  Lindenbach  et  al┻┸  にどどの┹ Lindenbach et al┻┸ にどどは┹ Pietschmann et al┻┸ にどどは┹ Rouille et al┻┸ にどどは┹ Wakita et al┻┸ にどどの┹ Yi et al┻┸ にどどは┹ Zhong et al┻┸ にどどのう┻ Ces particules ont été montrées être infectieuses pour les cellules (uh┽ば ainsi que in vivo pour les chimpanzés┻ Cependant┸ un problème majeur est  rencontré  avec  les  cultures  de  cellules  dｆhépatomes  ゅ(epGに┸  (epぬB  et  (uh┽ばょ  au niveau de la réponse )FN au poly ゅ)Cょ et au virus notamment dans les différentes lignées (uhば provenant de différents laboratoires いKeskinen et al┻┸ なひひひ┹ Lanford et al┻┸ にどどぬ┹ Li et  al┻┸  にどどのa┹  Li  et  al┻┸  にどどのbう┻  Les  voies  de  signalisation  du TLRぬ  et  de R)G┽な  ont  été démontrées comme étant défectives respectivement dans les cellules (uhば いLanford et al┻┸  にどどぬ┹  Preiss  et  al┻┸  にどどぱう  et  dans  les  cellules  (uhば┻の  いSumpter  et  al┻┸  にどどのう┻  )l  est probable que ces déficiences constituent un  inconvénient au niveau de  la permissivité élevée des cellules (uh┽ば┻の pour  la réplication du (CV┻ De plus┸  l╆infection des cellules (uh┽ば avec du JF(な┸ semble être limitée par l╆utilisation de cellule non différenciée┸ qui ne correspond pas aux conditions cellulaires rencontrées par le virus in vivo いDecaens et al┻┸  にどどひ┹  Moradpour  et  al┻┸  にどどばう┻  )l  a  été  récemment  suggéré  que  la  polarité  des hépatocytes serait important pour lｆentrée du virus du fait des interactions entre le (CV et  les  protéines  des  jonctions  serrées┸  la  claudine┽な  et  l╆occludine┸  essentielles  à l╆absorption  virale┻  En  effet┸  de  récentes  études  suggèrent  que  la  polarité  des hépatocytes peut limiter lｆentrée du (CV いMee et al┻┸ にどどぱ┹ Mee et al┻┸ にどどひう┻  Face à ces limitations┸  il  est  nécessaire  de  développer  de  nouveaux  systèmes  cellulaires  plus proches de l╆infection in vivo┻ 
3.3.2.  Culture d’hépatocytes humains fœtaux  (HFH)  Les cultures d╆hépatocytes humains fœtaux ont été utilisées pour étudier l╆infection par le (CV いCarloni et al┻┸ なひひぬ┹  )acovacci et al┻┸ なひひばう┻ Pour cela┸  les hépatocytes humains fœtaux  ont  été  cultivés  dans  un  milieu  sans  sérum  et  inoculés  avec  du  (CV  sérique┻ 
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L╆ARN viral  ainsi  que  les protéines  virales  ont  été détectés dans  ces hépatocytes┻  Plus récemment┸ Lazaro et collaborateurs ont caractérisés des hépatocytes non transformés provenant  de  foie  fœtal  humain  いLazaro  et  al┻┸  にどどばう  et  pouvant  supportés  une réplication virale après transfection de ces cellules avec de  l╆ARN total de génotype なa ou après infection avec des particules (CV sériques de génotypes diverses┻ L╆analyse des hépatocytes  soit  transfectés  ou  infectés  révèle  la  présence  d╆ARN  du  (CV  à  などは copies【ml avec un schéma cyclique et des particules virales qui sédiment à な┸なば g【ml en gradient de saccharose┻ De plus┸  il a été noté qu╆une réinfection serait possible à partir d╆hépatocytes  transfectés  et  que  l╆)FN  inhiberait  cette  infection┻  La  mort  cellulaire observée  dans  les  hépatocytes  infectés  suggère  que  le  virus  entraine  des  effets cytotoxiques dans ce modèle┻ Cependant┸  les auteurs nｆont pas pu établir si cette mort cellulaire est associée au taux d╆(CV présent dans le milieu┻ 
 

3.3.3.  Culture primaires d’hépatocytes humains (PHH)  Différentes sources de tissu hépatique┸ provenant de donneurs dｆorganes┸ de cadavres┸ d╆hépatectomies thérapeutiques ou de biopsies chirurgicales┸ peuvent être utilisées pour préparer les cultures primaires d╆hépatocytes humains いBallet et al┻┸ なひぱねう┻ Ces cultures primaires sont préparées par perfusion à la collagénase de ces  fragments de foie┻ Dans des conditions de culture appropriée┸ ces cellules pourront être maintenues pendant des semaines  tout  en  préservant  plusieurs  marqueurs  phénotypiques  hépatocytaires  tels que la production de protéines du plasma┸ de facteurs de coagulation du sang┸ de lｆurée┸ lｆexpression  de  systèmes  de  détoxication  ゅcytochromes  Pねのど┸  les  enzymes  de conjugaison┸  les  transporteurs  membranairesょ┸  la  réponse  aux  stimuli physiopathologiques par activation des voies de signalisation┸ etc いGuguen┽Guillouzo et al┻┸ なひぱは┹ Guillouzo┸ なひひぱ┹ (ewitt et al┻┸ にどどば┹ Pichard┽Garcia et al┻┸ にどどにう┻ En なひひは┸ )to et collaborateurs  ont  été  les  premiers  à  démontrer  que  les  hépatocytes  isolés  chez  un patient (CV positif┸ pourrait être cultivé et continué à produire de manière stable des virions infectieux dans leur milieu extracellulaire い)to et al┻┸ なひひはう┻ Par la suite┸ l╆équipe de  Fournier  a  démontrée  que  des  hépatocytes  isolés  de  patients  non  infectés  étaient sensibles à lｆinfection par le virus (CV sérique et permissives à la réplication du génome viral いFournier et al┻┸ なひひぱう┻ Depuis lors┸ plusieurs groupes ont confirmé ces résultats┻ Et malgré les performances de ces modèles de culture primaire variant dｆun laboratoire à 
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un  autre┸  en  fonction  des  conditions  de  culture  cellulaire┸  les  résultats  indiqués  sont cohérents  et  reproductibles┻  L╆infection  des  hépatocytes  primaires  humains  avec particules  virales  sériques  de  génotypes  différents  ゅde  な  à  のょ  a  été  évaluée  par  la détection  de  l╆ARN  viral┸  lｆaugmentation  de  lｆaccumulation  intracellulaire  de  l╆ARN génomique┸  la  production  de  virions  infectieux┸  la  génération  de  quasi┽espèce┸  et lｆinhibition  de  la  réplication  par  lｆ)FN  いBuck┸  にどどぱ┹  Carriere  et  al┻┸  にどどば┹  Castet  et  al┻┸ にどどに┹ Chong et al┻┸ にどどは┹ Fournier et al┻┸ なひひぱ┹ Molina et al┻┸ にどどば┹ Molina et al┻┸ にどどぱ┹ Raymond et al┻┸ にどどひ┹ Rumin et al┻┸ なひひひう┻ Les cultures primaires d╆hépatocytes humains hautement  différenciés  infectés  par  le  virus  sérique  représentent  actuellement  le modèle  cellulaire  le  plus  proche  de  la  situation  physiologique┻  D╆autres  études  ont montré que ces hépatocytes primaires humains seraient sensibles aux (CVpp いCodran et al┻┸ にどどは┹ Meertens et al┻┸ にどどぱ┹ Regeard et al┻┸ にどどぱう et aux (CVcc  いMolina et al┻┸ にどどぱ┹ Reynolds et al┻┸ にどどぱう┻  )ls ont été récemment utilisés pour évaluer comparativement  le transcriptome  induit  par  la  protéine  de  capside┸  NSぬ  et  NSのA  par  infection  avec  un adénovirus  いBudhu  et  al┻┸  にどどばう┻  Toutefois┸  l╆efficacité  de  ces  systèmes  d╆infection  des cultures  primaires  semble  être  influencée  par  différents  paramètres  difficiles  à contrôler┸  comme  le  pouvoir  infectieux  du  sérum  de  malade  servant  d╆inoculum┸  la présence d╆anticorps neutralisants anti┽(CV dans le sérum et  la qualité de préparation des hépatocytes┻  Ce  modèle  de  cultures  primaires  dｆhépatocytes  présente  quelques  inconvénients majeurs┻  Lｆobtention  et  lｆutilisation  de  tissus  humains  requièrent  des  autorisations nécessaires  des  organismes  de  réglementation  et  le  consentement  des  donneurs┻  De plus┸ la qualité du tissu est variable dｆun échantillon de foie à un autre en raison de lｆétat de  santé  du  donneur┸  de  la  nature  de  la  lésion┸  du  pré┽traitement  chirurgical  ou  à  la durée  du  transport┻  Par  conséquent┸  les  cultures  primaires  dｆhépatocytes  humains devraient  être  utilisées  pour  confirmer┸  infirmer  ou  compléter  les  données  obtenues dans les autres systèmes plus artificiels décrits ci┽dessus┻    
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3.4.  Les modèles animaux  
3.4.1.  Le chimpanzé (Pan troglodytes)  Durant  des  décennies┸  le  chimpanzé  ゅFigure 18ょ  a  été  utilisé  pour  étudier  la  biologie ainsi que les candidats thérapeutiques à la fois pour l╆infection par le virus de l╆hépatite B┸  (BV  いPrince  and  Brotman┸  にどどなう  et  pour  le  (CV  いBukh┸  にどどねう┻  Actuellement┸  il représente  le principal modèle animal pour  l╆infection par  le (CV┻ Ce modèle a permis non seulement de caractériser┸ d╆identifier et de cloner le (CV┸ mais aussi d╆obtenir des informations  importantes sur  la physiopathologie de cette  infection virale  いChoo et al┻┸ なひぱひう┻  L╆avantage principal de ce modèle repose sur la facilité d╆analyser les différentes étapes de la maladie┻ )l existe très peu de données sur les étapes précoces de l╆infection par le V(C  chez  l╆homme┸  du  fait  que  la  phase  aiguë  de  lｆinfection  est  majoritaire asymptomatique et nｆest souvent pas perceptible┻ Ainsi┸ l╆inoculation expérimentale des chimpanzés permet d╆étudier les phases précoces de l╆infection virale┻ La clairance virale s╆observe chez environ はどガ des animaux infectés いBassett et al┻┸ なひひぱう┻ De nombreuses études  ont  été  réalisées  pour  mieux  comprendre  les  phénomènes  impliqués  dans  la clairance ou  la persistance virale à  la phase précoce de  l╆infection dans ce modèle┻ Ces études  ont  montré  l╆importance  de  la  réponse  immunitaire  humorale┸  de  la  réponse cellulaire  et  de  la  variabilité  génétique  du  (CV  dans  l╆élimination  ou┸  au  contraire┸  la persistance virale  いFarci et al┻┸ なひひに┹ Farci et al┻┸ なひひの┹ Farci et al┻┸ なひひはう┻ De plus┸ des expériences chez le chimpanzé ont montré qu╆il n╆y avait pas d╆immunité protectrice de la réexposition virale いBassett et al┻┸ にどどな┹ Farci et al┻┸ なひひに┹ Weiner et al┻┸ にどどなう┻ Enfin┸ ce modèle  chimpanzé a permis d╆identifier  certains  éléments viraux pour  l╆infectiosité du  virus┻  En  effet┸  l╆importance  des  sites  actifs  des  enzymes  virales┸  comme  ceux  des protéases┸  de  l╆hélicase  et  de  la  polymérase  a  été  réaffirmée  いKolykhalov  et  al┻┸  にどどどう┻ Avec  le  développement  du  système  cellulaire  permettant  la  production  de  particule virale┸  il  a  été  montré  que  le  chimpanzé  peut  être  infecté  par  les  virions  produit  en culture cellulaire いWakita et al┻┸ にどどのう┻  
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Néanmoins┸  ce  modèle  présente  quelques  limitations  importantes  puisque  les chimpanzés  infectés  par  le  (CV  développent  rarement  une  maladie  chronique comparativement aux personnes infectées par le virus いBassett et al┻┸ なひひぱう┸ ce qui rend ce modèle moins approprié pour étudier les mécanismes de la pathogenèse du (CV┻ De plus┸  les  chimpanzés  sont  coûteux┸ difficiles à manipuler et moins disponibles puisque depuis なひぱぱ┸ cet animal a été inscrit comme espèce en danger いOates┸ にどどはう┻ Les autres primates comme le cynomolgus┸ le singe vert┸ le singe japonais┸ tamarins et les babouins ne semblent pas être permissifs de lｆinfection par le (CV いAbe et al┻┸ なひひぬ┹ Garson et al┻┸ なひひば┹ Sithebe et al┻┸ にどどにう┻ Face à  toutes ces  limitations sur  le modèle chimpanzé┸ des modèles animaux alternatifs ont été développés pour la recherche sur le (CV┻  
 

Figure 18: Pan troglodytes  
3.4.2.  Tupaia (Tupaia belangeri)  Le Tupaia belangeri a été proposé┸ par la suite┸ comme modèle alternatif au chimpanzé pour étudier le (CV いXie et al┻┸ なひひぱう ゅFigure 19ょ┻ C╆est un petit animal génétiquement proche des primates┻ Des essais d╆infection réalisés sur le tupaïa semblent indiquer que celui┽ci peut être  infecté  in vivo par  le (CV  いXie et al┻┸ なひひぱう ainsi que  les hépatocytes primaires  de  Tupaïa  いZhao  et  al┻┸  にどどにう┻  Ces  dernières  permettent  une  production  de 
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particules virales infectieuses in vitro┸ et ont été utilisées pour étudier les récepteurs du (CV┻ Cependant┸  toutes  ces  infections  in vivo et en  culture d╆hépatocytes primaires┸ ne  sont que transitoires et les difficultés de reproduction en laboratoire de ces animaux limitent l╆utilisation de ce modèle animal┻ 

Figure 19: Tupaia belangeri 

 

3.4.3.  La Souris  
3.4.3.1.   Modèle de souris transgèniques  Le  développement  d╆animaux  transgéniques┸  permettant  d╆insérer  ou  de modifier  des gènes  exogènes┸  a  été  un  avancé majeur  dans  lｆanalyse  in  vivo  des  gènes  de  fonction いBockamp  et  al┻┸  にどどにう┻  Un  certain  nombre  de  modèles  de  souris  transgéniques┸ exprimant  les  protéines  du  (CV  soit  individuellement  ou  ensemble┸  a  été  développé pour  dｆétudier  lｆeffet  de  ces  protéines  et  comprendre  les  mécanismes  moléculaires impliqués dans les interactions entre le virus et sa cellule hôte┻ Des études basées sur la souris  transgénique ont montrées que  la protéine de  capside du (CV  serait  suffisante pour  induire  une  accumulation  de  lipides  いKremsdorf  and  Brezillon┸  にどどばう┻    De  plus┸ dans  une  étude  récente  cette  même  protéine  de  capside  a  été  montré  capable  de 
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s╆associer  aux  gouttelettes  lipidiques  pour  jouer  un  rôle  important  dans  la morphogenèse et la production de particules virales いMiyanari et al┻┸ にどどば┹ Shavinskaya et al┻┸ にどどばう┻  )l a été également suggéré que cette protéine de capside présenterait une activité oncogénique dans le foie avec le développement de carcinome hépatocellulaire chez  ces  souris  transgéniques┻  Une  augmentation  du  risque  de  cancer  a  été  observée chez  les  souris  transgéniques  exprimant  la  polyprotéine  complète  du  (CV  suggérant ainsi le rôle important de ces protéines virales dans la carcinogenèse いLerat et al┻┸ にどどにう┻ Les souris transgéniques ont considérablement contribuées à une bonne compréhension des  interactions  in vivo entre  le (CV et son hôte┻ Toutefois┸ puisque  la souris n╆est pas permissive  à  l╆infection  (CV┸  tous  les  résultats  obtenus  dans  le  modèle  des  souris transgéniques  ne  seront  pas  directement  applicables  à  l╆infection  in  vivo┻  Pour contourner cette limitation┸ des souris transgéniques chimériques┸ repeuplées avec des hépatocytes humains┸ ont été développées┻ 
3.4.3.2.  Modèle de souris humanisées  Deux modèles de xénogreffes pour étudier le (CV ont été élaborés et sont actuellement utilisés pour comprendre la biologie du (CV et évaluer ainsi les thérapies anti┽(CV┻ Ces deux modèles reposent sur la transplantation dｆhépatocytes humains chez la souris et la repopulation du foie de la souris┻ Le  premier  modèle  utilise  des  souris  transgéniques  Alb┽uPA┸  qui  surexpriment l╆《urokinase plasminogen activator 》 ゅuPAょ┸ un transgène sous le contrôle du promoteur de l╆albumine du foie い(eckel et al┻┸ なひひどう┻ Mercer et collaborateurs ont croisé des souris transgéniques  pour  la  molécule  uPA┸  souffrant  d╆atteinte  hépatique  sévère┸  avec  des souris  SC)D  immunodéficientes┸  pour  générer  des  souris  transgéniques  SC)D【Alb┽uPA いLindenbach et al┻┸ にどどの┹ Mercer et al┻┸ にどどな┹ Meuleman et al┻┸ にどどのう┻ Dans ce modèle┸ les souris transgéniques sont transplantées avec une millions dｆhépatocytes humains┸ et la prise de greffe a  lieu au  cours de ね┽は  semaines  ゅFigure 20ょ┻ Ensuite du  sérum  infecté provenant de donneurs humains est inoculé aux souris┻ La réplication virale est détectée après  ぬの  semaines  chez  ces  animaux  avec  des  titres  viraux  compris  entre  などね  et  などは copies【ml┻  De  plus┸  la  réplication  a  été  confirmée  par  le  passage  du  virus  aux  trois générations de souris┸ au cours de laquelle les niveaux dｆARN viral ont été augmentés de 
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ぬばのどど fois┻ Ces résultats démontrent clairement que la réplication du génome du (CV et la production de particules virales infectieuses est possible dans ce modèle animal┻ Des études  récentes  ont  montré  que  le  modèle  des  souris  transgéniques  SC)D【Alb┽uPA permettrait  d╆étudier  aussi  l╆activité  antivirale  de  certaines  drogues  et  l╆effet neutralisant in vivo des anticorps┻ Deux publications ont permis d╆évaluer l╆efficacité de l╆interféron alphaにb ゅ)FNαょ et de l╆inhibiteur de la protéase NSぬ du (CV ゅB)LNにどはなょ sur ces  souris┻  Le  traitement  à  la  fois par  l╆)FNα  et  le B)LNにどはな  semble produire un  effet antiviral similaire chez l╆homme et chez la souris SC)D【Alb┽uPA puisque ね jours après le traitement  avec B)LNにどはな┸  le  titre  viral  a  diminué  de  に  log┸  ce  qui  a  déjà  été  observé dans  les  essais  cliniques  いKneteman  et  al┻┸  にどどは┹  Vanwolleghem  et  al┻┸  にどどばう┻  Ces résultats  indiquent que  la souris  transgénique SC)D【Alb┽uPA peut être utilisée comme modèle pour analyser la réponse aux traitements anti┽(CV et étudier le métabolisme des médicaments in vivo au cours de lｆévaluation pré┽clinique des candidats thérapeutiques┻ De  plus┸  ce  modèle  a  été  utilisé  avec  succès  pour  étudier  lｆefficacité  des  anticorps neutralisant  lｆinfection  (CV┻  Law  et  collaborateurs  ont  démontré  que  des  anticorps monoclonaux  humains  seraient  capables  de  neutraliser  des  particules  virales  de différents génotypes et confèrent une protection contre des quasi┽espèces du (CV いLaw et  al┻┸  にどどぱう┻  Enfin┸  ce modèle  de  souris  SC)D【Alb┽uPA  est  intéressant  pour  plusieurs raisons┻ D╆abord┸ il est facile d╆accès et┸ par rapport au chimpanzé┸ présente un moindre coût┻  Ensuite┸  il  peut  servir  à  évaluer  des  nouveaux  agents  antiviraux  in  vivo┸  et également  à  identifier  des  anticorps  neutralisants  ou  encore  à  étudier  la  réponse immune contre le (CV┻ Un autre modèle de souris a été développé pour étudier la réplication du (CV┻ )l s╆agit de la  souris  Trimera┸  obtenue  après  destruction  des  cellules  du  sang  suivie  d╆une reconstitution par la moelle épinière provenant de souris immunodéficientes SC)D┻ Ces souris sont ensuite greffées de cellules hématopoïétiques humaines et de tissus tels que le foie avec ぱのガ de cellules implantées au bout d╆un mois い)lan et al┻┸ にどどに┹ Lubin et al┻┸ なひひな┹  Lubin  et  al┻┸  なひひねう┻  Lｆanimal  qui  en  résulte  est  composé  de  trois  tissus génétiquement  différents  et  provenant  de  diverses  sources┻  )nitialement┸  ces  animaux ont  été  créés  pour  étudier  le  développement  des  cellules  B  et  T  humaines┸ mais  elles sont actuellement utilisées pour étudier le (CV┻ )lan et collaborateurs ont démontré┸ par la  suite┸  que  la  souris  Trimera  pouvait  également  être  utilisée  pour  évaluer  des 
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composés présentant une possible activité anti┽(CV い)lan et al┻┸ にどどにう┻ Par conséquent┸ des  fragments  de  foie  humain┸  infectés  ex  vivo  avec  du  sérum  (CV  positif┸  ont  été transplantées  sous  la  capsule  rénale┻  La virémie  reste détectable  chez のどガ des  souris transplantées et pendant un mois avec des charges virales allant jusquｆà などの copies【ml┻ Un inhibiteur de lｆ)RES du (CV et un anticorps monoclonal dirigé contre la glycoprotéine Eに  du (CV  ont  été montrés  capables  de  réduire  de manière  sélective  la  charge  virale pendant  le  traitement┻  Toutefois┸  avec  des  titres  viraux  faibles  et  des  modifications histologiques observées dans les tissus transplantés telles que lｆischémie┸ la fibrose et la nécrose┸ le modèle de la souris Trimera présente de nombreux inconvénients いGalun et al┻┸  なひひの┹  )lan  et  al┻┸  にどどにう┻  L╆apparition  de  ces  anomalies  histologiques  nｆest  pas surprenant  puisque  les  fragments  de  foie  sont  transférés  vers  une  destination  extra┽hépatique┻ Par conséquent┸ les études à long terme visant à évaluer la toxicité hépatique ne  sont pas  envisageables┻ De plus┸  il  est  impossible dｆutiliser  ce modèle pour  étudier l╆entrée  virale  et  sa  neutralisation  puisque  l╆infection  in  vivo  de  souris  Trimera transplantées  avec  hépatocytes  humains  non  infectés  n╆a  pas  été  réalisé  avec  succès jusquｆà présent┻ 
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Figure 20 : Modèle de souris chimériques Alb┽uPA/SCID pour l’étude du HCV. 

 Les  souris  hétérozygotes  Alb┽uPA  ont  été  croisées  avec  des  souris  homozygotes  SCID.  Les  souris 

résultant Alb┽uPA/SCID peuvent  être  transplantées avec des hépatocytes humains. Elles peuvent  être 

infectées  avec  soit  du  sérum  provenant  de  patient  infecté  par  le  HCV,  soit  avec  des  particules 

recombinantes HCVcc. Ce modèle a été utilisé avec succès pour étudier les interactions virus┽hôte dans 

les  hépatocytes  infectés,  ainsi  que  l'évaluation  des  stratégies  antivirales,  y  compris  les médicaments 

antiviraux et les anticorps monoclonaux. Dans l’avenir, l'évaluation des produits de thérapie cellulaire 

représentera une autre application de ce modèle. 
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4.  REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE LE HCV  L╆éradication de lｆinfection par le (CV nécessite une interaction complexe et coordonnée entre  les  réponses  immunitaires  innée  et  adaptative┸  qui  en  cas  d╆échec  mène  à  une infection chronique┻  
4.1.  Mécanismes de défense de la cellule hôte   
4.1.1.   La réponse innée  C╆est la première ligne de défense de lｆhôte face à lｆinfection par le virus de l╆hépatite C いPawlotsky┸ にどどは┹ Steinman and (emmi┸ にどどはう┻ Les cellules participant à cette réponse immunitaire  innée  correspondent  aux monocytes┸ macrophages┸  cellules  dendritiques┸ leucocytes┸ cellules 《 natural killer 》 ゅNKょ et  les  lymphocytes NKT┻ Elles sont présentes dans  le  foie  et  ont  la  particularité  d╆exprimer  toutes  les  récepteurs  spécifiques  aux motifs moléculaires associés à un pathogène ou PAMP ゅPathogen Associated Molecular 

Patternょ┻  Les monocytes┸  les macrophages  et  les  leucocytes  sont  des  effecteurs  et  des régulateurs de lｆinflammation en raison de leur capacité à reconnaître l╆agent pathogène et à produire des radicaux dｆoxygène réactif et des cytokines pro et anti┽inflammatoires┻ Les cellules dendritiques sont┸ quant à elles┸ des cellules présentatrices d╆antigène et des activateurs des lymphocytes T à  travers l╆expression de molécules de co┽stimulation et la production de cytokines いKaisho and Akira┸ にどどど┹ Steinman and (emmi┸ にどどはう┻  Lors  de  l╆infection par  le (CV┸  différentes  voies  de  défense de  la  cellule  sont  activées┻ Bien que le (CV soit un virus à ARN simple brin┸ il comporte des régions double brin qui sont reconnues comme des PAMP┻ Cette reconnaissance conduit à la production d╆)FN et déclenche la réponse antivirale de la cellule infectée いFredericksen et al┻┸ にどどに┹ Sumpter et al┻┸ にどどのう┻ Dans les hépatocytes┸ les voies indépendantes du gène inductible par l╆acide rétinoïque  )  ゅR)G┽)ょ  et  la  voie  de  signalisation du TLRぬ  ゅToll Like Receptor 3ょ  sont  les voies principales de la défense antivirale intracellulaire déclenchée par le (CV いLi et al┻┸ にどどのb┹  Sumpter  et  al┻┸  にどどの┹  Yoneyama  et  al┻┸  にどどにう  ゅFigure  21ょ┻    R)G┽な  et  TLR┽ぬ activent  deux  voies  différentes┻  R)G┽な┸  ARN  hélicase┸  est  impliquée  dans  les  réponses 
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antivirales  intracellulaires  いYoneyama  et  al┻┸  にどどにう┻  Elle  peut  reconnaitre  des  motifs double  brin  du  (CV  présents  dans  les  régions  の╆  et  ぬ╆  non  traduites  いSumpter  et  al┻┸ にどどのう┻  La  signalisation  liée  à  ce  récepteur  dépend  des  régions  homologues  à  CARD ゅcaspase recruitment domainょ qui activent )RF┽ぬ ゅinterferon regulatory factorょ et NF┽だB ゅnuclear  factor  だBょ  いRothenfusser  et  al┻┸  にどどの┹  Saito  and  Gale┸  にどどぱ┹  Yoneyama  and )chida┸ にどどのう┻ TLRぬ┸ également activée par l╆ARN double brin┸ permet l╆expression aussi de  l╆╆)RF┽ぬ  et  NF┽だB  via  une  protéine  adaptatrice  appelée  TR)F  ゅToll┽interleukin┽1 

receptor┽domain┽containing  adaptator  inducing  INF┽がょ  いAlexopoulou  et  al┻┸  にどどな┹ Yamamoto  et  al┻┸  にどどぬう┻  L╆activation  des  voies  R)G┽な  et  TLRぬ  aboutissent  à  la phosphorylation d╆)RF┽ぬ qui┸ sous forme de dimère┸ est transloqué dans le noyau où il va activer ses gènes cibles dont  le gène codant l╆)FN が┻ Ceci conduit à  la sécrétion d╆)FN が par  la  cellule  infectée┸  sécrétion  qui  permet  l╆expression  des  gènes  induits  par  l╆)FN ゅ)SGょ┻ Par ailleurs┸  l╆)FN が sécrété agit par voie paracrine et autocrine en se  fixant aux récepteurs à  l╆)FN┸ qui activent  la voie  JAK┽STAT┻ Cette voie    JAK┽STAT aboutit   à   une  seconde  vague  d╆expression des  )SG  ゅoligo adenylate synthétase┸ protéine kinase R ou PKR┸┼ょ dans    la    cellule    infectée┻  La PKR  est  une  protéine  kinase  cellulaire  antivirale mais également un effecteur de la réponse antivirale cellulaire いDelhem et al┻┸ にどどなう┻  Un  autre )SG┸  l╆)RF┽ば est exprimé en réponse à  l╆)FN┻ )l est phosphorylé puis  interagit avec )RF┽ぬ pour former un hétérodimère qui va activer l╆expression de l╆)FN┽ゎ┻ L╆)FN┽ゎ va agir à son tour en diversifiant la gamme des )SG┻  C╆est cette voie )FN┽ゎ qui est activée par le traitement  actuel  du  (CV┻  L╆)FN┽ゎ  induit  également  la  maturation  des  cellules immunitaires  effectrices┸  ce  qui  potentialise  la  production  d╆autres  cytokines  pro┽inflammatoires┸ modulant les défenses de la cellule et l╆immunité adaptative┻  La voie de signalisation de TLRぬ┸ importante pour la défense de la cellule face à un virus à ARN┸ semble être défectueuse dans les cellules (uhば いLanford et al┻┸ にどどぬ┹ Preiss et al┻┸ にどどぱう┻ De plus┸ les cellules (uh┽ば┻の qui sont utilisés pour produire des particules (CVcc sont déficientes pour la voie R)G┽) du fait de la mutation dans le premier domaine CARD de la protéine いSumpter et al┻┸ にどどのう┻  
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Figure 21: Voies de signalisation de la réponse innée induites par le HCV [Sklan et al., 2009]. Le  (CV  interfère  avec  de  nombreux  mécanismes  de  défense  de  l╆hôte┸  incluant  la  détection  de  virus┸ l╆activation  de  la  voie  de  signalisation  de  l╆)FN  et  des  effecteurs  antiviraux┻  TLRぬ  et  R)G┽)  sont  des récepteurs  aux  PAMP  dont  les  voies  de  signalisation  en  aval┸  sont  bloquées  par  la  protéase  du  (CV┸ NSぬ【ねA┻ Des protéines NSのA et Capside bloque la signalisation de l╆)FN via la voie JAK┽STAT┻ Eに et NSのA inhibent à leur tour la PKR┸ un effecteur antiviral┸ qui conduit à lｆinhibition de la synthèse protéique dans les cellules infectées┻ Abréviations┺ )FN┸ interféron┹ )RFぬ┸ interferon response factor 3┹ PKR┸ protéine kinase R┻ 

 

4.1.2.   La réponse adaptative  Lorsque  l╆organisme est  incapable dｆéliminer  le (CV malgré  lｆinduction d╆une  réponse innée non spécifique┸ la réponse immunitaire spécifique du (CV est par la suite induite pour éliminer le virus résiduel┻ Cette réponse adaptative est divisée en deux types ┺ des effecteurs  cellulaires  composés de  lymphocytes T  cytotoxiques  ゅCTLょ et des effecteurs humoraux composés dｆanticorps  sécrétés par  les  lymphocytes B activés┻ La Figure 22 montre le processus dｆinduction de cette réponse cellulaire spécifique du (CV┻ Dans le foie┸  les  antigènes  viraux  vont  être  pris  en  charge  par  les  cellules  dendritiques  ゅDCょ myéloïdes  qui  vont  migrer  vers  les  ganglions  lymphatiques  pour  les  présenter  aux cellules  effectrices┻  Au  niveau  du  ganglion  lymphatique┸  les  DC  matures  activent  les cellules T helper ゅThょ naïves┻ L╆)nterleukine┽なに ゅ)L┽なにょ est produite principalement par les  DC  et  va  entrainer  la  différenciation  des  cellules  Th  en  Thな  qui┸  à  leur  tour┸  vont 
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secréter  de  l╆)L┽に  et  )FN┽ǲ  pour  induire  lｆactivation  et  la  prolifération  des  CTL  et  des cellules NK ゅCerny et Chisari なひひひ┹ Cucchiarini et al にどどど┹ Valiante et al にどどどょ┻ Les CTL naïfs pourront reconnaître les antigènes viraux présents à la surface des DC┻ Une fois ces CTL  activés┸  ils  vont  migrer  des  ganglions  lymphatiques  vers  le  foie  pour  ensuite éliminer les hépatocytes infectés grâce à l╆expression de molécules (LA de classe ) à la surface  des  cellules┻  )l  a  été montré  que  les  CTL  spécifiques  du  (CV  jouaient  un  rôle important dans lｆéradication virale┸ car en plus de l╆élimination des cellules infectées┸ les cellules  CDぱギ  seraient  capables  d╆inhiber  la  réplication  virale  い(akamada  et  al┻┸  にどどね┹ Kaneko et al┻┸ なひひはう┻ Dans une autre étude┸ il a été rapporté que les patients qui avaient éradiqué  spontanément  le  (CV  ぬの  ans  plus  tôt┸  présentaient  une  persistance  de  la réponse  T  CDねギ  et  CDぱギ  spécifique  du  (CV  いWertheimer  et  al┻┸  にどどぬう┻  De  plus┸  une réponse  CDぱ  vigoureuse  et  multispécifique  est  en  fait  associée  à  l╆éradication  de l╆infection┸ aussi bien chez l╆animal いCooper et al┻┸ なひひひう que chez l╆homme いLechner et al┻┸  にどどどう┸  et  ce  particulièrement  durant  la  phase  précoce  いGruner  et  al┻┸  にどどどう┻ Cependant┸  il  a  été  montré  que  malgré  l╆existence  des  réponses  CDねギ  et  CDぱギ multispécifiques  lors  de  l╆infection  virale  C  aiguë┸  elles  n╆empêchent  pas  l╆évolution fréquente vers la chronicité┻ Ce qui laisse supposer un certain niveau d╆inefficacité et【ou d╆inhibition de ces réponses┻ Lｆinfection par le (CV est aussi à lｆorigine de la production de très nombreux anticorps┸ dirigés  à  la  fois  contre  des  épitopes  des  protéines  structurales  et  non  structurales  du virus┻  Le  rôle  de  ces  anticorps  dans  le  contrôle  de  lｆinfection  est  mal  connu┻  La production dｆanticorps neutralisants est indispensable à la neutralisation des particules virales libres et à lｆinhibition de leur pénétration dans les cellules permissives┻ Lorsque le virus pénètre dans ces cellules┸ les réponses humorales peuvent contribuer à limiter la transmission virale de cellule à cellule┻ Leur effet sur les virus intra┽cellulaires est lié à la cytotoxicité  dépendante  du  complément  et  à  la  cytotoxicité  cellulaire  dépendante dｆanticorps  ゅantibody┽dependent  cellular  cytotoxicity,  ADCCょ┻  De  nombreux  anticorps sont produits au cours de lｆhépatite C┻ Plusieurs études ont montrées que les protéines d╆enveloppe ゅEな et Eにょ du (CV sont les cibles majeures des anticorps neutralisants┻ La région hypervariable な  ゅ(VRなょ┸  située à  l╆extrémité N┽terminale de  la  région codant  la glycoprotéine  d╆enveloppe  に  ゅEにょ  a  été  proposé  comme  étant  impliquée  dans  la neutralisation いFarci et al┻┸ なひひは┹ Shimizu et al┻┸ なひひはう┻ De nombreux arguments plaident 



RÉPONSE )MMUN)TA)RE CONTRE le (CV 

はば  

pour la production dｆanticorps neutralisants au cours de lｆinfection virale C┻ Lｆinfection 
in  vitro  de  lignées  cellulaires  lymphoïdes  peut  être  inhibée  par  lｆadjonction  de  sérum provenant de malades ayant une hépatite chronique C  いShimizu and Yoshikura┸ なひひねう┻ Des sérums hyperimmuns obtenus après immunisation de lapins avec un peptide (VRな synthétique peuvent protéger des cultures cellulaires ou des chimpanzés de  lｆinfection par  la  souche  de  (CV  correspondante  いFarci  et  al┻┸  なひひは┹  Shimizu  et  al┻┸  なひひはう┻  Les sérums de patients atteints dｆhépatite C aiguë ou chronique contiennent des anticorps capables dｆinhiber la fixation des protéines dｆenveloppe du virus à des lignées cellulaires 
in  vitro┸  en  particulier  des  lignées  dｆorigine  hépatocytaire┻  Enfin┸  des  anticorps  anti┽(VRな  peuvent  précipiter  le  (CV┸  inhiber  lｆattachement  viral  et  réduire  ou  inhiber lｆinfection in vitro ou in vivo いFarci et al┻┸ なひひは┹ Kojima et al┻┸ なひひね┹ Shimizu et al┻┸ なひひは┹ Zibert  et  al┻┸  なひひのう┻  Cependant┸  plusieurs  observations  justifient  une  réévaluation critique à la fois du rôle de (VRな dans la persistance de l╆infection┸ mais également du rôle protecteur de ces anticorps┻ En effet┸ une transfection intra┽hépatique avec de l╆ARN viral  C  complet  peut  être  suivie  d╆une  infection  persistante  sans  induire  de mutation dans les gènes structuraux いBukh et al┻┸ なひひぱう┻ De plus┸ la transfection avec un ARN viral présentant une délétion de la région (VRな peut conduire à une infection résolutive chez le chimpanzé いForns et al┻┸ にどどどう┻ Ces résultats montrent que  la région (VRな n╆est pas nécessaire  à  la  progression  de  l╆infection  vers  la  chronicité┸  ni  à  l╆éradication  de l╆infection  après  une  hépatite  aiguë┻  Le  rôle  protecteur  des  anticorps  a  été  remis  en cause puisque les anticorps anti┽(CV ne protège pas de la réinfection des chimpanzés et des individus immunisés いFarci et al┻┸ なひひにう┻ Le  développement  de  modèles  viraux┸  tels  que  les  pseudo┽particules  ゅ(CVppょ┸  et  les particules recombinantes ゅ(CVccょ┸ a permis de détecter et de caractériser des anticorps neutralisants dans ces systèmes いBarth et al┻┸ にどどは┹ Lavillette et al┻┸ にどどのb┹ Pestka et al┻┸ にどどば┹  von  (ahn  et  al┻┸  にどどば┹  Zeisel  et  al┻┸  にどどぱう┻  Récemment┸  des  anticorps  humains ゅ(CVな  et  ひの┽にょ  obtenus  après  immunisation  de  souris  transgéniques  avec  la  forme soluble de Eに de génotype なa ゅ(ばばょ ont été caractérisés┻ Ces anticorps reconnaissent un épitope dans la région Eに ゅねなに┽ねにぬょ et semblent être neutralisants dans le système des (CVpp  いBroering  et  al┻┸  にどどひう┻ Meunier  et  collaborateurs  ont  identifié  deux  anticorps monoclonaux humains capables de neutraliser spécifiquement  les (CVpp de différents génotypes いMeunier et al┻┸ にどどぱう┻ L╆épitope reconnu par ces anticorps a été déterminé et 



RÉPONSE )MMUN)TA)RE CONTRE le (CV 

はぱ  

correspond à la région de Eな englobant les acides aminés ぬなぬ┽ぬにば┻ Cela supporte donc l╆implication non seulement de Eに mais également de Eな dans l╆infectivité du (CV┻  

 
Figure 22: Induction de la réponse des cellules T cytotoxiques (CTL) spécifiques du HCV [Hiroishi et 

al., 2008].  

Après avoir pris en charge les antigènes du HCV dans le foie, les cellules dendritiques myéloïdes (DC) migrent 

vers le ganglion lymphatique. La DC mature va ensuite activer efficacement les cellules T helper naïfs (Th) en 

exprimant des HLA de classe II et des molécules de co┽stimulation (CD80 et CD86). La stimulation des cellules 

Th va entrainer l’activation des DC par l'expression du ligand CD40 (CD40L), ainsi que la sécrétion de tumor 

necrosis  factor┽ゎ  (TNF┽ゎ).  L'interleukine  (IL)  ┽12  produite  par  les  DC  myéloïdes  va  permettre  la 

différenciation des cellules Th en Th1. IL┽2 et l'IFN┽ぐ sécrétées par les cellules Th1 vont induire l'activation et 

la prolifération des CTL et des cellules NK. Dans  la suite de ce processus,  les CTL naïfs vont reconnaître  les 

antigènes du HCV présentés sur le DC. Les cellules CTL activées vont quitter les ganglions lymphatiques pour 

le  foie.  Elles  peuvent  reconnaitre  les  antigènes  du HCV  exprimés  avec  les molécules HLA  de  classe  I  à  la 

surface  des  hépatocytes  infectés,  et  entrainer  ainsi  leur  destruction.  MHC,  complexe  majeur 

d’histocompatibilité ; TCR, récepteur des cellules T. 
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4.2.  Persistance de l’infection virale  La  persistance  de  lｆinfection  après  une  hépatite  aiguë  résulte  de  lｆincapacité  des réponses immunes à éliminer efficacement lｆinfection virale┻ Les mécanismes exacts par lesquels  le  (CV  échappe  à  cette  réponse  immunitaire  ne  sont  pas  bien  définis┻  La recherche actuelle met l╆accent sur les défauts de fonctionnement à plusieurs niveaux du système  immunitaire  et  lｆimplication  des  différents  types  cellulaires┸  des  cellules présentatrices dｆantigène aux cellules effectrices matures┻ 
4.2.1.   HCV interfère avec la reconnaissance immunitaire innée  Plusieurs  équipes  ont  suggéré  que  le  (CV  pourrait  interférer  avec  lｆactivation  de  la réponse immunitaire innée┻ Les protéines non structurales du (CV┸ en particulier NSぬ┽ねA ont été montrées capables d╆interagir avec différentes molécules de lｆhôte en vue de perturber les voies d╆induction de l╆)FN ゅFigure 21ょ┻ R)G┽)┸ activée par lｆARN viral┸ se lie à la protéine )PS┽な ゅinterferon promoter stimulator, appelée aussi V)SA┸ CARD)F et MAVSょ et déclenche une cascade de signalisation qui aboutit à la transcription de l╆)FN いFoy et al┻┸  にどどの┹  Li  et  al┻┸  にどどのa┹  Meylan  et  al┻┸  にどどのう┻  La  protéine  )PS┽な  est  habituellement localisée  dans  les  membranes  des  mitochondries┻  La  protéase  du  (CV┸  NSぬ┽ねA  a  été montré  capable  de  cliver  l╆)PS┽な  entrainant  sa  délocalisation  de  la  membrane mitochondriale et empêcher ainsi le signal R)G┽) いFoy et al┻┸ にどどの┹ Li et al┻┸ にどどのaう┻ Des échantillons de  tissu hépatique provenant de patients  infectés  par  le (CV montrent  la délocalisation de l╆)PS┸ ce qui suggère que ce mécanisme est cliniquement relevant いLoo et  al┻┸  にどどはう┻  NSぬ┽ねA  a  été  aussi  montré  responsable  de  lｆinactivation  de  la  protéine cellulaire  TR)F  ゅToll┽interleukine┽1  receptor┽  domain┽containing  adaptor  inducing  IFNょ いLi et al┻┸ にどどのbう┻ TR)F est une protéine adaptatrice qui est une composante essentielle de la voie de signalisation TLRぬ┻ En clivant )PS┽な et en inactivant TR)F┸ le (CV perturbe la capacité de la cellule à détecter sa présence┻ En conséquence┸ la production dｆ)FN est diminuée et les défenses de lｆhôte sont affaiblies┻ Cette capacité du virus à échapper à sa détection est dｆune importance clinique particulière car il suggère que les inhibiteurs de protéase actuellement en essais cliniques peuvent non seulement bloquer la réplication virale┸ mais peut aussi stimuler lｆimmunité┻ 
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Le (CV est également capable dｆinterférer avec les mécanismes de défense spécifique de lｆhôte  qui  sont  induits  par  l╆)FN┻  Le  facteur  cellulaire  PKR  bloque  la  production  de protéines  dans  les  cellules  infectées┻  Cette  stratégie  est  un mécanisme  cellulaire  pour empêcher le détournement de la cellule pour la production de protéines virales┻ )l a été montré que les deux protéines du (CV┸ Eに et NSのA┸ inhibaient la protéine PKR dans des cultures cellulaires いGale et al┻┸ なひひばう ゅFigure 19ょ┻ De plus┸ la capacité de NSのA à inhiber la  PKR  semble  être  spécifique  du  génotype  et  pourrait  être  une  des  raisons  du pourcentage  élevé  de  répondeurs  complets  observé  chez  les  patients  infectés  par  le génotype に いNoguchi et al┻┸ にどどなう┻ 
 

4.2.2.  HCV interfère avec l’activation de la réponse adaptative par les 
cellules du système innée  

4.2.2.1.   Inhibition des cellules dendritiques  Les  cellules  présentatrices  dｆantigène┸  comme  les  cellules  dendritiques┸  jouent  un  rôle central dans l╆activation du système immunitaire┻ Plusieurs études suggèrent que le (CV agit  dés  les  premiers  stades  de  l╆activation  de  la  réponse  adaptative  en  altérant  le fonctionnement des cellules dendritiques┻ Ainsi┸  la protéine de capside et NSぬ du (CV altèrent la fonction des DC┸ qui reconnaissent les protéines du (CV via le TLRに いSzabo et al┻┸  にどどぬう┻  )l  a  été  aussi  montré  que  les  protéines  de  capside  et  d╆enveloppe  Eな  sont capables  d╆inhiber  la  maturation  des  DC  いSarobe  et  al┻┸  にどどぬう┻  De  plus┸  les  cellules dendritiques  cultivées  en  présence  de  peptides  du  (CV  ont  une  capacité  limitée  à stimuler  les  composantes  principales  de  la  réponse  immunitaire  adaptative┸  les lymphocytes T helper ゅCDねギょ et les cellules effectrices ゅCDぱギょ いDella Bella et al┻┸ にどどばう┻ Ce dysfonctionnement serait lié à une altération du profil de sécrétion des cytokines qui a été observé dans les DC isolées à partir du sang de patients  infectés par le (CV┻ Ceci conduit  probablement  à  une  activation  défectueuse  des  cellules  T  いDella  Bella  et  al┻┸ にどどば┹  Tsubouchi  et  al┻┸  にどどねう┻  Les  cytokines  entrainent  la  différenciation  et  la maturation du système immunitaire et une modification dans leur production pourrait entrainer des perturbations┻ Chez les patients (CV positifs┸ l╆expansion des lymphocytes T régulateurs ゅTregょ CDねギ CDにのギ par les DC conduit à une modification de la production 
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de facteurs humoraux┸ responsables de la régulation de lｆactivation des autres cellules T いDolganiuc et al┻┸ にどどぱう┻   Cependant┸  notre  compréhension  des  mécanismes  par  lesquels  le  (CV  altère  les fonctions  des  cellules  dendritiques  est  incomplète┻  Des  études  supplémentaires  sont nécessaires pour  identifier  les  cibles qui peuvent être modifiés pour ainsi  restaurer  la réponse immune chez les patients infectés par le (CV┻ 
4.2.2.2.   Les cellules NK  Les  cellules  Natural  Killer  ゅNKょ  constituent  un  part  important  dans  la  réponse immunitaire  innée  aux  infections  virales┸  mais  aussi  aux  cellules  néoplasiques┸  et participent  également  à  lｆamorçage  de  lｆimmunité  adaptative  いLee  et  al┻┸  にどどばう┻  Les cellules  NK  sont  responsables  de  la  cytolyse  perforine  dépendante  ainsi  que  de  la sécrétion  de  cytokines  et  des  chimiokines  いLee  et  al┻┸  にどどばう┻  )l  a  été  montré  que  la protéine Eに du (CV en se fixant à CDぱな inhibe la cytotoxicité non spécifique médiée par les  cellules NK┸  ainsi que  la production d╆)FN┽ぐ par  les NK  いTseng and Klimpel┸  にどどにう┻ Ainsi┸  le  (CV  peut  supprimer  directement  les  fonctions  des  cellules  NK┻  Toutefois┸ l╆infiltration de cellules NK peut être observée dans le foie des patients après な semaine de  traitement  )FN┻  La  cytotoxicité  des  cellules  NK  est  alors  considérée  comme  un indicateur  de  lｆefficacité  de  lｆ)FN┻  Plusieurs  études  ont  montrées  l╆évidence  que  les cellules  NK  sont  impliquées  dans  lｆélimination  du  (CV┸  alors  que  leur  suppression pourrait être impliquée dans la persistance de l╆infection┻ La protéine de capside du (CV augmente  l╆expression  des molécules  du  complexe majeur  dｆhistocompatibilité  ゅCM(ょ de classe ) en augmentant l╆expression de la protéine TAPな ゅtransporter  associated  with  

antigen  processingょ et de pのぬ い(erzer et al┻┸ にどどぬう┻ Par conséquent┸ la surexpression de CM( de classe ) contribue à la persistance du l╆infection par la suppression de l╆activité cytotoxique des cellules NK┻ Toutefois┸ il a été suggéré quｆun inhibiteur du récepteur des cellules NK┸ K)RにDLぬ┸ serait impliqué dans lｆéradication du (CV いAhlenstiel et al┻┸ にどどひう┻ 
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4.2.3.  Mécanismes d’échappement à la réponse adaptative  En plus de se soustraire au système immunitaire inné┸ le (CV a développé des moyens efficaces pour éviter le système immunitaire adaptatif via deux méthodes ┺  la première est  liée à  la prédisposition du virus à établir une  infection chronique et  la seconde est liée à son habilité à limiter les capacités de lｆhôte à développer une immunité protectrice いFarci et al┻┸ なひひにう┻ 
4.2.3.1.  Evasion de la réponse humorale par le HCV  Dans  la plupart des  infections┸  les anticorps ont un rôle clé dans  lｆélimination dｆagents pathogènes  par  la  neutralisation  virale┸  l╆opsonisation  et  de  la  dégradation  des antigènes┻ Le mécanisme le plus fréquemment évoqué pour expliquer la progression de l╆infection virale aiguë C vers la chronicité est le contournement de la réponse immune humorale  par  la  sélection  de  variants  viraux  non  reconnus  par  les  anticorps neutralisants  synthétisés  par  l╆hôte  ゅmécanisme  d╆échappement  du  virus  à  la  réponse neutralisanteょ┻  La  base  moléculaire  de  l╆échappement  est  le  taux  élevé  de  mutations nucléotidiques  spontanées  survenant  au  cours  de  la  réplication  et  l╆absence  d╆activité correctrice de l╆ARN polymérase dépendante de l╆ARN┻ Le taux exact de mutations de la polymérase  virale  est  inconnu┻  Plusieurs  études  ont  permis  d╆identifier  des  résidus critiques au niveau des protéines dｆenveloppe du (CV いFarci et al┻┸ なひひばう┻ Dans certaines régions┸ telles que la région hypervariable な ゅ(V┽Rなょ située à l╆extrémité N┽terminale de la  région  codant  pour  la  glycoprotéine  d╆enveloppe  に  ゅEにょ┸  ce  taux  est  beaucoup  plus élevé┻  )l  a  été  rapporté  que  certains  anticorps  anti┽(VRな  peuvent  protéger  certaines cellules  et  les  chimpanzés  de  l╆infection  expérimentale  par  le  (CV  いFarci  et  al┻┸  なひひは┹ Shimizu et  al┻┸ なひひはう┻ Cependant ces anticorps anti┽Eに apparaissent plus précocement┸ plus  fréquemment  et  à  un  plus  haut  titre  chez  les  chimpanzés  et  les  individus  qui progressent vers la chronicité que chez ceux qui ont une infection résolutive いBassett et al┻┸ なひひひ┹ Prince et al┻┸ なひひひう┻ Deux observations justifient une réévaluation critique du rôle de  la  région (VRな dans  la persistance de  l╆infection  liée  au (CV┻ D╆une part┸   une  transfection  intra┽hépatique  avec  de  l╆ARN  viral  C complet  peut  être  suivie  d╆une  infection   persistante   ゅjusqu╆à   une   annéeょ   sans    induire   de mutation dans les gènes structuraux いBukh et al┻┸ なひひぱう┻ D╆autre part┸ la transfection avec un ARN viral  dont  la  
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région    (VRな    a    été    délétée    peut    conduire    à    une    infection    résolutive    chez    le chimpanzé  いForns  et  al┻┸  にどどどう┻ Ces  résultats montrent que  cette  région hypervariable n╆est pas nécessaire à la progression de la maladie vers la chronicité┸ ni à l╆éradication de l╆infection  après  une  hépatite  aiguë┻  Ainsi  la  production  d╆anticorps  dirigés  contre  un répertoire élargi d╆épitopes viraux pourrait être un objectif┻  
4.2.3.2.  Evasion de la réponse cellulaire par le HCV  La fonction des CTL spécifiques du (CV comme effecteurs est fortement réduite durant lｆinfection chronique┻ )l a été montré que chez les porteurs chroniques┸ une diminution dｆexpression de  la chaîne ざ de CDぬ┸ cruciale pour  le  fonctionnement des cellules T┸ est observée sur des lymphocytes périphériques いMaki et al┻┸ にどどぬう┻ Les réponses CTL sont fonctionnellement  défectives  avec  une  faible  production  d╆ｆ)FN┽ぐ┸  de  perforine┸  et  une diminution  de  leur  capacité  de  prolifération  et  de  pouvoir  cytotoxique  いMissale  et  al┻┸ にどどねう┻  La  protéine  de  capside  du  (CV┸  présente  dans  les  cellules  infectées  et  dans  le  sang périphérique┸ inhibe lｆactivation et la prolifération des cellules T ainsi que la production dｆ)FN┽ぐ par ces cellules T  いKittlesen et al┻┸ にどどど┹ Yao et al┻┸ にどどぬう┻ La protéine NSねA【B bloque lｆexpression de molécules (LA de classe ) à la surface des cellules en inhibant le trafic  du  réticulum  endoplasmique  vers  le  Golgi  いKonan  et  al┻┸  にどどぬう┻  C╆est  une  des raisons  pour  lesquelles  les  CTL  ont  tendance  à  ne  pas  reconnaitre  les  hépatocytes infectés┻ Tous ces dysfonctionnements peuvent conduire à la persistance de lｆinfection┻  Durant  la  phase  aiguë  de  lｆhépatite  C┸  lｆactivité  cytotoxique  des  cellules  T  mémoires CCRば┽CDぱギ  est  altérée┻  )l  a  été  rapporté  que  lｆ)L┽に  permettrait  aux  CTL  de  compléter leur  fonction  effectrice  いFrancavilla  et  al┻┸  にどどねう┻    Par  conséquent┸  un  déficit  en  )L┽に pendant la phase d╆activation des cellules T peut être responsable de la différenciation incomplète  des  CTL  mémoires┸  observée  chez  des  patients  présentant  une  infection aiguë┻  )l  est  supposé  que  la  protéine  de  capside  du  (CV  supprime  lｆ)L┽に  et  la transcription du gène de son récepteur ゎ via lｆinhibition de la phosphorylation de ERK ゅextracellular signal┽regulated kinaseょ et de  la mitogen┽activated ERK kinase  いYao et al┻┸ にどどなう┻ De plus┸ l╆expression de la protéine PDな ゅprogrammed cell death 1ょ┸ responsable 
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de l╆inhibition de la fonction effectrice des cellules T┸ a été montré être activée dans les cellules CDぱ spécifiques du (CV durant la phase aiguë de l╆infection いUrbani et al┻┸ にどどはう┻ La phase chronique est elle caractérisée par la présence de cellules T CDねギ spécifiques du (CV avec une prolifération altérée┻ La production dｆ)L┽など et du facteur de croissance TGF┽が ゅtransforming growth factor┽がょ est observée┻ )l a été suggéré que ces phénomènes conduisent à  lｆinfection persistante via  l╆inhibition de  la prolifération et de  l╆activation des cellules T helper et des CTL い(iroishi et al┻┸ にどどぱう┻  Dans  le  foie┸  d╆autres  cellules  immunitaires┸  telles  que  les  cellules  endothéliales sinusoïdales  et  les  cellules  de  Kupffer┸  peuvent  présenter  des  antigènes  viraux┻ Cependant┸  elles  expriment  quelques molécules  de  co┽stimulation┸  comme  le  CDぱど  et CDぱは┻  Ces  cellules  ne  sont  donc  pas  en  mesure  de  stimuler  de  manière  efficace  les cellules T et peuvent induire une tolérance immunitaire いMehal et al┻┸ にどどなう┻ 

 

Figure 23: Effets des protéines du HCV sur la réponse immunitaire  [Hiroishi et al., 2008] 

Les  effets    inhibiteurs  des  différentes  protéines  du  HCV  sur  les  réponses  immunitaires  de  l’hote  ont  été 

reportés.  Abbréviations :  DC,  les  cellules  dendritiques ;  IFN,  interféron,  IL,  interleukine;  IRF,  interferon  

regulatory  factor;  CMH,  complexe  majeur  d'histocompatibilité;  NK,  natural  killer;  Treg,  cellules  T 

régulatrices; ac, anticorps.   
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4.3.  La réponse humorale neutralisante   Les anticorps neutralisants spécifiques d╆un virus sont définis comme étant capables de bloquer  lｆentrée  du  virus  dans  les  cellules  et  constituent  un moyen  de  contrôle  de  la propagation  virale┻  Cette  observation  s╆appuie  sur  le  fait  que  de  nombreux  vaccins antiviraux  efficaces  sont  basés  sur  lｆinduction  dｆanticorps  neutralisants┻  Ces  anticorps neutralisants  peuvent  intervenir  à  différents  stades  de  l╆entrée  virale┸  dans  les interactions  virus【cellule  ゅlｆattachement  au  récepteur┸  la  fixation  du  virus  et  la  fusion membranaireょ┸  ainsi  que  dans  le  processus  de  pénétration┻  Ainsi┸  l╆isolement  et  la caractérisation dｆanticorps  ciblant  les différentes étapes dｆentrée virale  constituent un outil important dans le développement de vaccin contre le (CV┻  L╆importance de tels anticorps pour la clairance du (CV peut s╆expliquer par le fait que にどガ  des  patients  infectés  par  ce  virus  évoluent  vers  une  guérison  spontanée┻  Leurs cibles  sont  les protéines d╆enveloppe Eな  et Eに du (CV empêchant  ainsi  le  virus de  se fixer aux cellules cibles いPinschewer et al┻┸ にどどねう┻ Actuellement┸ la nature et la spécificité des anticorps neutralisant l╆infection virale C in vivo restent inconnue┻   Plusieurs  groupes  ont  utilisé  des  modèles  d╆infection  du  (CV  pour  étudier  l╆activité neutralisante des anticorps provenant de patients en phase aiguë ou chronique┻ L╆équipe de Steinmann a développé un modèle basé sur l╆utilisation des (CV┽LP avec des lignées de  cellules  dｆhépatome┸ (uh┽ば  et (epGに  いSteinmann  et  al┻┸  にどどねう┻  Ainsi┸  la  liaison  des (CV┽LP  avec  ces  cellules  a  été  montré  être  spécifiquement  inhibée  de  façon  dose dépendante par des anticorps présents dans le sérum de patients ayant une hépatite C aiguë  ou  chronique┻  Cependant┸  la  présence  de  ces  anticorps  nｆest  pas  associée  à  la clairance virale in vivo┻  En utilisant le test de neutralisation basé sur les (CVpp┸ il a été montré que les sérums de  patients  hémodialysés  infectés  ゅgénotype  なbょ  soit  inhibent  ou  augmentent l╆infectiosité  des  (CVpp  ゅEな【Eに  génotype  なa  ou  なbょ  いLavillette  et  al┻┸  にどどのbう┻  Lｆeffet inhibiteur  inversement  corrélé  avec  lｆARN  du  (CV  dans  le  sérum  suggère  que  les anticorps inhibiteurs peuvent être impliqués┸ au moins en partie┸ dans le contrôle de la réplication  virale  in  vivo┻  Cependant┸  en  utilisant  un  système  similaire┸  Meunier  et collaborateurs  ont  observé  que  la  présence  de  ces  anticorps  neutralisants  nｆétait  pas 
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nécessaire à  l╆élimination virale いMeunier et al┻┸ にどどのう┻ Dｆautre part┸ une augmentation de lｆinfectiosité des (CVpp a été observée préférentiellement avec le sérum de patients ou de chimpanzé présentant de titres viraux élevés┸ ainsi quｆavec le sérum des patients non  infectées┻  L╆apolipoprotéine  Cな┸  composante  des  (DL┸  a  été  démontré  être responsable de  cette  activation  いMeunier  et  al┻┸  にどどのう┻ Owsianka et  collaborateurs  ont utilisé  les  (CVpp  pour  évaluer  la  réactivité  et  la  capacité  de  neutralisation  des antisérums et des anticorps monoclonaux dirigés contre certaines régions de la protéine Eに du (CV いOwsianka et al┻┸ にどどのう┻ L╆antisérum de lapin dirigé contre la région (VRな ou contre  l╆ectodomaine  de  Eに  présente  une  neutralisation  spécifique  mais  limitée┻  Par contre┸  lｆanticorps monoclonal APぬぬ  ゅreconnaissant  les  résidus  ねなに┽ねにぬ de Eに┸  région très  conservée  entre  les  différents  génotypesょ  a  été  montré  capable  de  neutraliser l╆infectiosité  des  (CVpp  de  différents  génotypes┻  Toutefois┸  Boo  et  collaborateurs  ont étudié  la  capacité  des  anticorps  de  patients┸  soumis  à  un  traitement  antiviral┸  à neutraliser  les (CVpp  いBoo  et  al┻┸  にどどばう┻  Aucune  corrélation nｆa  été  observée  entre  la charge virale initiale┸ la présence de quasi┽espèces┸ le taux dｆanticorps neutralisants et la réponse  au  traitement  )FN┽PEG  et  ribavirine┻  Plus  récemment  (aberstroh  et collaborateurs en utilisant les (CVpp dans des tests de cinétique et de fusion a montré la présence d╆anticorps neutralisants┸  dans  la majorité des  individus  infectés par  le (CV┸ ciblant les étapes précoces dｆentrée virale via l╆interaction (CV┽CDぱな┸ SR┽B) et la fusion membranaire い(aberstroh et al┻┸ にどどぱう┻  Cependant┸  une  séroneutralisation    croisée    de    différents    génotypes    du   (CV    a  été montrée  par  l╆utilisation  d╆anticorps┸  issus  de  sérums  de  patients  chroniquement infectés┸  sur  des  particules  lentivirales  pseudotypées  exprimant  les  protéines d╆enveloppe du (CV ゅles (CVppょ いBartosch et al┻┸ にどどぬa┹ Logvinoff et al┻┸ にどどね┹ Meunier et al┻┸ にどどのう┻  Ces  anticorps  sont  rares chez  les  individus qui ont résolu leur infection いBartosch et al┻┸ にどどぬa┹ Logvinoff et al┻┸ にどどね┹ Meunier et al┻┸ にどどのう┸  suggérant  qu╆ils ne sont  pas  impliquées  dans  l╆éradication  de  ce  virus┻  La  nature  et  la  spécificité  des anticorps neutralisants restent donc à déterminer┻    
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Pour  étudier  le  rôle  neutralisant  de  l╆anticorps  Dぬに┻など  in  vitro  et  déterminer  la signification  biologique  des  anticorps  anti┽EなEに【Dぬに┻など┽like  in  vivo,  nous  avons développé  plusieurs  techniques  basées  sur  l╆utilisation  d╆outils  originaux  développés dans notre  laboratoire┻  Les  caractéristiques de  l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など  ゅAcMoょ┸ des particules (CV sériques et des cellules (epaRG sont décrites ci┽dessous┻   
1.  L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTI┽HCV E1E2/D32.10 ゅPET)T ET AL┻┸ JBC にどどぬょ  Dans le but d╆obtenir plus d╆informations sur la nature exacte des interactions entre Eな et  Eに┸  Petit  et  collaborateurs  ont  produit  des  anticorps  monoclonaux  murins  dirigés contre  les  complexes  d╆enveloppe  EなEに┸  exprimés  à  la  surface  des  particules  (CV naturelles┻ L╆anticorps monoclonal Dぬに┻など a ainsi été obtenu par immunisation de souris avec  des  particules  virales  provenant  de  sérum  d╆un  patient  chroniquement  infecté ゅ(CV┽L┸ génotypeなbょ┻ Ces particules virales ont été  isolées à partir de plasmaphérèses d╆un  patient  infecté  de  manière  chronique  par  le  (CV  par  des  étapes  successives d╆ultracentrifugation  いPetit  et  al┻┸  にどどぬう┻  Les  souris  BALB【c  ont  été  ensuite  inoculées avec  などど  ヅg  de  cette  préparation  virale  en  に  injections  ゅcorrespondant  à  などは  copies d╆ARN  du  (CVょ  puis  stimulées  par  のど  ヅg  ゅdeux  injectionsょ  avant  la  fusion  avec  des cellules de myélome Xはぬ いButtin et al┻┸ なひばぱう┻ Les surnageants provenant de ces cultures d╆hybridome┸ ont été sélectionnés en fonction de la présence dｆanticorps spécifiques du (CV┻ Les résultats de cette étude ont permis de montrer que l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など se fixe spécifiquement sur les particules (CV sériques dｆorigines diverses ゅsous┽types なa et なbょ┸  avec  une  grande  affinité┻  L╆analyse  en  western  blot  en  conditions  réductrices  a montré que le Dぬに┻など réagit fortement avec un doublet à はど┽はぱ kDa et plus faiblement avec  un  autre  doublet  à  ぬな┽ぬね  kDa┸  suggérant  que  l╆anticorps  reconnaît  les  protéines dｆenveloppe Eな et Eに à différents stades de glycosylation┻ En effet┸ il existe de nombreux sites de N┽glycosylation dans Eな  ゅは sitesょ et Eに  ゅjusquｆà なな sitesょ dans  tous  les  isolats connus du (CV de génotypes な┽ね いOkamoto et al┻┸ なひひにう┻ En conditions non réductrices┸ l╆AcMo  Dぬに┻など  reconnait  des  protéines  de  haut  poids  moléculaire  correspondant vraisemblablement aux complexes EなEに associés de manière covalente ゅにどど kDaょ┻ 
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Pour identifier les résidus impliqués dans la reconnaissance avec l╆anticorps Dぬに┻など┸ la méthode  du  phage  display  a  été  utilisée┻  C╆est  une  technique  de  présentation  d╆une banque  aléatoire  de  peptides  mimant  in  vitro  la  sélection  naturelle  de  séquences moléculaires  nucléotidiques  en  fonction  des  propriétés  des  peptides  correspondants┻ Ainsi  plusieurs  régions  de  Eな  et  Eに  ont  été  sélectionnées  puis  utilisées  dans  une approche  de  Spotscan  afin  de  tester  leur  réactivité  vis┽à┽vis  du  Dぬに┻など┻  Une immunoréactivité  a  été  observée  avec  les  régions  suivantes ┺  Eな にひにTFSPRR(WTTQGCNCぬどは┸ et Eに ねぱどPDQRPYCWHYPPKPCねひね┸ はどぱLVDYPYRLWHYPCT)はにに┻ Les  deux  régions  identifiées  dans  Eに  contiennent  le même motif  ゅWHYょ  rapporté  par Yagnik  いYagnik et al┻┸ にどどどう comme étant  impliqué dans  l╆hétérodimérisation de EなEに┻ Les  trois  régions  identifiées  contiennent  des  résidus  cystéine  ゅCょ┸  qui  pourraient  être impliqués  dans  les  ponts  disulfures  intra  et【ou  intermoléculaires┻  Les  résidus  Cysぬどは┸ Cysねひね┸  et  Cysはにど┸  situés dans  la partie C┽terminale de  chaque peptide┸  ont  été montrés critiques pour la reconnaissance de l╆anticorps par la technique d╆AlaScan ゅsubstitution des amino┽acides par alanineょ┻ Enfin┸ des anticorps de même spécificité que  le Dぬに┻など ゅappelés  ici  Dぬに┻など┽likeょ  ont  été  retrouvés  dans  le  sérum  des  patients  infectés  par  le (CV┻   
2.  LES PARTICULES VIRALES C DERIVEES DU SERUM DE PATIENTS 

OU HCVsp ゅPET)T ET AL┻┸ V)ROLOGY にどどのょ   En  utilisant  l╆anticorps  monoclonal  anti┽EなEに【Dぬに┻など┸  Petit  et  collaborateurs  ont identifiés puis caractérisés des particules (CV sériques ou (CVsp ゅPetit et al┻┸ にどどのょ┻ Ces particules  virales  ont  été  purifiées  à  partir  de  plasmaphérèses  de  patients  atteints d╆hépatite  C  chronique┻  Le  premier  patient  ゅ(CV┽L┸  génotype  なbょ  a  développé  une hépatite C chronique après une transplantation hépatique┻ Le second patient ゅ(CV┽Fan┸ génotype  なa【にaょ  présentait  aussi  une  hépatite  C  chronique  mais  associée  à  une cryoglobulinémie  de  type  ))  avec  une  vascularite  cutanée  sévère  qui  nécessite  des échanges plasmatiques い(enrard et al┻┸ なひひぱう┸ permettant ainsi de purifier les particules (CV à partir de grands volumes┻ La purification des particules (CV a été réalisée par des étapes successives d╆ultracentrifugation permettant ainsi de concentrer le matériel viral┻ 
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L╆analyse  des  différentes  populations  virales  par  sédimentation  sur  gradient  de saccharose montre  la  présence  de  deux  sous┽populations  bien  distinctes  ゅFigure 24ょ┻ Une première population virale qui  sédimente à une densité  comprise entre な┸どは┽な┸どぱ g【ml  correspondant  aux  particules  associées  aux  lipoprotéines  ゅLVP  pour  Lipo┽Viro┽

Particlesょ┸ décrits par André いAndre et al┻┸ にどどにう┻ Une seconde population virale avec une densité  comprise  entre  な┸なば┽な┸にな  g【ml  correspondant  aux  virions  complets  qui expriment les protéines d╆enveloppe Eな et Eに et contiennent l╆ARN du (CV et l╆antigène de capside┻ Une analyse en microscopie électronique ゅMEょ┸ apres  immunoprécipitation avec  l╆anticorps  anti┽EなEに【Dぬに┻など  a  permis  de  visualiser  les  particules  exprimant l╆épitope  Dぬに┻など  et  de  determiner  la  taille  des  particules┻  Ainsi┸  ces  particules  ont  un diamètre compris entre ぬぱ et ねは nm┻ Par une approche d╆immunomarquage à l╆or en ME┸ nous  avons montré  que  l╆épitope Eな  ゅにひば┽ぬどはょ┽Eに  ゅねぱど  ┽ねひねょ  ゅはなぬ┽はになょ  reconnu par l╆anticorps Dぬに┻など était présent à la surface des (CVsp enveloppés┻  

 

Figure 24: Caractérisation des particules HCV sériques ou HCVsp [Petit et al., 2005].      

(A)Distribution des différentes populations virales en  fonction de  leur densité. (B) expression des protéines 

d’enveloppe E1 et E2 par western blot avec l’anticorps D32.10. (C) Expression de la protéine de capside par 

western blot. (D) Analyse des HCVsp par microscopie électronique et détermination de la taille des particules 

virales. (E) Expression de l’épitope E1E2 à la surface des particules HCV sériques┻  
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ぬ┻  LES CELLULES PROGENITRICES DU FOIE, HepaRG ゅGR)PON ET AL┻┸ PNAS にどどに ┹PARENT ET AL┻┸ GASTROENTEROL にどどね ┹MA)RE ET AL┻┸ BBRC にどどぱょ  Dans  notre  laboratoire┸  une  lignée  originale┸  la  lignée  (epaRG┸  a  été  obtenue  et caractérisée en collaboration avec l╆unité )nserm のにに ゅC┻ Guguen┽Guillouzo┸ Rennesょ┻ Ces cellules (epaRG ont été isolées à partir dｆune tumeur dｆEdmonson de grade な┸ résultant d╆une  infection  chronique  à  long  terme  par  le  (CV┻  Cette  lignée  constitue  le  premier système d╆étude d╆un cycle de réplication complet du (BV いGripon et al┻┸ にどどにう┻ L╆étude réalisée par R┻ Parent dans le cadre de sa thèse au sein de notre équipe a permis de  caractériser  ces  cellules  (epaRG  aussi  bien  sur  le  plan  phénotypique  que morphologique いParent et al┻┸ にどどねう┻ Les résultats ont permis de mettre en évidence  le caractère  bipotent  de  ces  cellules┻  Sur  un  plan  morphologique┸  l╆observation  en microscopie à contraste de phase à différents stades de culture a permis d╆identifier ゅなょ une  population  homogène  de  type  épithélial  non  différencié  au  stade  prolifératif  qui évolue  progressivement  vers  ゅにょ  deux  types  cellulaires morphologiquement  distincts┸ l╆un  hépatocytaire  ゅ(ょ┸  l╆autre  apparenté  aux  cellules  biliaires  ゅBょ  ゅFigure 25ょ┻  Sur  le plan  phénotypique┸  le  profil  dｆexpression  des  marqueurs  de  cellules  hépatocytaires ゅcytokératine なぱ ou CKなぱ┸ albumine et (P┽なou hepatocyte┽specific antigenょ┸ de cellules bilaires ゅCKなひょ et de cellules souches ゅMに┽PK┸ OVな┸ OVに et CDぬねょ a été analysé┻ Tous ces marqueurs  sont exprimés dans  ces  cellules au  stade différenncié avec une  localisation spécifique  selon  le  type  cellulaire┻  Tout  au  long  de  la  culture┸  les  (epaRG  acquièrent progressivement  un  phénotype  hépatocytaire  polarisée  avec  l╆expression  de  CDには┸  la Cadhérine┽E ゅmarqueurs respectifs du pole apical et latéralょ┸ et ZO┽な ゅun marqueur des jonctions serréesょ┻ Enfin l╆expression de CKなぱ┸ CKなひ et de marqueurs des cellules ovales ゅMに┽PK  et  OVなょ  dans  le  tissu  hépatique  dont  sont  issues  les  cellules  (epaRG  a  été analysée┻  Ces  expériences  ont  clairement  montré  la  co┽expression  de  tous  ces marqueurs  dans  les  zones néoductulaires┻  Cette  étude  a  permis  de démontrer que  les cellules  (epaRG  constituent  la  première  lignée  de  cellules  progénitrices  hépatiques humaines  ゅCKなぱ┸  CKなひ┸ MにPK  et  CDぬね  positivesょ  qui  peuvent  se  différencier  en  deux types cellules ゅcellules hépatocytaires et biliairesょ après にぱ jours de culture┻ 
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Plusieurs études ont montré la fonctionalité de ces cellules tant sur le plan métabolique ゅfer┸ cytochrome Pねのょ いAninat et al┻┸ にどどは┹ Kanebratt and Andersson┸ にどどぱう qu╆en terme de réponse  immunitaire  innée いMaire et al┻┸ にどどぱう┻ Dans notre équipe┸ Maire et Parent ont  étudié  les  effets  du  poly  ゅ)┺Cょ┸  un  analogue  dｆARN bicaténaire┸  sur  l╆expression  de l╆)FN┽が et des chimiokines ainsi que sur  la  fonctionnalité de  la voie de signalisation de lｆ)FN┽ゎ dans les cellules (epaRG いMaire et al┻┸ にどどぱう┻ Ces résultats ont montré que la voie de signalisation induite par l╆ARN double brin ゅdbょ via le TLRぬ est fonctionnelle dans les cellules (epaRG┸ contrairement aux cellules dｆhépatome いLanford et al┻┸ にどどぬう┻ En effet┸ lｆexposition des cellules (epaRG au poly ゅ)┺Cょ entraine une induction de l╆)FN┽が capable d╆inhiber  la  réplication  du  (CV  et  de  certaines  chimiokines  ゅCXCL┽など┸  )L┽ぱ┸  CXCL┽ななょ ainsi que de leurs récepteurs┻ Ainsi┸      les  cellules (epaRG se  révèlent  être  très  intéressantes  car elles possèdent des propriétés  fonctionnelles  voisines  des  hépatocytes  humaines  normaux  ゅ((Nょ  en cultures primaires┸ et permettent de retrouver des conditions  in vitro proches de celles rencontrées in vivo 

Figure 25: Cinétique morphologique des cellules HepaRG (Parent et al., 2004).  Les cellules ont été observées en microscopie en contraste de phase à différentes phases de culture : (A) début 

de la phase de prolifération (Jour 2), (B) Phase proliférative avancée (Jour 4┽5), (C) Phase intermédiaire ou 

stationnaire  (Jour  7┽14),  et  (D)  la  phase  de  différenciation  (Jour  28┽35).  Abréviations H,  hépatocytes ;  B, 

cellules biliaires (Grossissement x100). 
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4.  OBJECTIFS DES TRAVAUX  L╆étude de la réponse humorale neutralisante contre le virus de l╆hépatite C a longtemps été  difficile  du  fait  de  l╆absence d╆un  système  complet  d╆infection  avec  une  réplication virale  efficace┻  Contrairement  au  (BV┸  le  stigmate  de  guérison  de  l╆hépatite  C  est inconnu┻  Si  environ  ぱどガ des  patients  infectés  par  le  (CV  évoluent  vers  la  chronicité┸ jusqu╆à  présent  nous  ne  savons  pas  pourquoi  ni  comment  environ  にどガ  guérissent spontanément┻  Nous  supposons  la  présence  d╆anticorps  capables  de  neutraliser efficacement l╆infection et responsables de la guérison mais leur existence n╆a jamais été démontrée┸ ni a fortiori leur spécificité┻   Le  développement  du modèle  des  pseudoparticules  virales  ou (CVpp  いBartosch  et  al┻┸ にどどぬaう┸ et de celui des virions recombinants infectieux produits en culture cellulaire ou (CVcc  いWakita  et  al┻┸  にどどのう  a  permis  de  mettre  au  point  de  tests  de  détection  des anticorps  neutralisants  le  (CV┻  Seul  le  système  des  (CVcc  permet  de  détecter  des anticorps  inhibant  l╆infectiosité  des  particules  lors  de  la  réinfection  des  cellules┻  Les anticorps actuellement identifiés dans ces systèmes sont des anticorps dirigés contre la région hypervariable (VRな de la protéine Eに de l╆enveloppe virale et sont présents aussi bien  précocement  chez  les  patients  évoluant  favorablement  que  tardivement  chez  les patients  porteurs  chroniques  avec  réplication  virale  active  いBartosch  et  al┻┸  にどどの┹ Lavillette et al┻┸ にどどのbう┻ De ce  fait┸  ces anticorps ne sont donc pas discriminatifs d╆une évolution vers la guérison ou vers la chronicité┻  Durant  cette  thèse┸  nous  avons  essayé  de  tirer  profit  des  propriétés  et  des caractéristiques uniques de l╆AcMo Dぬに┻など いPetit et al┻┸ にどどぬう┻ En effet┸ les trois régions ゅEな┸  EにA  et  EにBょ  qui  constituent  son  épitope  sont  hautement  conservées  entre  les différents génotypes du (CV┻ )l a été montré que les régions EにA et EにB sont impliquées dans des interactions avec des candidats récepteurs du (CV tels que CDぱな いRothwangl et al┻┸ にどどぱう et les GAGs いOlenina et al┻┸ にどどのう ゅFigure 26ょ┻ De plus┸ la région ゅにひば┽ぬどはょ de Eな a  été montré être une  cible de  la  réponse  cellulaire T CDねギ spécifique du virus いvon (ahn et al┻┸ にどどばう┻ La région EにB est quant à elle un épitope reconnu par les cellules T cytotoxiques┸ CTL いSarobe et al┻┸ にどどなう┻ Nous avons montré qu╆une réponse anticorps de même spécificité que le Dぬに┻など pourrait être détectée chez des patients infectés par le (CV┻  
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Figure 26: Importance fonctionnelle & structurale de l’épitope D32.10  

Les 3  régions  correspondant à  l’épitope  reconnu par  l’AcMo D32.10  sont  impliquées dans des  interactions 
virus┽cellule et constituent des cibles reconnues par la réponse immunitaire de l’hote. 

 Vu  l╆importance structurale et  fonctionnelle de cet épitope EなEに┸ un de nos objectifs a été d╆étudier d╆abord l╆effet inhibiteur de l╆entrée et la capacité de neutralisation in vitro de  l╆anticorps  Dぬに┻など  ゅFigure  27ょ┻  Pour  cela┸  nous  avons  développé  plusieurs techniques in vitro┸ un test de liaison cellulaire ou 《 cell┽binding 》 basé sur le marquage à l╆)ode なにの des particules (CV  sériques  ゅ(CVspょ  et  un  système d╆infection original  des cellules (epaRG par des particules (CVsp┻  L╆autre objectif que nous nous sommes fixé et qui constitue la plus grande partie de mon projet de thèse┸ a été d╆analyser la séroprévalence des anticorps de même spécificité que le  Dぬに┻など  ゅanti┽EなEにA┸Bょ  dans  différents  groupes  de  patients  (CV  positifs  et  de déterminer  ensuite  la  relevance  clinique  de  cette  réponse  humorale  in  vivo  durant l╆infection (CV ゅFigure 27ょ┻ Pour cela┸ nous avons développé un  test de détection des anticorps anti┽EなEにA┸B dont le principe repose sur l╆utilisation de peptides synthétiques correspondant aux trois régions reconnues par l╆anticorps ゅEな┸ EにA et EにBょ adsorbés sur une surface solide┻  



OBJECT)FS DES TRAVAUX  

ぱば  

L╆ensemble des résultats in vitro et in vivo a fait l╆objet de ね articles dont l╆un a été publié dans le 《Journal of Medical Virology 》┸ un est en révision dans (epatology┸ un est soumis et un en préparation┻  

                                                                                                                          
Figure 27: Interactions entre les particules HCVsp et les cellules HepaRG : Capacité de neutralisation 

in vitro et in vivo de l’anticorps D32.10 ?   
 

     

phase proliférative

phase différenciation

HCVsp=Particules dérivées de sérum de patients infectés par le (CV ゅPetit et al┻┸ Virology にどどのょ

HepaRGサ Cellules humaines progénitrices de foie ゅParent et al┻┸ Gastroenterolにどどね ┹                        Maire┸ Parent et al┻┸ BBRC にどどぱょ

D32.10 = Anticorps monoclonal anti┽EなEに                                       ゅPetit et al┻┸ JBC にどどぬょ
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2┽Capacité de neutralisation in vitro de 
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3┽Signification biologique des anticorps 
anti┽E1E2A,B/D32.10┽like in vivo ?
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1.  ARTICLE 1 : L’INHIBITION DES INTERACTIONS ENTRE LES 

PARTICULES HCV SERIQUES (HCVSP) ET LES HEPATOCYTES 

HUMAINS PAR L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTI┽E1E2/D32.10    
Inhibition of the Binding of HCV Serum Particles to Human Hepatocytes by       

E1E2┽Specific D32.10 Monoclonal Antibody 

 Ndiémé Ndongo┸ Yassine Rechoum┸ Sylvie De Sequeira┸ Fabien Zoulim┸                   Christian Trépo┸ Emmanuel Drouet et Marie┽Anne Petit    
Journal of Medical Virology ぱな┺なばには‒なばぬぬ ゅにどどひょ      
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Dans  le  premier  article┸  nous  avons  étudié  les  mécanismes  d╆interaction  entre  les particules  virales  circulantes  ゅ(CVspょ  et  leurs  cellules  cibles┸  les hépatocytes humains ゅ(uh┽ば et (epaRGょ ┹ ainsi que la capacité de l╆anticorps monoclonal anti┽EなEに【Dぬに┻など à inhiber  ces  interactions┻  D╆abord┸  les  particules  (CVsp  ont  été marquées  à  l╆)ode  なにの ゅ)なにのょ par la chloramine T┻ Le principe de cette technique consiste en la fixation de l╆)なにの sur  les  noyaux  aromatiques  de  la  protéine  ゅessentiellement  les  tyrosines  et  les histidinesょ  par  substitution  d╆atomes  d╆hydrogène┻  L╆iode  réagit  sur  les  cycles aromatiques  sous  forme  de  cations  )ギ┻  Ce  cation  est  obtenu  par  oxydation  sous  l╆effet d╆agents  chimiques  tels  que  la  choramine  T┻  Nous  avons  montré  que  les  protéines d╆enveloppe Eな et Eに étaient bien marquées à  l╆)なにの  comme  illustré par  la Figure 1 de l╆article┻  

Par  cette  technique  de  marquage  et  de  repérage┸  nous  avons  étudié  les  interactions entre  les (CVsp  et  les  cellules  d╆hépatome  ゅ(uh┽ばょ  ou  les  cellules (epaRG aux  stades prolifératif ou différencié┻ La majorité des expériences de fixation ont été réalisées avec la population totale purifiée (CVsp┽Lat de génotype ぬ┻ La fixation spécifique est calculée en  soustrayant  la  fixation  non  spécifique  ゅvirus  non marqué  en  excès  en  compétition avec  le  virus  radiomarquéょ  de  la  fixation  totale  ゅparticules  radiomaquées  fixées  en fonction  des  particules  radioactives  non  fixéesょ┻  Les  résultats  obtenus  montrent  une fixation spécifique┸ saturable entre les (CVsp et les différentes cellules (uh┽ば┸ (epaRG à différents stades ゅprolifératif et différenciéょ ゅFigure 2ょ┻ Toutefois┸ nous avons noté que la liaison spécifique représente ばのガ de la liaison totale dans le cas des cellules (epaRG différenciées┸  alors  qu╆elle  ne  représente  que  にのガ  dans  le  cas  des  cellules  (uh┽ば┻ L╆analyse  des  résultats  par  Scatchard  permet  de  déterminer  le  nombre  de  site  et  la constante de dissociation ゅKdょ┻ Ce Kd permet de déterminer l╆affinité du ligand pour son 
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récepteur┻  L╆affinité  est  d╆autant  plus  élevée  que  la  constante  de  dissociation  est  plus faible┸ et inversement┻ Ainsi┸ nous avons montré que l╆interaction des (CVsp avec soit les cellules (uh┽ば ou soit les (epaRG en prolifération impliquait deux types de fixation┸ une de basse affinité avec un Kd サ の┽など ヅg【ml et une de haute affinité avec un Kd サ ど┸な┽ ど┸の ヅg【ml┻ Par une approche de type scatchard┸ environ のどど à にどどど sites de haute affinité et にどどど┽などどどど sites de basse affinité pour などは  cellules ont été estimés ゅFigure 2A et Bょ┻ Concernant  les  cellules (epaRG  différenciées┸  seuls  des  sites  de  haute  affinité  ont  été identifiés avec ねどどど sites estimés ゅFigure 2Cょ┻ Ces résultats suggèrent que les particules (CVsp se  fixent plus spécifiquement avec une  forte affinité sur  les cellules (epaRG au stade différencié que sur les cellules d╆hépatome (uh┽ば┻ Ainsi  les sites de haute affinité seraient  préférentiellement  exprimés  à  la  surface  de  ces  cellules  qui  sont  constituées d╆environ ねどガ de cellules de type hépatocytaire┻ Apres  avoir  validé  ce  test  de  《 cell┽binding 》┸  nous  avons  étudié  l╆effet  inhibiteur  de l╆anticorps monoclonal  anti┽EなEに【Dぬに┻など┻ Nous  avons démontré que  cet  anticorps  est capable  d╆inhiber  spécifiquement  de  façon  dose  dépendante  et  jusqu╆à  などどガ  les interactions  entre  (CVsp┽Lat  et  les  cellules  (uh┽ば  et  (epaRG  ゅprolifératives  ou différenciéesょ  ゅFigure  3Aょ┻  L╆)Cのど  du  Dぬに┻など  ou  la  concentration  nécessaire  pour obtenir のどガ d╆inhibition a été déterminée et est de ど┸の ヅg【ml pour les cellules (uh┽ば et les  cellules  (epaRG  prolifératives  et  entre  な┽に  ヅg【ml  pour  les  (epaRG  différenciées┻ Alors  qu╆aucune  inhibition  non  spécifique  n╆a  pas  été  observée  avec  des immunoglobulines  de  souris  ゅ)gGなょ  irelevantes  dans  le  cas  des  cellules  (epaRG différenciées┻  Avec  des  cellules  (uh┽ば  et  des  cellules  (epaRG  en  prolifération┸  une inhibition non spécifique a été obtenue de などガ à に ヅg【ml et jusqu╆à ねどガ à などど ヅg【ml┻ Ceci  suggère  une  activité  inhibitrice  spécifique  et  efficace  de  l╆anticorps  anti┽EなEに【Dぬに┻など ゅ)Cのど ズ な┽にヅg【mlょ sur les interactions entre les (CVsp et les hépatocytes 
via  les sites de haute affinité┻ Dans ce système┸ nous avons analysé l╆activité  inhibitrice de  l╆anticorps monoclonal APぬぬ qui  reconnait  un  épitope  linéaire  dans  la  protéine Eに ゅねなに┽ねにぬょ et qui a été montré comme étant neutralisant dans les systèmes des (CVpp et des (CVcc┻ Nous avons démontré que l╆APぬぬ inhibe seulement les interactions entre les (CVsp┽Lat et les cellules (epaRG en prolifération de manière dose dépendante entre にど et などど ヅg【ml avec une )Cのど de のど ヅg【ml ゅFigure 3Bょ┻ A des concentrations inférieures à など  ヅg【ml┸  l╆APぬぬ  présente  un  effet  inhibiteur  faible  ゅジ  ぬどガょ  en  comparaison  avec  le 
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Dぬに┻など┻ Par conséquent┸ lｆactivité inhibitrice de l╆APぬぬ apparaît beaucoup moins efficace ゅ)Cのど x などどょ que celle exercée par le Dぬに┻など┻ Ensuite┸ en utilisant sélectivement la population de particules (CV enveloppée ゅ(CVsp┽Lat EなEに【Dぬに┻など positifょ┸ obtenue après ultracentrifugation sur gradient de saccharose┸ dans les essais de 《 cell┽binding 》┸ nous avons montré une fixation spécifique et saturable dés  une  concentration  de  ど┸の  ヅg  de  virus【ml  ゅFigure 4Aょ┻  L╆analyse  des  données  par Scatchard  permet  d╆identifier  uniquement  des  sites  de  haute  affinité  ゅKd  très  faible  サ ど┸どば  ヅg【mlょ┻  Ces  observations  suggèrent  que  les  particules  (CVsp  enveloppées  sont impliquées sélectivement dans  les  interactions de haute affinité ゅFigure 4Bょ┻ Dans ces conditions┸ l╆activité inhibitrice du Dぬに┻など a été déterminée et est maximale entre はど et などどガ pour des  concentrations de ど┸の à の ヅg【ml avec une  )Cのど  inférieure à ど┸の ヅg【ml ゅFigure 4Cょ┻  Pour confirmer nos  résultats┸ nous avons utilisé une autre approche expérimentale de type cavRNA ゅcell associated virus RNAょ préalablement développé par Germi  いGermi et al┻┸  にどどにう┻ C╆est une méthode de quantification par RT┽PCR en  temps  réel de  l╆ARN du (CV  associé  aux  cellules  après  inoculation  virale┻  L╆inoculation du  virus  a  été  réalisée avec un sérum (CV ゅギょ de génotype なb et la capacité de fixation sur des cellules (uh┽ば┻ L╆inoculation  du  virus  avec  des  concentrations  croissantes  d╆anticorps  a  montré  que l╆anticorps est capable d╆inhiber de はど à ばどガ l╆adsorption des particules (CVsp sur les cellules  (uh┽ば  pour  des  concentrations  de  ど┸に  à  に  ヅg【ml  ゅFigure  5ょ┻  A  ces concentrations un effet exercé par un anticorps irelevant est ジ à などガ alors que pour des concentrations comprises entre にど et などど ヅg【ml cet effet est セ ねのガ┻ Ainsi┸ nous avons démontré que l╆anticorps Dぬに┻など inhibe spécifiquement et efficacement lｆadsorption des particules  (CVsp  sur  les  cellules  (uh┽ば  avec  une  concentration  optimale  de  に  ヅg【ml┸ comme  précédemment┻  Ces  résultats  apparaissent  donc  indépendants  du  sérotype  du virus  et  de  l╆approche  expérimentale  utilisée┻  L╆anticorps  monoclonal  dぬに┻など  s╆avère alors  particulièrement  efficace  pour  inhiber  ces  interactions  entre  les  (CVsp  de génotype  ぬ  ou  なb  avec  des  hépatocytes  polarisés  proches  des  hépatocytes  humains normaux┻ En  conclusion┸  les  résultats  obtenus  au  cours  de  cette  étude  suggèrent  que  les interactions  de  haute  affinité  ゅavec  un  Kd  faibleょ  impliquent  sélectivement  l╆épitope 
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EなEに┸  reconnu  par  l╆anticorps  Dぬに┻など  et  exprimé  à  la  surface  des  particules  (CVsp enveloppées┸  ainsi  que  des  récepteurs  présents  sur  les  cellules  (epaRG  hautement différenciées ゅFigure  28ょ┻ 

                                                                                                                         
Figure 28: Inhibition des interactions entre les particules HCVsp et les cellules hépatocytaires par 

l’anticorps monoclonal D32.10 Les  particules (CVsp  interagissent  avec  les  cellules  hépatocytaires  ゅ(uh┽ば  et (epaRGょ  via  des  sites  de haute  ゅ(Aょ  ou  basse  affinité  ゅBAょ┻  Par  des  études  de  cell┽binding┸  l╆AcMo Dぬに┻など  a  été montré  capable d╆inhiber ces interactions de haute affinité avec une )Cのどサど┸の ヅg【ml┻   
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2.  ARTICLE 2 : L’ETABLISSEMENT DE L’INFECTION, LA 

PRODUCTION ET LA PROPAGATION DU VIRUS DE L’HEPATITE C 

SERIQUE DEPENDENT DE L’ETAT DE PROLIFERATION/ 

DIFFERENCIATION DE CELLULES HUMAINES PROGENITRICES DU 

FOIE : INHIBITION PAR L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTI┽

E1E2/D32.10   
Infection settling, replication and propagation of serum hepatitis C virus            

particles (HCVsp) depend on the proliferation/differentiation stage                                      

of human HepaRG liver progenitor cells:                                                                       

inhibition by E1E2┽ specific D32.10 monoclonal antibody 

 Ndiémé Ndongo┸ Sylvie De Sequeira┸ Simone Peyrol┸                                                               Christian Trépo┸ Marie┽Anne Petit     
Manuscrit en préparation          
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Le but de cette étude est de développer un système d╆infection in vitro du (CV avec des composantes  fonctionnellement  proches  de  l╆infection  in  vivo┻  Pour  cela┸  nous  avons utilisé d╆une part des particules virales provenant de sérum de patients chroniquement infectés par le (CV いPetit et al┻┸ にどどのう et d╆autre part des cellules progénitrices du foie┸ les  cellules (epaRG présentant des propriétés  fonctionnelles  voisines des hépatocytes humains normaux ゅ((Nょ en cultures primaires いGripon et al┻┸ にどどに┹ Parent et al┻┸ にどどねう┻ Dans  un  premier  temps┸  nous  avons  étudié  l╆expression  des  récepteurs  potentiels  du virus à la surface de ces cellules (epaRG┻  
 

1) Expression  des  candidats  récepteurs  du  HCV  à  la  surface  des  cellules 

HepaRG L╆expression de la protéine SR┽B) sur les cellules (epaRG a été étudiée en comparaison avec  les  cellules  (epGに  qui  ont  permis  d╆identifier  cette  molécule  comme  récepteur potentiel du (CV┸ et  les cellules (uh┽ば et  leurs dérivées ゅ(uh┽ば┻のょ いBlight et al┻┸ にどどぬう┻ Les résultats représentés sur la Figure 29 montrent la présence d╆une bande de ぱど┽ぱに kDa correspondant à la forme monomérique de la protéine┻ Toutefois┸ une relative faible expression  de  SR┽B)  est  observée  dans  les  cellules (epaRG  comparée  à  celle  détectée dans  les  cellules  (epGに  ainsi  que  dans  les  cellules  (uh┽ばet  (uh┽ば┻の  pour  une  meme quantité  de  protéines  cellulaires  déposées  et  un  signal  identique  pour  l╆actine┻  Une analyse semi┽quantitative permet d╆estimer cette expression dans les cellules (epaRG à のどガ de celle des cellules (uh┽ば et にのガ de cellules des cellules (epGに┻ 

Figure 29: Expression de SR┽BI sur les cellules d’origine hépatique. 

 L’expression  de  la  protéine  SR┽BI  sur  les  cellules  hépatiques  (HepG2,  HepaRG,  Huh┽7  et  Huh┽7.5)  a  été 

analysée en western blot en utilisant l’anticorps anti┽SR┽BI (ClaI) de BD Biosciences. 
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Parallèlement┸  nous  avons  étudié  l╆expression  du  récepteur  aux  LDL  ゅLDL┽Rょ  sur  ces mêmes cellules┻ En conditions réductrices┸ nous notons la présence d╆une bande de なにど kDa correspondant à la forme mature du LDL┽R seulement dans les cellules (epaRG et une bande de ななの kDa dans les cellules d╆hépatome (uh┽ば et (uh┽ば┻の ゅFigure 30ょ┻ Une bande  de  などど  kDa  ゅforme  de  liaison  du  LDL┽Rょ  est  présente  dans  les  cellules  (epGに┸ (uh┽ば  et  (uh┽ば┻の  mais  absente  dans  les  cellules  (epaRG┻  La  présence  de  plusieurs formes moléculaires du LDL┽R ゅなにど┸ ななの et などど kDaょ en conditions réductrices confirme l╆hétérogénéité de  ce  récepteur┻  )l  a  déjà  été  rapporté que  les hépatocytes  en  cultures primaires  expriment  faiblement  le  LDL┽R  contrairement  aux  cellules  transformées いNahmias et al┻┸ にどどはう┻ Ceci peut  expliquer  la différence d╆expression du LDL┽R sur  les cellules (epaRG et sur les cellules d╆hépatomes humains ゅ(epGに┸ (uh┽ば et (uh┽ば┻のょ┻  

                                                                                                                         
Figure 30 : Expression de LDL┽récepteur sur les cellules hépatiques.  

Les cellules HepG2, HepaRG, Huh┽7 et Huh┽7.5 sont analysées par western blot en conditions réductrices (R). L╆expression  de  la  tétraspanine  CDぱな┸  récepteur  potentiel  du  (CV  impliquée  dans  le processus  d╆entrée  virale┸  a  été  analysée  en western  blot  en  utilisant  l╆anticorps  anti┽CDぱな  ゅTSぱなょ  qui  nous  a  été  fourni  par  E┻  Rubinstein  ゅ)NSERM  Uはどに┸  Parisょ┻  Ces anticorps anti┽CDぱな ne permettent pas  la détection de  la protéine dans  les différentes cellules hépatocytaires┻ Par une approche de cell┽binding après marquage de l╆anticorps avec  l╆)ode なにの┸ nous avons  recherché  l╆expression de CDぱな dans  les  cellules (epaRG┻ Nous avons estimé environ ぱのどど sites de relative haute affinité dans les cellules (epaRG avec une constante de dissociation┸ Kd サ など nM ゅFigure 31ょ┻ 
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Figure 31: Expression de la protéine CD81 à la surface des cellules HepaRG 

L’AcMo anti┽CD81  (TS81  de Rubinstein) a  été utilisé  dans  des  expériences  d’inhibition de  cell┽binding. De 

nombreux sités (8500) ont été estimés et la constante de dissocciation, Kd est de 10nM. 

 En conclusion┸ nous avons montré que  les cellules (epaRG expriment à  leur surface  la protéine  CDぱな  de  façon  comparable  aux  cellules  (uh┽ば  ゅrésultats  non  montrésょ┸  la protéine  SR┽Bな  en  quantité  moindre  par  rapport  aux  cellules  d╆hépatome  ainsi différentes formes du récepteur aux LDL ゅLDL┽Rょ┻   
2) Les cellules HepaRG sont susceptibles à l’infection au stade prolifératif 

 L╆infection  des  cellules  (epaRG  a  été  réalisée  en  utilisant  des  particules  (CVsp  de génotype  ぬa  provenant  d╆un  patient  porteur  chronique  ゅFigure 32ょ┻  Ces  cellules  sont infectées avec un MO) ゅmultiplicity of infectionょ de な au troisième jour ゅJぬょ après la mise en  culture  des  cellules  en  présence  de  sérum humain  normal  ゅS(Nょ  qui  a  été montré favorisant  l╆infectivité des (CVpp┻ L╆ARN viral a été analysé par RT┽PCR puis quantifié par RT┽PCR en temps réel à partir des surnageants de culture┻  
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Figure 32: Protocole expérimental d’infection des cellules HepaRG  La  cinétique  obtenue  est  représentée  sur  la Figure 33. Dans  ces  conditions┸  de  l╆ARN viral  en  quantité  importante  a  été  détectée  dans  les  surnageant  à  Jね  et  Jば  post ensemencement  ゅp┻eょ┸  ce  dernier  étant  probablement  constitué  du  virus  n╆ayant  pas pénétré  dans  les  cellules┻  )l  s╆en  suit  une  négativation  de  l╆ARN  du  (CV  dans  le surnageant à  Jなね qui permet d╆éliminer  l╆hypothèse selon  laquelle  l╆ARN viral détectée serait  un  reliquat  de  l╆inoculum  de  départ┻  Une  production  de  particules  virales contenant de l╆ARN est observée à partir de Jにな et jusqu╆à Jはぬ p┻e┻ avec un maximum de détection à  Jねに et  Jねひ correspondant à ね x などの  copies【ml┻ Des bandes non spécifiques sont détectées pour certains échantillons et laissent supposer à l╆existence de mutations adaptatives┻  L╆infection  au  stade  prolifératif  en  l╆absence  de  S(N  résulte  en  une production【détection de l╆ARN du (CV similaire mais avec un profil cyclique décalé dans le  temps┻  De  ce  fait┸  le  S(N  semble  avoir  un  effet  sur  l╆infection  et  permet  d╆avoir  un profil de production virale continu et une meilleure synchronisation de l╆infection┻   Nous avons ainsi démontré que l╆infection par le (CV sérique s╆établit dans les cellules (epaRG en phase de prolifération┻ La production de l╆ARN du (CV est alors observée au stade  différencié  où  ces  cellules  présentent  une  morphologie  ゅpolarisation┸  jonctions 
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serrées┸  canalicules  biliaires┸┻┻ょ  et  une  fonctionnalité  ゅtransport  Golgi【RE  actif┸ augmentation  du  flux  de  protéines  sécrétées┸  métabolisme  normal┸  ┼ょ  proches  des hépatocytes  humains  normaux┻  L╆infection  au  stade  différencié  donne  des  résultats beaucoup  moins  satisfaisants  et  reproductibles┻  Nous  avons  par  contre  obtenu  des résultats reproductibles dans plusieurs mains lorsque les cellules (epaRG sont infectées avec les particules (CVsp au stade prolifératif en présence de S(N avec une production d╆ARN viral au stade différencié┻ 
« D » = différenciation 
J21/J28ååååååå

M 0      4      7      14    21    28    36    42    49    56    63    66   neg pos

+ 1% SHN 
pendant le 
processus 
d’infection

ど 269 pb 

3

M.O.I = 1
HCVsp infection

Jours postどplating

4x105 copies/ml (J42 + J49)

« P » = prolifération
J0 å J7/J14 HCVsp (5 μg)

 
Figure 33: Cinétique de production d’ARN du HCV.  

L’infection des  cellules HepaRG  se  fait au  stade prolifératif  (Jour 3 post  inoculation) avec un MOI de 1 en 

présence de sérum humain normal (SHN)  
3) Caractérisation des particules virales produites 

 Les particules (CV ont été purifiées à partir de surnageants de culture par des étapes successives d╆ultracentrifugation┻ Le culot obtenu est ainsi enrichi en particules virales et utilisé pour des études immunologiques et physico┽chimiques┻  
3.1. Activité antigénique E1E2 

 L╆activité  antigénique  des  particules  produites  a  été  analysée  par  EL)SA  en  utilisant l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など┻ Les résultats représentés sur le Figure 34 montrent une forte  réactivité  EなEに  vis┽à┽vis  du  Dぬに┻など  entre  Jにぱ  et  Jねひ  ゅphase  de  différenciationょ correspondant au pic de détection de l╆ARN viral┻ La limite de dilution des échantillons à différents  temps  ゅJにぱ┸  Jねに  et  Jねひ  p┻e┻ょ  a  été  déterminé  et  est  ス  な【などど┻  Ces  résultats 
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montrent  qu╆il  existe  une  bonne  corrélation  entre  l╆activité  antigénique  EなEに  et  la détection  de  l╆ARN  ゅギょ  du  (CV┻  Ainsi┸  des  particules  (CV  contenant  de  l╆ARN  viral  et exprimant l╆épitope EなEに reconnu par l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など sont nouvellement synthétisées entre Jにの et Jねね soit environ は semaines après infection┻ 

 

Figure 34: Titration de l’activité antigénique E1E2 des particules virales.  Les  particules  virales  purifiées  ont  été  analysées  par  ELISA  à  différentes  dilutions  (1/5 ;  1/10 ;  1/50  et 

1/100). La réactivité E1E2 est étudiée en utilisant l’anticorps D32.10.    

   
3.2. Propriétés physico┽chimiques des particules HCV 

 Nous avons ensuite étudié la distribution de la densité des particules virales en fonction de  leur  réactivité  EなEに【Dぬに┻など  par  EL)SA  et  la  détection  de  l╆ARN  viral  par  RT┽PCR quantitative en gradient d╆iodixanol ゅは ┽ のはガ ┹ Optiprepょ selon la technique décrite par Nielsen  ゅFigure  35ょ  いNielsen  et  al┻┸  にどどはう  et  en  gradient  de  saccharose  comme précédemment いPetit et al┻┸ にどどのう┻      
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Figure 35: Ultracentrifugation isopycnique en gradient d’iodixanol 

. Le culot enrichi en particules HCV est déposé sur un gradient d’iodixanol (6┽56%). La densité des différentes 

fractions est déterminée par réfractométrie.  Une  seule  population  virale  de  faible  densité  ゅな┸どは  ┽  な┸なに  g【mlょ  a  été  identifiée  en gradient  d╆iodixanol  et  présente  une  forte  réactivité  EなEに  vis┽à┽vis  de  l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など ゅFigure 36Bょ┻ Cette activité antigénique EなEに est observée dans les fractions ぬ à ば avec un maximum pour la fraction ね ゅdensité サな┸どぱ g【mlょ correspondant au pic d╆ARN viral┻ )l existe une bonne corrélation entre l╆activité antigénique EなEに et la détection de l╆ARN viral┻ Cette population (CV enveloppée positive pour EなEに contient la  majorité  de  l╆ARN  viral  soit  は┸ぱ  xなどぬ  copies  d╆ARN  viral【ml┻  Ces  observations  sont spécifiques  aux  particules  virales  puisque  aucune  activité  antigénique  EなEに┸  ni  de détection  d╆ARN  viral  ne  sont  observées  avec  le  surnageant  de  cellules  non  infectées préparé dans  les mêmes conditions et utilisé comme témoin négatif ゅFigure 36Aょ┻ Par contre  en  gradient  de  saccharose┸  cette  population  virale  se  retrouve  à  une  densité comprise entre な┸なば et な┸にど g【ml┻ Ainsi┸ ces particules virales présentent des propriétés physico┽chimiques  identiques  aux  particules  (CV  circulantes  comme  précédemment montré いPetit et al┻┸ にどどのう┻ L╆analyse de  l╆EL)SA des différentes  fractions du gradient d╆iodixanol pour  la présence des  apolipoprotéines  B  et  E  ゅApoB  et  ApoEょ  révèle  que  ces  particules  virales enveloppées  contenant  de  l╆ARN  viral  ゅギょ  sont  associées  à  l╆ApoB  et  à  l╆ApoE  et sédimentent entre な┸どは et な┸なに g【ml┻ Comme précédemment décrit いNielsen et al┻┸ にどどはう┸ cette population de faible densité ゅな┸どぱ g【mlょ contient la majorité de l╆ARN viral et nous montrons qu╆elle exprime les protéines d╆enveloppe EなEに identifiées par l╆AcMo Dぬに┻など associées à l╆ApoB et à l╆ApoE ゅFigure 36Cょ┻  
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Figure 36: Analyse des différentes populations virales. 

 Les particules virales purifiées sont soumises à une ultracentrifugation isopycnique en gradient d’iodixanol 

(B). La densité de chaque  fraction est déterminée par réfractométrie. Ces  fractions  sont ensuite  testées en 

ELISA avec  l’anticorps monoclonal D32.10,  l’anti┽ApoB et  l’anti┽ApoE (C). L’ARN viral est quantifié par RT┽

PCR  en  temps  réel.  Le  surnageant  des  cellules  non  infectées  est  préparé  dans  les  mêmes  conditions 

(ultracentrifuagtion successives) et utilisé comme témoin négatif (A). 
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3.3. Réinfection des cellules naives 

 Les  cellules  (epaRG  na∪ves  ont  été  infectées  à  Jぬ  post  ensemencement  avec  du surnageant  Jにな  de  la  première  infection┻  Les  résultats  de  RT┽PCR  réprésentés  sur  la 
Figure 37 montrent une détection de l╆ARN viral avec amplification du signal au début de  la phase de différenciation avec un maximum à Jにな┻ Ces résultats suggérent que  les particules virales produites dans ce systéme sont infectieuses┻   

 

Figure 37: Réinfection des cellules naives 

 

4) Détection des antigènes viraux dans les cellules HepaRG infectées 

 La  présence  des  antigènes  du  (CV  est  analysée  dans  les  cellules  (epaRG  à  Jにぱ  post ensemencement en utilisant  l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など qui a été montré capable de détecter  les  protéines  d╆enveloppe  du  (CV  dans  des  biopsies  de  foie  de  patients cirrhotiques et  tumorales  いGaly et al┻┸ にどどばう et  l╆anticorps anti┽capside  ゅCば┻のど┸ Abcamょ pour la détection de l╆antigène de capside┻ Les résultats d╆immunohistochimie montrent que les antigènes d╆enveloppe EなEに et de capside du (CV s╆accumulent dans le cytosol des  cellules  infectées  avec  un  fort  marquage  ゅFigure  38b,  c,  dょ┻  Ce  marquage cytoplasmique  est  spécifique  puisque  aucun marquage  n╆est  observé  dans  les  cellules non infectées ゅavec ou sans anticorpsょ servant de contrôle négatif ゅaょ┻ Un mois après la mise  en  culture  ゅJにぱょ┸  environ  はどガ  des  cellules  (epaRG  seraient  infectées  et  ce pourcentage  diminue  ensuite  à  Jのは  où  ぬどガ  des  cellules  sont  marquées┻  Tous  ces résultats  confirment  l╆infection  des  cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVsp  et  que l╆AcMo  Dぬに┻など  constitue  un  bon  outil  pour  la  détection  des  protéines  EなEに  dans  les cellules infectées┻ 
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Figure 38: Localisation des antigènes viraux dans les cellules infectées.  

L’anticorps  anti┽E1E2/D32.10  et  l’anti┽capside  C7.50  sont  utilisés  en  immunohistochimie  pour  détecter 

respectivement  les protéines d’enveloppe E1E2 (b et c) et  la capside du HCV (d). Les cellules non  infectées 

sont utilisées comme contrôle négatif (a). 

  
5) Persistance de l’infection 

 Les  cellules  (epaRG  infectées  ゅ(CVsp┽RGょ  ont  été  congelées  à  Jのは  puis  remises  en culture  à  faible  densité┻  Apres  un  ou  trois  repiquages  ゅPな  et  Pぬょ┸  le  processus  de différenciation a été induit et la production de particules enveloppées EなEに positives et contenant de l╆ARN viral recherchée ゅFigure 39ょ┻ L╆ARN viral a été détecté puis quantifié par RT┽PCR en temps réel entre Jぬの et Jのは post┽ensemencement après ぬ repiquages ゅPぬょ et  induction de  la phase de différenciation┻ Dans ces conditions┸  le  taux d╆ARN du (CV est  compris  entre  な  et  に  x  などぬ  copies【ml  ゅFigure 39Aょ┻  Nous  avons  noté  que  ce  taux d╆ARN viral détecté est moins important après ぬ repiquages qu╆après un seul repiquage avant  l╆induction  de  la  différenciation┻  Ceci  suggère  que  les  cellules  (epaRG  sont chroniquement  infectées  avec  persistance  de  l╆infection┻  Les  culots  des  surnageants correspondant  aux  Pな  et  Pぬ  ont  ensuite  été  soumis  à  une  ultracentrifugation isopycnique en gradient de saccharose ゅなど┽はどガょ┻ L╆analyse des résultats de l╆EL)SA des différentes  fractions  montrent  une  forte  activité  antigénique  EなEに  aux  densités comprises entre な┸なの et な┸にどg【ml ゅBょ┻ En fonction de la présence ou de l╆absence d╆ARN viral┸  nous  avons  subdivisé  cette  population  virale  en  deux  sous  populations┻  Une 
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première population correspondant aux fractions なな et なに et qui sédimente à な┸なね ┽ な┸なの g【ml┻  Ces  particules  virales  expriment  plus  de  protéines  d╆enveloppe  à  leur  surface associées à la majorité de l╆ApoB【E ゅCょ mais elles ne contiennent pas d╆ARN viral┻ De ce fait┸ ces virions identifiés correspondent vraisemblablement aux particules enveloppées vides┻  Par  contre┸  la  seconde  sous┽population  virale  ゅfractions  なね┸  なの  et  なはょ  contient jusqu╆à などの copies d╆ARN du (CV 【ml et présente une activité antigénique EなEに et une expression d╆apolipoprotéies B et E moins importantes┻ Ces particules virales complètes qui  sédimentent  à  une  densité  comprise  entre  な┸なぱ  et  な┸にど  g【ml  seraient potentiellement infectieuses┻ 

 

Figure 39: Caractéristiques des particules provenant des cellules chroniquement infectées (HCVsp┽
RG).   
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L’ARN  viral  est  détecté  puis  quantifié  par  RT┽PCR  en  temps  réel  (A).  Les  particules  HCV  purifiées  sont 

soumises à une ultracentrifugation  sur gradient de  saccharose  (B). Les  fractions  sont analysées par ELISA 

avec l’AcMo D32.10 et l’anti┽ApoB et l’anti┽ApoE(C). 

 

6) Etudes morphologiques des cellules infectées Par microscopie électronique et marquage à  l╆or┸ des études morphologiques ゅAょ et de localisation  intra┽cellulaire des antigènes EなEに et  capside  ゅBょ ont  été  réalisées  sur  les cellules  infectées  de  façon  persistante  ゅ(CVsp┽RGょ  comparativement  aux  cellules  non infectées┻  Ainsi  en  microscopie  électronique┸  les  cellules  infectées  présentent  des altérations  morphologiques  visualisées  sur  la  Figure  40  avec  la  présence  de  corps multivésiculaires  associés  à  la membrane  et  un  épaississement  sous membranaire  du cytosquelette  au  pole  apical┻  De  plus┸  des  structures  multi  lamellaires  successives  et régulières  ゅにに  nmょ  provenant  de  la  membrane  du  réticulum  endoplasmique  ont  été observées  dans  les  cellules  infectées┻  Ces  réarrangements  membranaires  ont  été retrouvés associés à  la réplication des virus à ARN いSchwartz et al┻┸ にどどねう┻ Nous avons également  noté  la  présence  de  corps  apoptotiques  dans  certaines  de  ces  cellules infectées de manière chronique┻ L╆étude de la localisation cellulaire des antigènes viraux a été réalisée par une approche d╆immunomarquage à l╆or en ME en utilisant les anticorps monoclonaux Dぬに┻など et Cば┻のど ゅAbcamょ pour détecter respectivement les protéines d╆enveloppe et de capside du (CV┻ L╆expression  des  antigènes  EなEに  et  de  la  capside  dans  les  cellules  (CVsp┽RG  est observée  avec  une  localisation  sous┽membranaire┸  membranaire  et  très  souvent associée  à  des  vésicules  ressemblant  à  des  exosomes┻  L╆épitope  EなEに  reconnu  par l╆AcMo  Dぬに┻など  est  exprimé  dans  les  cellules  infectées┻  Ces  observations  suggèrent  un possible bourgeonnement des virions via les exosomes puisqu╆il a été montré qu╆il existe une  association  des  protéines  d╆enveloppe  EなEに  du  (CV  avec  des  exosomes いMasciopinto et al┻┸ にどどねう 
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Figure 40: Etude morphologique et localisation intra┽cellulaire des antigènes viraux dans les 
cellules infectées 

L’analyse par microscopie électronique a permis d’observer les modifications morphologiques au niveau des 
cellules infectées. L’analyse de la localisation subcellulaire des antigènes viraux a été réalisée en utilisant les 
anticorps anti┽E1E2/D32.10 et anti┽core/C7┽50.  

 

7) Inhibition de l’infection par l’anticorps monoclonal anti┽E1E2/D32.10 Enfin┸  nous  avons  testé  l╆activité  inhibitrice  du  Dぬに┻など  dans  ce  système  d╆infection  in 

vitro  fonctionnel  des  cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVsp┻  Ainsi┸  l╆anticorps monoclonal anti┽EなEに a été utilisé dans ces expériences d╆inhibition de l╆infection à une concentration égale à ど┸の ヅg【ml correspondant à l╆)Cのど de l╆anticorps déterminée dans nos études d╆inhibition du cell┽binding  いNdongo et  al┻┸  にどどひう┻ Des études préliminaires montrent une  inhibition quasi┽totale de  l╆infection des  cellules (epaRG par  l╆anticorps Dぬに┻など jusqu╆à ひの ガ d╆inhibition à Jなね et ぱど ガ à Jにな post ensemencement ゅFigure 41ょ┻ Cet  effet  inhibiteur  s╆observe  précocement  suggérant  une  action  de  l╆anticorps  aux stades  précoces┸  d╆attachement  et  d╆entrée du  virus  qui  impliqueraient  l╆épitope EなEに reconnu par l╆AcMo Dぬに┻など comme précédemment montré いNdongo et al┻┸ にどどひう┻    
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Figure 41: Inhibition de l’infection par l’anticorps monoclonal D32.10.  

L’ARN viral est détecté par RT┽PCR classique puis quantifié par RT┽PCR en temps réel exprimé en nombres de 

copies/ml. En  conclusion┸  nous  avons montré  pour  la  première  fois  que  les  cellules  (epaRG  qui expriment  les  récepteurs  potentiels  du (CV  sont  infectables  au  stade prolifératif  avec une  production  d╆ARN  viral  sous  forme  particulaire  infectieux  associé  aux  protéines d╆enveloppe et aux apolipoprotéines B et E au stade différencié┻ L╆épitope EなEに reconnu par l╆AcMo Dぬに┻など a été montré exprimé dans les cellules (epaRG infectées┻ De plus┸ ces cellules  (epaRG  sont  infectées  de  façon  persistante┻  A  ce  stade┸  elles  présentent  de nombreuses modifications morphologiques associées à une réplication virale des virus à ARN┻  Dans  ce  système┸  l╆AcMo  Dぬに┻など  est  capable  d╆inhiber  fortement  les  étapes précoces du cycle viral┸ vraisemblablement au niveau de l╆attachement et de l╆entrée du virus dans la cellule ゅFigure 42ょ┻ 
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Figure 42 : Infection des cellules HepaRG par les particules HCVsp : inhibition par l’anticorps anti┽

E1E2/D32.10          
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3.  ARTICLE 3 ┽ EXPRESSION DE E1E2 SUR LES PARTICULES 
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Dans  la  troisième  étude┸  nous  avons  recherché  l╆expression  de  l╆épitope EなEに【Dぬに┻など sur  les  particules  (CV  dérivées  de  foies  de  patients  infectés  par  le  (CV  ゅ(CV┽lpょ  et analysé  leurs  propriétés  physico┽chimiques┻  Pour  cela┸  des  hépatocytes  humains provenant de biopsies chirurgicales de foie ont été  isolés puis cultivés┻ Ce travail a été rendu  possible  grâce  à  une  collaboration  avec  Dr  Marc  B)LODEAU  du  Service d╆(épatologie Cellulaire du C(U┽(ôpital Saint┽Luc de Montréal┻ Après deux  jours de  culture┸  les  surnageants  ont  été  collectés  et  les particules (CV┽lp secrétées à partir de ces cultures primaires d╆hépatocytes humains ont été purifiées par des  étapes  successives  d╆ultracentrifugation┻  Ainsi┸  trois  préparations  virales  ゅVPょ  ont été obtenues provenant de trois patients différents┸ に de génotype なb ゅVPな et VPにょ et un de  génotype  にb  ゅVPぬょ┻    les  trois  VPs  ont  été  analysées  en  terme  de  quantification  de l╆ARN  viral┻  Elles  contiennent  de  に  x  などは  à  ぬ┸ば  x  などば  copies  d╆ARN  du  (CV【ml correspondant  à  une  activité  spécifique  d╆environ  などは  à  などば  copies  【mg  de  protéine ゅTable 1ょ┻  L╆activité antigénique d╆enveloppe EなEに de VPな┸ VPに et VPぬ a été analysée par  EL)SA  en  utilisant  l╆anticorps  monoclonal  Dぬに┻など┻  Cette  réactivité  EなEに proportionnelle à la concentration en protéine présente une limite de dilution d╆environ など  ヅg【ml  pour  VPな  et  ズ  のヅg【ml  pour  VPに  et  VPぬ  ゅFigure  1Aょ┻  L╆expression  des protéines d╆enveloppe du (CV a été également analysée par une approche western blot┻ Les protéines Eな ゅぬなkDaょ et Eに ゅはど┽はぱ kDaょ ont été détectées fortement dans les trois préparations virales ゅFigure 1Bょ┻ Nous avons observé une bonne corrélation entre  les résultats  obtenus par  les  techniques d╆EL)SA et  de western blot  ゅVPなジVPにジVPぬょ  ainsi qu╆entre  la  réactivité EなEに et  la quantification de  l╆ARN du (CV┻ Nous avons confirmé que  l╆anticorps  Dぬに┻など  était  capable  de  détecter  aussi  bien  les  protéines  Eな  et  Eに  de génotype に que celles de génotype な┻ L╆expression de  l╆antigène de capside a aussi été analysée par western blot en utilisant un anticorps polyclonal commercial anti┽core ゅCぬ┸ USBiologicalょ  ゅFigure 1Cょ┻  La  protéine  de  capside  est  clairement  détectée  sous  forme monomérique à にの kDa dans la VPに associée à des formes multimériques ゅのど┸ ばの et なのど kDaょ┻ Ces multiméres de にの kDa sont également observées dans VPぬ ゅのど kDaょ et VPな ゅばの kDaょ mais la forme monomérique est faiblement détectée dans la VPぬ et absente dans la VPな┻  Ces  résultats  déjà  observés  dans  les  particules  (CVsp  confirment  une  grande hétérogénéité moléculaire de  la protéine de capside┻ Ainsi┸ nous avons montré que  les 
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(CV┽lp ゅVPな┸ VPに et VPぬょ contiennent l╆ARN viral┸ des protéines de capside et expriment à leur surface les protéines Eな┸ Eに détectées par l╆AcMo Dぬに┻など┻ Sur le plan physico┽chimique┸ nous avons séparé les différentes sous populations virales en fonction de leur densité après sédimentation par ultracentrifugation sur gradient de saccharose  ゅなど  à  はどガょ┻  Nous  avons  ainsi  identifié  une  population  majoritaire  qui sédimente à une densité comprise entre な┸なの et な┸にの g【ml pour les ぬ VPs ゅFigure 2A, B 

et Cょ┻ Cette population contient に x などの copies d╆ARN【ml pour VPな ゅfractions なな et なにょ┸ ぬ┸ぱ  x  などね  pour  la  VPに  ゅfraction  なにょ  et  ぬ┸ぬ  x  などね  copies【ml  pour  la  VPぬ  ゅfraction  ななょ┻ L╆expression des protéines d╆enveloppe Eな et Eに a également été analysée en EL)SA et en western  blot  avec  l╆anticorps  anti┽EなEに【Dぬに┻など┻  En  conditions  réductrices  ゅRょ┸  les formes monomériques de Eな et Eに sont détectées dans  les  fractions correspondant au pic en EL)SA┻ En conditions non réductrices  ゅNRょ┸  seules des bandes     セ にどど kDa sont détectées  qui  correspondent  aux  formes homo┽hétérodimériques  des  complexes EなEに comme observé avec les particules (CVsp┻ Ces résultats montrent qu╆il existe une étroite corrélation entre la détection maximale des complexes d╆enveloppe EなEに et la présence d╆ARN  viral┻  Ainsi┸  les  particules  (CV  dérivées  de  foie  de  patients  cirrhotiques  qui contiennent  l╆ARN  du  (CV┸  expriment  l╆épitope  EなEに【Dぬに┻など  et  sédimentent  à  な┸なの┽ な┸にの  g【ml  en  gradient de  saccharose┻  Ces  signaux  sont bien  spécifiques des particules (CV puisque l╆ARN viral en RT┽PCR quantitative et l╆activité antigénique EなEに en EL)SA sont négatifs sur une préparation obtenue dans les mêmes conditions à partir d╆un foie non infecté ゅFigure 2Dょ┻ Enfin┸ nous avons étudié l╆expression des antigènes viraux dans les hépatocytes humains infectés en immunohistochimie┻ Pour cela nous avons utilisé les anticorps monoclonaux anti┽EなEに【Dぬに┻など┸ anti┽Eに【Dね┻なに┻ひ┸ obtenus par immunisation avec des particules (CV sériques  ゅ(CVspょ  et  un  anticorps  polyclonal  anti┽capside  commercial  ゅclone  なな┽Bぬ┸ CぱAになはM┸ Biodesign )nternationalょ┻ Ainsi┸ en présence des anticorps Dぬに┻など et Dね┻なに┻ひ┸ nous  avons  observé  un  fort  marquage  avec  une  localisation  cytoplasmique  avec  la préparation virale VPに de génotype なb ゅFigure 3B, Cょ┻ Des résultats similaires ont été obtenus  avec  des  hépatocytes  primaires  de  génotype  にb  correspondant  à  VPぬ┻  Ces observations démontrent une expression à la fois des épitopes EなEに et Eに reconnus par ces  deux  anticorps  dans  les  hépatocytes  infectés  par  le  (CV  provenant  de  patients cirrhotiques┻  L╆antigène  de  capside  a  également  été  détecté  dans  les  hépatocytes 
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humains  infectés par  le (CV de génotype なb avec  la même  localisation  cytoplasmique ゅFigure  3Dょ┻  Cependant┸  l╆anticorps  utilisé  dans  ces  expériences  ne  reconnait  pas l╆antigène de  capside du (CV de  génotype に┻ Aucun marquage n╆est  observé dans des hépatocytes  humains  provenant  de  foie  de  patient  non  infecté  avec  des immunoglobulines irrelevantes ゅFigure 3Aょ┻ Ces résultats montrent que l╆épitope EなEに reconnu par l╆anticorps Dぬに┻など est exprimé parallèlement à l╆antigène Eに et à la capside dans le cytoplasme des hépatocytes infectés ゅFigure 43ょ┻  

 
Figure 43: Caractéristérisque des particules HCV┽lp         

Particules virales secrétéesouHCV┽lp: 
HCVRNA 
E1E2 
Capside

Expression de l’épitopeE1E2/D32.10 sur les 
particulesHCV┽lpet dans les hépatocytes

infectés in vivo

L’anticorps anti┽E1E2 /D32.10 (et anti┽E2/D4.12.9) = Outil de détection des antigènes d’enveloppe E1E2 du HCV
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4.  ARTICLE 4 ┽ ASSOCIATION DES ANTICORPS ANTI┽E1E2 A LA 

GUERISON SPONTANEE OU A LA REPONSE VIROLOGIQUE SOUTENUE 

AUX TRAITEMENTS ANTIVIRAUX AU COURS DE L’INFECTION                             

PAR LE VIRUS DE L’HEPATITE C    
Association of anti┽E1E2 antibodies with spontaneous recovery or sustained 

virological response to therapy in patients with HCV 
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L╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など reconnait un épitope combinatoire impliquant une région de la protéine Eな┸ et deux régions de la protéine Eに┸ exprimé à la surface des particules (CV  sériques  いPetit  et  al┻┸  にどどのう┻  Cet  anticorps  présente  des  propriétés  pertinentes puisque  nous  avons  montré  par  différentes  approches  in  vitro┸  qu╆il  était  capable d╆inhiber  efficacement  les  interactions  entre  les  (CVsp  et  les  cellules  hépatocytaires ゅ(uh┽ば et (epaRGょ et pouvait avoir un effet neutralisant sur l╆infection des (epaRG par les virions sériques┻ De plus┸ il a été montré que des anticorps de même spécificité que le Dぬに┻など étaient présents dans le sérum de patients infectés par le (CV┻ Par une approche EL)SA  spécifique┸  nous  avons  recherché  la  prévalence  des  anticorps  anti┽EなEに  chez différents groupes de patients infectés par  le (CV afin de déterminer  leur signification clinique┻ Le test de détection de ces anticorps a été décrit いPetit et al┻┸ にどどのう puis mis au point  au  sein  de  notre  équipe┻  Son  principe  repose  sur  l╆utilisation  de  trois  peptides biotinylés ゅEな┸ EにA et EにBょ┸ correspondant aux trois régions reconnues par  l╆anticorps Dぬに┻など┸  qui  sont  adsorbés  séparément  sur  une  surface  solide  via  la  streptavidine ゅFigure 44ょ┻  Le  seuil  de  positivité  est  calculé  en  ajoutant  ぬ  déviations  standards  à  la moyenne des contrôles négatifs  ゅsérums humains normaux provenant de donneurs de sang  (CV┸  (BV  et  ()V  négatifsょ  ゅFigure  なょ┻  Ainsi┸  un  échantillon  est  considéré  positif pour les anticorps anti┽EなEなA┸B quand il est positif pour chacun des peptides Eな┸ EにA et EにB┻  Ce  test  a  été  validé  aussi  bien  sur  le  plan  de  la  sensibilité  que  sur  le  plan  de  la spécificité avec des variations intra et inter┽essais ズ のガ┻  

 

Figure 44 : Test ELISA de détection des anticorps anti┽E1E2A,B [Petit et al., 2005].  

Les 3 peptides biotinylés (E1, E2A, E2B) sont adsorbés sur une surface solide via  la streptavidine. Les 
anticorps anti┽E1E2A,B sont recherchés à partir de sérums de patients  infectés par  le HCV. L’étape de 
révélation se fait en ajoutant les anticorps anti┽IgGs humaines couplés à la peroxydase┻ 

Peptides Biotinylés :

Anti-IgGs Humaines 

(peroxydase)

E1 (292-306) E2A (480-494) E2B (608-622)

Streptavidine

Ac anti-E1E2A,B/D32.10-like 

dans le sérum des patients

1/50ĺ1/250-500 --> 1/2000
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Au cours de cette étude┸ nous avons d╆abord recherché la séroprévalence des anticorps anti┽EなEにA┸B  chez  des  patients  qui  ont  guéris  spontanément  de  leur  infection  (CV ゅvirémie  négative  et  transaminases  normalesょ  comparés  à  des  patients  virémiques porteurs  chroniques du (CV et  ayant  reçu  aucun  traitement  antiviral┻  Sur のに patients guéris┸  ねは  sont  positifs  pour  les  anti┽EなEにA┸B  ce  qui  représente  un  pourcentage  de ぱぱ┸のガ avec des titres en anticorps très élevés セ な【などどど dans ぱどガ des cas ゅFigure 2ょ┻ A l╆inverse┸  seulement  ば  patients  porteurs  chroniques  sur  のど  ゅなねガょ  ont  été  retrouvés positifs  pour  ces  anticorps┻  Des  résultats  similaires  ont  été  obtenus  avec  les immunoglobulines  purifiées  à  partir  du  sérum  de  ces  différents  groupes  de  patients ゅFigure 3ょ┻ Cela  confirme  la  spécificité de cette anticorps et  suggère que  les anticorps anti┽EなEにA┸B ゅou D32.10┽likeょ pourraient être des anticorps de guérison et sont associés au contrôle de l╆infection (CV┻ Dans un deuxième temps┸ nous avons comparé のに patients répondeurs complets ゅRCょ et ねど non répondeurs ゅNRょ à des traitements antiviraux successifs avec de l╆)FN standard ou pégylé associé à la ribavirine┻ Les résultats ont montré que seuls などガ des NR étaient positifs pour  les anticorps anti┽EなEにA┸B contre ねど┸ねガ pour  les RC  ゅFigure 4ょ┻ Le  titre des  anticorps  chez  ces  patients  RC  qui  ont  complètement  éliminé  le  virus  après  une thérapie antiviral est variable et relativement faible ズ な【のどど dans のどガ des cas┻ Ce taux partiel  de  réponse  anti┽EなEにA┸B  chez  les  patients  RC  pourrait  s╆expliquer  par  une variabilité du temps de récupération des échantillons après arrêt du traitement┻ En effet┸ les にな échantillons trouvés positifs sur les のに testés correspondent à des prélèvements obtenus relativement précocement après l╆arrêt du traitement ゅは mois à なanょ tandis que les échantillons négatifs ゅぬな【のにょ correspondent à des prélèvements obtenus entre なet の ans après l╆arrêt du traitement┻ Ceci suggère que la réponse humorale anti┽EなEにA┸B chez les  répondeurs  complets  pourrait  décroitre  en  fonction  du  temps  après  l╆arrêt  du traitement┻  Pour  déterminer  la  cinétique  d╆apparition  des  anticorps  anti┽EなEにA┸B┸  nous  avons réalisé une étude  longitudinale de ces anticorps chez ひ patients RC et ば patients NR à différents  temps  avant┸  pendant  et  après  traitement ┺  な mois  ゅM┽なょ  avant  le  début  du traitement ゅTRTょ┸ au temps ど ゅMどょ du TRT┸ な mois ゅMギなょ┸ に mois ゅMギにょ┸ ぬ mois  ゅMギぬょ┸ は mois ゅMギはょ et なに mois ゅMギなにょ après le début du TRT┸ et は mois ゅギはMょ après lｆarrêt du TRT ゅFigure のょ┻ Nos résultats montrent une absence des anticorps anti┽EなEにA┸B chez les 
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NR  tout  au  long  du  suivi┻  Cependant┸  cette  réponse  humorale  a  été  trouvée significativement  ゅp  ジど┸どのょ  positive  pour  tous  les  échantillons  du  groupe  des  RC  par rapport au groupe des NR┸ notamment à な mois avant  ゅM┽なょ et ぬ mois  ゅMギぬょ après  le début de la TRT ゅM ギぬょ avec une probabilité┸ p ジど┸どどな┻ Cette réponse anticorps présente un  profil  fluctuant  《 en  dent  de  scie 》  avec  un  pic  à  な  mois  ゅMなょ  après  le  début  du traitement┸ puis une diminution à Mギに et un maintien ou une remontée à Mギぬ ou Mギは┻ Bien que toujours positifs à Mギなに après le début du traitement et à は mois après l╆arrêt du traitement┸  le  taux d╆anticorps anti┽EなEにA┸B semble diminuer dans  le  temps┸ ce qui pourrait expliquer les résultats de l╆étude transversale avec seulement ねどガ de sérums positifs  chez  les  patients  RC┻  L╆analyse  de  ces  résultats  par  le  tracé  des  courbes  ROC ゅreceiver  operating  characteristicょ  a  permis de déterminer  la  sensibilité des  anticorps anti┽EなEにA┸B  pour  la  prédiction  de  la  réponse  au  traitement  à  différents  temps ┺ M┽な┸ Mギぬ┸ Mギは┻ Des valeurs seuils ont ainsi pu être calculées et les patients avec des valeurs supérieures  à  ce  seuil  sont  considérés  comme  répondeurs  aux  traitements  alors  que ceux  avec  des  valeurs  inférieures  au  seuil  ne  sont  pas  des  répondeurs  virologiques soutenus┻ La spécificité et la valeur prédictive positive ゅVPPょ du test sont aussi de などどガ alors que la sensibilité et la valeur prédictive négative ゅVPNょ sont de ぱば┸のガ à M┽な┸ Mギな et Mギぬ ゅTable にょ┻ Les résultats obtenus au cours de ces études  longitudinales montrent que  les  anticorps  anti┽EなEにA┸  B  sont  présents  précocement┸  avant même  le  début  du traitement chez les patients répondeurs complets et peuvent donc être prédictifs dｆune réponse virologique soutenue à une thérapie antivirale┻ En  conclusion┸  les  résultats  obtenus  au  cours  de  cette  étude  in vivo  suggèrent  que  les anticorps  anti┽EなEにA┸B  pourraient  être  des  anticorps  de  guérison  associés  à  une éradication  complète  spontanée  du  (CV  chez  les  patients  infectés  et  sont  prédictifs d╆une réponse virologique complète chez les patients porteurs chroniques soumis à une thérapie antivirale  standard  ゅ)FN pégylé ギ  ribavirineょ  ゅFigure 45ょ┻ Ces anticorps anti┽EなEにA┸B représentent un nouveau marqueur du (CV dont  la  recherche dans  le sérum parallèlement  à  l╆ARN  viral  pourrait  constituera  un  outil  décisionnel  précieux  pour  la prise en charge des patients infectés par le (CV┻    
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Figure 45 : Pouvoir neutralisant in vivo de l’anticorps anti┽E1E2/D32.10             

Réponse humorale anti┽E1E2A,B/D32.10┽like durant l’infection  HCVnaturelle  in vivo       
= Prédictive de la réponse virologique soutenue à une thérapie antivirale                          

(VPP& VPNシ 100% & 86% à M┽1)
î VALORISATION DE L’AcMoD32.10 = Applications diagnostiques et thérapeutiques

Infection in vivo

Immunité stérile

hépatocyteParticules (CV
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Lｆinfection  par  le  (CV  est  à  lｆorigine  de  la  production  de  très  nombreux  anticorps┸ dirigés  à  la  fois  contre  des  épitopes  des  protéines  structurales  et  non  structurales  du virus┻  Le  rôle  de  ces  anticorps  dans  le  contrôle  de  lｆinfection  est  mal  connu┻  La production dｆanticorps neutralisants est indispensable à la neutralisation des particules virales libres et à lｆinhibition de leur pénétration dans les cellules permissives┻ Lorsque le  virus  pénètre  dans  la  cellule┸  les  réponses  humorales  peuvent  aussi  contribuer  à limiter la transmission virale de cellule à cellule┻ Leur effet sur les virus intra┽cellulaires est  lié  à  la  cytotoxicité  dépendante  du  complément  et  à  la  cytotoxicité  cellulaire dépendante  dｆanticorps  ゅantibody┽dependent  cellular  cytotoxicity┸  ADCCょ┻  Farci  et collaborateurs ont été  les premiers à avoir décrit  la présence d╆anticorps neutralisants anti┽(CV chez le chimpanzé┸ ceux┽ci étaient dirigés contre des épitopes situés au niveau de  la région (VRな de Eに┻ Par  la suite┸ plusieurs données ont suggéré que  les anticorps neutralisants  ont  un  impact  réel  sur  l╆infection  par  le  (CV┻  Ainsi┸  une  meilleure connaissance  des  aspects  moléculaires  de  l╆interaction  entre  le  virus  et  les  anticorps neutralisants devrait faciliter la compréhension de l╆histoire naturelle de l╆hépatite C et permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques et prophylactiques┻ 
Des progrès remarquables ont été réalisés ces dernières années avec le développement de  modèles  d╆études  in  vitro  qui  ont  permis  de  déterminer  les  cibles  de  la  réponse humorale  contre  le  (CV┻  Le  modèle  des  (CVpp  a  été  le  premier  modèle  permettant d╆identifier  des  anticorps  capables  de  neutraliser  in  vitro  l╆infectivité  des  pseudo┽particules dans ce système┻ Cette première étude fonctionnelle n╆a pas permis de mettre en  évidence  la  présence  d╆anticorps  neutralisants  chez  les  patients  qui  guérissent spontanément┻ De ce fait┸ ces anticorps détectés ne confèrent pas une immunité stérile et ne sont donc pas neutralisants┻  
Dans  le  cadre  de  ce  travail  de  thèse┸  nous  nous  sommes  focalisés  sur  l╆étude  de  la réponse humorale neutralisante au cours de l╆hépatite C et plus précisément sur le rôle potentiellement neutralisant de l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など┻ C╆est un anticorps qui a été  isolé  puis  caractérisé  dans  notre  équipe  et  qui  pourrait  avoir  un  intérêt  clinique majeur┻  )l  est  spécifique  du  (CV  et  reconnait  un  déterminant  antigénique  discontinu┸ composé d╆un site dans la protéine Eな ゅにひば┽ぬどはょ et de に sites dans Eに ゅねぱど┽ねひねひょ ゅはなぬ┽はになょ  いPetit  et  al┻┸  にどどぬう┻  Cet  épitope  Dぬに┻など  est  exprimé  à  la  surface  des  (CVsp naturelles  いPetit  et  al┻┸  にどどのう  et  est  impliqué  dans  les  interactions  (CV┽cellule  via  les 
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sites de liaison avec CDぱな et les GAG いOlenina et al┻┸ にどどの┹ Rothwangl et al┻┸ にどどぱ┹ Yagnik et al┻┸ にどどどう┻ La connaissance de la structure du complexe d╆enveloppe EなEに┸ exprimé à la  surface  des  particules  virales  C  naturelles┸  est  essentielle┻  C╆est  pourquoi  il  est important  d╆étudier  les  interactions  entre  le  (CV  sérique  et  ses  cellules  cibles┸  les hépatocytes humains et les mécanismes de la neutralisation dans un tel système┻  
L’anticorps monoclonal D32.10  présente  des  propriétés  neutralisantes  in 

vitro 
Le D32.10 inhibe l’interaction des HCVsp avec les cellules hepatocytaires Dans  la  première  étude┸  un  test  in  vitro  de  cell┽binding  いGodard  et  al┻┸  なひひにう  a  été développé puis adapté aux particules (CV┻ Cette approche consiste en la fixation d╆iode なにの sur la protéine ligand いMcConahey and Dixon┸ なひははう et permet de mesurer ensuite le marquage  spécifique  des  (CVsp  fixées  à  différentes  concentrations  du  radioligand┻ L╆utilisation de concentrations croissantes de ligand radioactif permet de construire une courbe de saturation┻ A partir de cette courbe┸ il est possible de déterminer la constante de  dissociation  ゅKdょ  qui  traduit  l╆affinité  du  ligand  pour  son  récepteur  et  le  nombre maximal  de  sites  ゅBmaxょ  de  fixation┻  Kd  et  Bmax  sont  déterminés  à  partir  d╆une transformation  des  données  de  la  courbe  de  saturation┸  transformation  dite  de Scatchard┸ qui représente la relation entre la quantité de ligand fixé de façon spécifique ゅau niveau du  récepteurょ  et  le  rapport  radioligand  fixé【radioligand  libre┻   Nous  avons montré au cours de cette étude qu╆il existe une fixation spécifique et saturable entre les (CVsp et les cellules d╆hépatome ゅ(uh┽ば et (epaRGょ┻ Cette interaction entre les (CVsp et  les cellules prolifératives (uh┽ば et (epaRG se  ferait selon deux types d╆interaction  ┺ une interaction de haute affinité ゅ(Aょ avec un Kd de ど┸な à ど┸の ヅg【ml┸ et une interaction de basse affinité ゅBAょ┸ avec un Kd de の┽など ヅg【ml┻ Lｆinteraction (A est plus difficilement identifiable sur les cellules (uh┽ば qui semblent exposer préférentiellement des sites de liaison BA┻ En revanche┸ seules  les  interactions (A ont été  identifiées clairement entre les (CVsp et  les  cellules (epaRG différenciées  suggérant que  ces  interactions  seraient plus fortes et spécifiques lorsque les hépatocytes sont polarisés いParent et al┻┸ にどどねう┻ Ces deux types dｆinteractions peuvent être facilement identifiés avec les cellules (epaRG au stade prolifératif┻ 
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En  outre┸  lorsqu╆on  utilise  sélectivement  les  particules  (CVsp  enveloppées ゅEなEに【Dぬに┻など  positivesょ  avec  les  cellules  (epaRG  prolifératives  dans  des  études  de 
binding┸  seules  les  interactions  (A  ゅKd  très  faible  ジど┸な  ヅg【mlょ  sont  observées┻  Ces résultats  suggèrent  que  les  interactions  spécifiques  (A  impliquent  préférentiellement lｆépitope EなEに exprimé à la surface des particules (CVsp et reconnu par le Dぬに┻など et les récepteurs exprimés sur les cellules (epaRG différenciées┻ Dans nos mains┸┸  l╆anticorps anti┽EなEに【Dぬに┻など  a  été  montré  capable  d╆inhiber  spécifiquement  l╆interaction  entre (CVsp et (uh┽ば ou (epaRG avec une  )Cのど de ど┸の ヅg【ml┸ et  serait  encore plus efficace lorsque  la  population  virale  enveloppée  est  sélectivement  utilisée  ゅ)Cのど  ジど┸の  ヅg【mlょ┻ Lorsque nous utilisons dans ce système un anticorps irrelevant┸ aucun ou un faible effet inhibiteur ゅなど┽なのガょ est observée pour des concentrations ジ など ヅg【ml┸ alors qu╆un effet inhibiteur  de  にの┽ねどガ  peut  être  observé  pour  des  concentrations  ス  など  ヅg【ml┻  Ceci suppose que l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など présente un effet inhibiteur très spécifique sur les interactions entre les (CVsp et les cellules hépatocytaires┻  Dans cette étude┸ nous avons aussi testé  l╆activité inhibitrice de l╆anticorps monoclonal APぬぬ dans ce système puisque cet anticorps a été montré capable de neutraliser l╆entrée et  lｆinfectiosité virales dans  le système des (CVpp et des (CVcc いTarr et al┻┸ にどどはう┻ Un effet  inhibiteur  dose  dépendant  a  été  observée  seulement  pour  des  concentrations relativement élevées ゅス など ヅg【mlょ┻ Lｆanticorps monoclonal APぬぬ présente une inhibition maximale de lｆordre de はのガ pour une concentration de などど ヅg【ml avec une )Cのど de のど ヅg【ml  dans  notre  système┻  Cette  observation  est  en  accord  avec  les  résultats  obtenus précédemment dans le système des (CVcc┸ puisqu╆il a été montré qu╆en présence d╆APぬぬ à  のど  ヅg【ml┸  l╆infectivité  des (CVcc  est  réduit  de  ぱどガ┻  En  revanche┸  aucun  ou  un  tres faible effet inhibiteur significatif mais non dose┽dépendant ゅジぬどガょ a été observée avec l╆APぬぬ à des concentrations plus  faibles┻ Nous noterons que seuls  les effets observés à des  concentrations  inférieures  à  に  ヅg【ml  sont  hautement  spécifiques  pour  inhiber efficacement les interactions (CVsp et cellules┻ En  somme┸  nous  avons  montré  au  cours  de  cette  étude  que  l╆anticorps  monoclonal Dぬに┻など est capable d╆inhiber tres efficacement ゅ)Cのど ジ なヅg【mlょ les interactions de haute affinité entre les particules (CV sériques ゅgénotype ぬ or なbょ et les cellules (uh┽ば ou les (epaRG  hautement  différenciés┻  Cet  effet  inhibiteur  résulte  vraisemblablement  de l╆implication de l╆épitope unique formé par les trois régions hautement conservées dans 
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les  protéines  Eな  et  Eに┸  reconnu  par  le  Dぬに┻など  et  exprimé  à  la  surface  des  particules (CVsp┻   
Le  D32.10  est  capable  d’inhiber  les  phases  précoces  de  l’infection  des  cellules 

HepaRG par les HCVsp Le  développement  d╆un  système  de  propagation  du  (CV  en  culture  cellulaire┸  (CVcc いWakita et al┻┸ にどどのう a été une avancée majeure permettant l╆étude du cycle complet de réplication  du  (CV┻  Toutefois┸  ce  modèle  présente  quelques  limitations  allant  de  la restriction au génotype にa et de l╆utilisation exclusive de cellules d╆hépatome┸ (uh┽ば et dérivées┸  qui  sont défectives pour  la  réponse  immunitaire  innée  いLanford  et  al┻┸  にどどぬ┹ Preiss et al┻┸ にどどぱ┹ Sumpter et al┻┸ にどどのう┻ Au cours de ma thèse┸ nous avons développé un nouveau  système  d╆infection  in  vitro  proche  de  l╆infection  naturelle  C  in  vivo  en  vue d╆étudier  l╆effet neutralisant de  l╆AcMo Dぬに┻など┻ Ainsi┸  les  cellules (epaRG qui  sont des cellules  progénitrices  du  foie  présentant  des  propriétés  morphologiques  et fonctionnelles proches des hépatocytes humains normaux いGripon et al┻┸ にどどに┹ Parent et al┻┸ にどどねう ont été infectées avec des particules virales C  dérivées de sérum de patients いPetit  et  al┻┸  にどどのう┻  Ces  cellules  (epaRG  expriment  la  tétraspanine  CDぱな┸  récepteur potentiel  du  (CV  via  la  protéine  d╆enveloppe  Eに  aussi  bien  que  les  récepteurs  aux lipoprotéines┸ SR┽B) et LDL┽R qui ont été montrés également impliqués dans l╆entrée du virus┻  Apres  infection  des  cellules  par  les  particules (CVsp┸  l╆ARN du (CV  est  détecté jusqu╆à Jね post  infection ゅp┻iょ┸ ce qui reflète  l╆adsorption d╆une partie de  l╆inoculum sur les cellules qui est ensuite relarguée dans le surnageant┻ L╆absence de détection de l╆ARN du (CV à Jなな p┻i suggère une complète élimination du virus qui n╆a pas pénétré dans les cellules┻ L╆apparition de signaux détectables entre Jなぱ et Jはど p┻i avec un pic entre Jぬひ et Jねは  reflète une  synthèse de novo  d╆ARN viral  secrété  sous  forme particulaire  au  stade différencié┸ en l╆absence de tout repiquage des cellules┻ En effet┸ les cellules (epaRG ont la  particularité  de  pouvoir  se  différencier  spontanément  in  vitro  une  fois  arrivées  à confluence ゅentre なね et にど jours après ensemencementょ┻  Nous avons montré pour la première fois┸ que les cellules (epaRG sont infectables par des  particules  (CV  sériques┻  Ces  cellules  au  stade  prolifératif  présentent  un  profil d╆hépatocyte  immature  caractérisé  par  un  phénotype  épithélial  non  polarisé  et  une résistance des cellules à  l╆apoptose いParent and Beretta┸ にどどぱう┻ Cet état prolifératif des 
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cellules  pourrait  favoriser  l╆établissement  de  l╆infection┻  La  production  de  particules virales contenant l╆ARN du (CV est observée ensuite quand les cellules sont en phase de différenciation ゅà partir de  Jにな après ensemencementょ┻ A ce stade┸  les cellules (epaRG présentent un phénotype d╆hépatocyte mature avec augmentation de  la  traduction des protéines  et  polarisation  de  la  cellule  qui  permettraient  ainsi  la  réplication  et  la propagation  du  virus┻  Ces  observations  sont  appuyées  par  les  résultats  d╆une  étude récente  qui  ont  montré  que  les  cellules  (uh┽ば  cultivées  en  ぬ  dimensions  ゅぬDょ  qui présentent  alors  un  phénotype  hépatocytaire  différencié  seraient  permissives  à l╆infection par les (CVcc いSainz et al┻┸ にどどひa┹ Sainz et al┻┸ にどどひbう┻  En  utilisant  l╆AcMo  anti┽EなEに【Dぬに┻など┸  nous  avons  caractérisé  les  particules  virales présentes  dans  le  surnageant  de  culture  des  cellules  (epaRG  infectées┻  Par sédimentation en gradient d╆iodixanol du matériel viral concentré┸ nous avons identifié une  population  majoritaire  qui  sédimente  à  une  densité  de  な┸どは┽な┸なに  g【ml┻  Cette population ARN viral ゅギょ exprime les protéines d╆enveloppe EなEに┸ reconnues par l╆AcMo Dぬに┻など┸ associées aux apolipoprotéines B et E┻ Le maximum de détection de l╆ARN viral et de l╆antigénicité EなEに est observé dans la fraction correspondant à une densité égale à な┸どぱ g【ml┻ Des  résultats  similaires ont été obtenus après sédimentation des particules (CV  dérivées  de  sérum  de  patients  ゅNdongo  et  al┻┸  RN(┽ANRS  どな【にどなどょ┻  Par  contre┸ comme  il  a  été  montré  précédemment  いPetit  et  al┻┸  にどどのう┸  cette  population  virale  se retrouve  à  une  densité  de  な┸なば┽な┸にど  g【ml  après  sédimentation  en  gradient  de saccharose┻  Ainsi┸  l╆hétérogénéité  de  la  densité  des  particules  (CV  dépend  de  la technique de séparation et aussi de la nature de la matrice utilisée pour la constitution des différents gradients ゅiodixanol ou saccharoseょ┻ En effet┸  l╆iodixanol permettrait une meilleure  préservation  des  complexes  lipoprotéiques  de  faible  densité  alors  que  le saccharose induirait un démasquage des complexes d╆enveloppe EなEに sans altérer leur structure permettant ainsi leur reconnaissance par les anticorps anti┽EなEにA┸B【Dぬに┻など┻ Par  immunohistochimie  avec  l╆AcMo  anti┽EなEに【Dぬに┻など┸  nous  avons  montré  que  les antigènes d╆enveloppe Eな et Eに du (CV étaient localisés au niveau cytoplasmique dans les  cellules  (epaRG  infectées  avec  environ  はどガ  de  cellules  positives  à  Jにの  p┻i┻  Ce pourcentage  diminue  ensuite  à  Jのぬ  p┻i┻  avec  ぬど ガ  de  cellules  infectées┻  L╆antigène  de capside du (CV a également été détecté avec une localisation similaire dans les cellules 
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infectées  à  ces  différents  temps┻  Ainsi┸  nous  avons  mis  en  évidence  l╆expression  de l╆épitope EなEに reconnu par l╆AcMo Dぬに┻など dans les cellules (epaRG infectées┻ Nous  avons  également  montré  que  les  particules  virales  produites  par  les  cellules (epaRG infectées et récupérées à Jにの p┻i sont infectieuses puisqu╆elles sont capables de réinfecter des cellules (epaRG naïves avec à nouveau une amplification du signal en RT┽PCR en phase de différenciation┻ D╆autre  part┸  nous  avons  montré  une  persistance  de  l╆infection  puisque  des  cellules (epaRG  infectées  congelées  en  phase  tardive  ゅJのぬ  p┻iょ  et  remises  en  culture  sont capables de produire à nouveau des particules virales après な ゅPなょ ou ぬ repiquages ゅPぬょ suivis  d╆une  différenciation┻  Le  nombre  de  repiquage  semble  influencer  la  production virale  puisque  le  taux  d╆ARN  viral  détecté  est  moins  important  après  ぬ  repiquages qu╆après un seul repiquage des cellules avant  induction de  la différenciation┻ L╆analyse par  sédimentation  en  gradient  de  saccharose  des  particules  virales  produites  par  ces cellules  chroniquement  infectées  montre  une  population  virale  présentant  une  forte activité antigénique EなEに et qui sédimentent à une densité entre な┸なの et な┸にど g【ml┻ Cette population virale peut être subdivisée en deux sous populations virales en fonction de la présence ou non d╆ARN viral┻ Ainsi┸ la population virale qui sédimente à な┸なね ┽ な┸なの g【ml présente  la plus  forte  activité  antigénique EなEに associée  à  la majorité de  l╆apoB et  de l╆ApoE  et  ne  contient  pas  d╆ARN  viral┻  Ces  particules  virales  correspondent  à  des enveloppes vides┻ Par contre┸  la population virale avec une densité égale à な┸なぱ  ┽ な┸にど g【ml  correspond  aux  particules  virales  complètes  potentiellement  infectieuses puisqu╆elles contiennent la majorité de l╆ARN viral associée à des protéines d╆enveloppe EなEに et aux apolipoprotéines B et E┻  De plus┸ par microscopie électronique┸ nous avons montré que  les cellules  infectées de façon persistante présentent de nombreuses modifications morphologiques┻ En effet┸ les corps  multivésiculaires  ainsi  que  l╆épaississement  sous  membranaire┸  les  structures multilamellaires et les corps apoptotiques visualisés dans ces cellules infectées reflètent une réplication virale active des virus à ARN いSchwartz et al┻┸ にどどねう┻   Ces observations sont spécifiques des cellules  infectées puisque aucune modification morphologique n╆a été  observée  dans  des  cellules  non  infectées  utilisées  comme  contrôle  négatif┻  Nous avons  également  montré  dans  ces  cellules  chroniquement  infectées┸  une  localisation 
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cytosolique  des  antigènes  d╆enveloppe  EなEに  du  (CV  au  niveau  membranaire┸  sous membranaire  et  souvent  associés  à  des  vésicules┻  Ces  mêmes  observations  ont  été obtenues en utilisant l╆anticorps anti┽capside ゅCば┻のどょ pour la détection de l╆antigène de capside┻ L╆ensemble de ces  résultats  suggèrent un bourgeonnement des virions via  les exosomes いMasciopinto et al┻┸ にどどねう┻  En plus de sa capacité inhibitrice in vitro des interactions entre les cellules d╆hépatomes et  les  particules  (CV  sériques  いNdongo  et  al┻┸  にどどひう┸  nous  avons  montré  que  l╆AcMo Dぬに┻など est capable d╆inbiber fortement jusqu╆à ひの ガ à Jなね et ぱど ガ à Jにな l╆infection des cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVsp┻  Cet  effet  inhibiteur  s╆observe  assez précocement suggérant une action de l╆anticorps Dぬに┻など dans les étapes d╆attachement et d╆entrée du virus┻  
Expression  de  l’épitope  D32.10  sur  les  particules  HCV  dérivées  d’hépatocytes 

humains infectés in vivo et provenant de foie de patients cirrhotiques Dans la dernière partie de nos études in vitro┸ nous avons caractérisé les particules (CV secrétées par des hépatocytes de patients chroniquement infectés par le (CV ゅ(CV┽lpょ┻ Pour cela┸ nous avons d╆abord étudié lｆexpression des protéines dｆenveloppe à la surface des  (CV┽lp  en  utilisant  l╆anticorps monoclonal  Dぬに┻など┻  Trois  différentes  préparations virales  ┺  VPな┸  VPに  ゅgénotype  なbょ  et  VPぬ  ゅgénotype  にbょ  provenant  de  trois  patients différents ont été analysés pour  la  réactivité antigénique EなEに【Dぬに┻など en EL)SA et en Western blot┻ Nos  résultats  révèlent que VPに et VPぬ présente une positivité en EL)SA supérieure à は┸の ヅg de protéine【ml┸ ce qui correspond à の x などぬ  à の x などね copies dｆARN viral  ゅlimite  de  détection  de  la  technique  de  bDNAょ┻  Ces  résultats  laissent  penser  que toutes  les  particules (CV┸  libérées  par  ces  hépatocytes  infectés  et  présentes  dans  ces préparations┸ contiennent de l╆ARN viral et expriment lｆépitope Dぬに┻など à leur surface┻ De plus┸  la  détection  des  formes  monomériques  ゅEな  et  Eにょ  et  oligomériques  EなEに  en conditions  réductrices  et  non  réductrices  conforte  cette  affirmation┻  Une  corrélation étroite  a  été  observée  entre  la  détection  de  lｆARN  du  (CV  et  lｆactivité  antigénique EなEに【Dぬに┻など┻ La  forme  monomérique  de  la  protéine  de  capside  de  にの  kDa  ainsi  que  des  formes multimériques ゅmultiple de にの kDaょ ont été également identifiées dans les (CV┽lp┻ Ces différentes bandes observées en western blot sont spécifiques de la capside du (CV car 
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aucun  signal  nｆa  été  observé  avec  un  contrôle  négatif┻  Seule  la  VPに  exprime  la  forme monomérique de la protéine de capside ゅにの kDaょ┻ Les VPな et VPに expriment des formes oligomèriques  à  のど  kDa  ゅVPぬょ┸  ばの  et  なのど  kDa  ゅVPなょ┻  Ces  derniers  résultats  sont similaires à ceux précédemment obtenus avec les particules (CV dérivées de sérum de patients infectés ゅ(CVspょ en utilisant dｆautres anticorps de révélation いPetit et al┻┸ にどどのう┻ Ces  observations  confirment  lｆhétérogénéité moléculaire  des  protéines  de  capside  des particules  (CV  naturelles  dérivées  du  sérum  de  patients  ou  d╆hépatocytes  infectés  in 

vivo┻ Cette observation pourrait sｆexpliquer par la présence de séquences peptidiques clé pour  initier  la multimérisation  spontanée  du  domaine  C┽terminal  de  la  protéine  de  la capside ゅなにの┽なばひ aaょ いKim et al┻┸ にどどはう┻ En effet┸ il a été montré que l╆oligomérisation de la  protéine de  capside  était  cruciale  pour  l╆interaction  avec  le  domaine  cytoplasmique ゅにぱぱ┽ぬねは aaょ de la protéine dｆenveloppe Eな いNakai et al┻┸ にどどはう lors de lｆassemblage du (CV dans  les hépatocytes humains normaux┻ Autre observation  intéressante┸  la  forme monomérique de la protéine de capside lorsqu╆elle est détectée dans les particules (CV dérivées de sérum ou du foie de patients cirrhotiques présente un poids moléculaire de にの kDa au  lieu de にな kDa comme attendu┻ Bien quｆil  ait  longtemps été  suggéré que  le précurseur à にの kDa subit un clivage protéolytique pour donner  la  forme mature à にな kDa┸ nos observations concordent avec un modèle dans lequel la forme précurseur serait impliquée dans la morphogenèse des particules du (CV augmentant ainsi la stabilité de la capside virale┸ proposé par Vauloup┽Fellous et collaborateurs いVauloup┽Fellous et al┻┸ にどどはう┻ Nous avons ainsi montré pour la première fois que les particules (CV secrétées à partir de  cultures  primaires dｆhépatocytes  humains  infectés  in vivo  et  provenant  de  foies  de patients  cirrhotiques  qui  contiennent  de  l╆ARN  viral  et  de  la  capside  expriment  les protéines  d╆enveloppe  EなEに  spécifiquement  reconnues  par  l╆anticorps  monoclonal Dぬに┻など┻  Ensuite┸  nous  avons  identifié  puis  caractérisé  les  sous  populations  virales  présentes dans les différentes préparations VPな┸ VPに et VPぬ┻ Pour cela┸ les trois VP ゅgénotype な et にょ ont été soumises à une ultracentrifugation sur gradient de saccharose┻ Cette stratégie permet  de  séparer  les  particules  en  fonction  de  leur  densité  et  une  meilleure accessibilité  aux  protéines  d╆enveloppe  du  virus┻  Les  résultats  ont  révélé  la  présence dｆune population majoritaire qui exprime lｆépitope EなEに【Dぬに┻など détecté à la fois par les 
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techniques  d╆EL)SA  et  de  western  blot┻  Cette  population  sédimente  à  une  densité comprise entre な┸なの et な┸にの g【ml┻ Ces résultats coïncident avec ceux déjà obtenus pour des virions libérés par les hépatocytes ゅdensité de な┸なは à な┸にど g【mlょ┸ correspondant à la densité des autres flavivirus い)to et al┻┸ なひひはう┻ Plus récemment┸ lｆanalyse en gradient de saccharose de virions recombinants de la souche JF(┽な ゅgénotype にaょ révèle la présence de protéine de capside et dｆARN du (CV à la densité de な┸なの g【ml いAkazawa et al┻┸ にどどぱ┹ Parent  et  al┻┸  にどどひ┹ Wakita  et  al┻┸  にどどのう┻  Pour montrer  que  le  signal  observé  est  bien spécifique┸ nous avons analysé parallèlement une préparation provenant d╆hépatocytes non infectés et montré qu╆aucun signal EなEに ou ARN du (CV était détecté tout au long du  gradient┻  Ainsi┸  nous  avons  démontré  que  les  particules  (CV  dérivés  de  foie  de patients  infectés  ゅ(CV┽lpょ  présentent  des  propriétés  physico┽chimiques  similaires  aux virions  recombinants  ゅ(CVccょ  ainsi  qu╆aux particules provenant  de  sérum de patients ゅ(CVspょ après sédimentation en gradient de saccharose いPetit et al┻┸ にどどのう┻  Enfin┸ nous avons montré en immunohistochimie lｆexpression de lｆépitope EなEに【Dぬに┻など ainsi  que  celui  de  Eに【Dね┻なに┻ひ  et  de  la  capside  dans  les  hépatocytes  humains  infectés provenant de foies cirrhotiques┻ Une forte accumulation cytoplasmique de ces antigènes du (CV a été observée┻ Ces résultats confirment ceux obtenus précédemment avec des biopsies  de  foies  cirrhotiques  et  tumoraux  いGaly  et  al┻┸  にどどばう┻  )ls  montrent  que  les anticorps Dぬに┻など et Dね┻なに┻ひ reconnaissent des épitopes ゅEなょEに conservés et constituent des  outils  originaux  pour  la  détection  des  antigènes  dｆenveloppe  du  (CV indépendamment du génotype dans les hépatocytes infectés┻  Au  terme de cette étude nous avons montré que  lｆépitope conservé EなEに reconnu par l╆anticorps Dぬに┻など est exprimé dans  les hépatocytes  infectés par  le (CV et à  la surface des particules dérivées de foie de patients infectés┻ 
L’anticops  monoclonal  D32.10  présente  des  propriétés  neutralisantes  in 

vivo 
Les  anticorps  anti┽E1E2A,B  « anti┽E1E2  D32.10┽peptide  binding antibodies»  sont 

associés à  la guérison  spontanée et prédictifs de  la  réponse aux  traitements anti┽

HCV 
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Après  avoir  mis  au  point  un  test  de  détection  des  anticorps  anti┽EなEにA┸B  de  même spécificité que l╆AcMo Dぬに┻など┸ nous avons analysé la prévalence de ces anticorps dirigés contre lｆépitope Dぬに┻など dans le sérum de différents groupes de patients┸ puis déterminé leur  signification  clinique  au  cours  de  lｆinfection  naturelle  par  le  (CV┻  Nous  avons démontré que  la réponse humorale anti┽EなEにA┸B était présente sélectivement chez  les patients qui guérissent spontanément de l╆infection ゅス ぱのガょ avec des titres très élevés ス な【などどど dans ぱどガ des cas┻ En revanche┸ ces anticorps sont absents ou présents chez un très faible pourcentage ゅジ なのガょ de porteurs chroniques qui n╆ont jamais été traités avec une  probabilité  ジど┸どどな┻  Pour  vérifier  que  cette  réponse  anticorps  est  bien  spécifique┸ nous avons analysé la réactivité de deux peptides irelevants ゅなX et にXょ présentant une homologie de séquence avec nos peptides d╆interet Eな┸ EにA et EにA comprise entre ばガ et にどガ┻ Aucune réactivité nｆa été observée dans ぱどガ à ひどガ des cas┻ La sensibilité du test a également  été  étudiée  en  évaluant  différents  formats  du  test┸  impliquant  ou  non  le système  streptavidine┽biotine  pour  la  capture  de  complexes  peptide┽anticorps┻  Quand les  trois peptides biotinylés sont adsorbés ensemble sur une même phase solide┸ nous observons  les  mêmes  résultats  mais  la  positivité  est  plus  faible  tout  en  restant significative ゅど┸どどなジpジど┸どなょ┻ Cela probablement est dû à un encombrement stérique qui entraine  une  moins  bonne  accessibilité  des  anticorps  aux  différentes  régions  qui constituent  leur  épitope┻  Ainsi┸  le  test  décrit  et  utilisé  dans  cette  étude  a  été  montré comme  étant  le meilleur  format  pour  la  détection  des  anticorps  anti┽EなEにA┸B  dans  le sérum des patients infectés par le (CV┻ Une étude transversale chez des patients non répondeurs ゅNRょ et répondeurs complets ゅRCょ avec une réponse virologique soutenue a permis de montrer que la prévalence des anticorps était de ねどガ chez les RC et seulement de などガ chez les NR avec une différence significative┻ Une étude longitudinale a ensuite été réalisée chez ces mêmes groupes de patients afin de déterminer  le moment d╆apparition de ces anticorps et  leur cinétique┻ Nous  avons démontré que  les  anticorps  anti┽EなEにA┸B  étaient  présents  avant même  le début du traitement ゅM┽なょ avec un profil fluctuant et deux pics de détection à な mois et ぬ mois  après  le  début  du  traitement┻  Une  diminution  progressive  des  anticorps  a  été observée au cours du temps en restant positif un an après lｆarrêt du traitement chez les répondeurs complets┻ En revanche┸ cette réponse anticorps est absence chez les patients non  répondeurs  tout  au  long  du  suivi┻  L╆analyse  des  courbes  ROC  a  permis  de 
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déterminer  la VPP et  la VPN aux différents temps qui sont respectivement de などどガ et ぱばガ┸ suggérant que ces anticorps peuvent prédire la réponse virologique soutenue aux traitements antiviraux┻  Nos données suggèrent donc que  les anticorps 《 anti┽E1E2A,B/D32.10┽peptide binding》 ainsi  que  leur  épitope  Eな┽EにA┽EにB  jouent  un  rôle  essentiel  dans  la  clairance  de lｆinfection naturelle par le (CV┸ contrairement aux anticorps APぬぬ┽like qui sont présents dans ジ に┸のガ des patients quelque soit le stade de l╆infection┸ guérie ou chronique いTarr et al┻┸ にどどば┹ Tarr et al┻┸ にどどはう┻ Les anticorps neutralisants avec des épitopes conservés dans tous les isolats du (CV semblent être essentiels pour le développement dｆun vaccin efficace  capable  d╆induire  une  réponse  immunitaire  humorale  protectrice┻  Jusquｆà présent┸ aucun paramètre n╆a été montré capable de prédire avec précision la résolution spontanée  de  l╆infection  (CV  いSantantonio  et  al┻┸  にどどぱう┻  Seule  une  réponse  cellulaire efficace  et  multi┽spécifique  immunitaire  est  considérée  comme  un  facteur  important pour lｆélimination spontanée du virus いLucas et al┻┸ にどどばう┻ )l a été mis en évidence qu╆un taux  faible  d╆)P┽など  ゅIFN  γ┽inducible  protein┽10  ou  CXC10ょ  pourrait  être  associé  à  une réponse virologique soutenue et prédictif de la réponse aux traitements antiviraux chez les patients infectés par le (CV de génotype な et ね いLagging et al┻┸ にどどはう┻ Récemment┸ il a été démontré que des variations génétiques de l╆)LにぱB┸ qui code pour l╆)FN┽λ ぬ de type )) seraient associés à la clairance de l╆infection (CV et suggère un rôle important de )L┽にぱB dans  la  résolution  de  l╆infection  いThomas  et  al┻┸  にどどひう┻  )l  s╆agit  dans  tous  les  cas  de facteurs  spécifiques de  l╆hôte┻ Concernant  le virus┸  seul  le  taux de  l╆ARN du (CV avant traitement et la cinétique d╆élimination précocement après le début du traitement est un facteur  prédictif  de  réponse┻  Ainsi┸  la  réponse  humorale  anti┽EなEにA┸B  représente  un nouveau marqueur viral  capable de prédire une  réponse virologique  soutenue et peut donc sｆavérer utile dans la prise de décision des cliniciens lors de la prise en charge des patients┻ Pour la première fois┸ nos résultats indiquent que lｆinduction de ces anticorps anti┽EなEにA┸B semble corréler avec lｆélimination complète du (CV contrairement à ceux qui ont déjà été rapportés いBoo et al┻┸ にどどば┹ Dreux et al┻┸ にどどは┹ Lavillette et al┻┸ にどどのa┹ Meunier et al┻┸ にどどの┹ Pestka et al┻┸ にどどばう┻ Plusieurs études ont montré que des anticorps dits neutralisants dirigés  contre  la  région (VRな de  la protéine dｆenveloppe Eに étaient présents dans le sérum de patients qui ont évolué aussi bien vers la guérison que vers la chronicité et n╆étaient donc pas associés à la clairance virale いPestka et al┻┸ にどどばう┻  
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Cette étude s╆est avérée essentielle pour démontrer la pertinence clinique des anticorps anti┽EなEにA┸B  chez  les  patients  infectés  par  le (CV  et  que  l╆épitope Eな  ゅにひば┽ぬどはょ┽EにA ゅねぱど┽ねひねょ┽EにB  ゅはなぬ┽はになょ  était  reconnu  par  des  anticorps  humains  présents uniquement  chez  les  patients  qui  ont  résolu  lｆinfection  (CV  spontanément  ou  sous traitement  antiviral┻  Ceci  suggère  fortement  que  les  anticorps  anti┽EなEにA┸B  sont neutralisants in vivo┸ prédictifs de l╆élimination virale complète et peuvent constituer un nouveau marqueur pronostique de l╆hépatite C┻                      
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Par différentes approches développées au cours de cette thèse┸ nous avons pu montrer que  l╆anticorps monoclonal  anti┽EなEに【Dぬに┻など présentait des propriétés neutralisantes 
in vitro et in vivo┻  

1) Nous  avons  mis  en  évidence  l╆implication  de  l╆épitope  EなEに  reconnu  par l╆anticorps monoclonal Dぬに┻など dans les interactions de haute affinité via CDぱな et les  GAGs  entre  les  particules  (CV  circulantes  ゅ(CVspょ  et  les  cellules hepatocytaires  humaines  ゅ(uh┽ば  et  (epaRGょ┻  L╆AcMo  Dぬに┻など  est  capable d╆inhiber de façon spécifique et efficace ゅス はどガょ les interactions de haute affinité avec une )Cのど サ ど┸の ヅg【ml いNdongo et al┻┸ にどどひう┻   
2)  Nous avons développé un système d╆infection original in vitro qui implique d╆une part les cellules (epaRG qui sont des cellules progénitrices du foie et présentent des  propriétes  fonctionnelles  proches  des  hépatocytes  humains  et  d╆autre  part des particules (CV provenant de sérum de patients chroniquement  infectés par le  (CV  ゅ(CVspょ┻  Nous  avons  montré  pour  la  première  fois  que  les  cellules (epaRG  sont  infectables  par  les  (CVsp  au  stade  prolifératif  et  capables  de produire de novo  de  façon  persistante  des  virions  complets  infectieux  au  stade différencié┻ Dans ce système┸  l╆anticorps Dぬに┻など est capable d╆inhiber  fortement l╆infection┻  Cet  effet  inhibiteur  s╆exerce  probablement  au  niveau  des  étapes précoces du cycle viral┸ d╆attachement et d╆entrée du virus dans la cellule┻   
3) Pour conforter l╆importance de l╆épitope EなEに reconnu par l╆AcMo Dぬに┻など┸ nous avons  caractérisé  les  particules  virales  provenant  de  foie  de  patients chroniquement infectés in vivo par le (CV ゅ(CV┽lpょ et montré que ces virions qui contiennent  l╆ARN  viral  et  les  protéines  de  capside┸  expriment  les  protéines d╆enveloppe EなEに reconnues par l╆AcMo Dぬに┻など┻ L╆épitope EなEに【Dぬに┻など a aussi été montré exprimé dans les hépatocytes humains provenant de biopsies de foies de patients (CV positifs┻  
4) Enfin┸  pour  étudier  le  caractère  neutralisant  in  vivo  de  l╆anticorps  monoclonal Dぬに┻など┸ nous avons cherché à déterminer  la prévalence des anticorps de même spécificité que le Dぬに┻など ゅanti┽EなEにA┸Bょ dans différents groupes de patients (CV positifs  afin de préciser  leur  relevance  clinique┻ En utilisant un  test EL)SA basé 
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sur  l╆utilisation  de  peptides  biotinylés  Eな┸  EにA  et  EにB  correspond  aux  trois régions reconnu par  l╆anticorps┸ nous avons démontré que  la réponse anticorps anti┽EなEにA┸B  était  présente  dans  ひどガ  des  cas  chez  les  patients  qui  guérissent spontanément  de  l╆infection  et  absente  ou  rare  ゅジ  などガょ  chez  les  patients porteurs  chroniques non  traités  ou non  répondeurs aux  traitements antiviraux┻ Une  étude  longitudinale  chez  des  patients  non  répondeurs  ou  répondeurs complets  avec  une  réponse  virologique  soutenue  à  une  bithérapie  standard┸ interféron pégylé plus ribavirine associée à une analyse statistique des résultats┸ a  permis  de  montrer  que  les  anticorps  anti┽EなEにA┸B  étaient  prédictifs  de  la réponse  au  traitement  avec  une  spécificité  et  une  valeur  prédictive  positive  de などどガ┻  L╆ensemble des résultats obtenus tout au long de ma thèse permettent d╆envisager des applications dans  le domaine du diagnostic (CV ainsi que d╆une  immunothérapie anti┽(CV ゅFigure 46ょ┻  
¬ En Diagnostic HCV :  

 

┽   L╆utilisation du test de détection des anticorps anti┽EなEにA┸B pour le suivi des patients (CV positifs sous thérapie antivirale constituera une aide précieuse aux cliniciens┻ Les résultats obtenus ici sont suffisamment concluants pour envisager un transfert de savoir faire auprès d╆un industriel┻ 
┽  La  commercialisation  des  anticorps  monoclonaux  anti┽EなEに【Dぬに┻など  et  anti┽Eに【Dね┻なに┻ひ  pour  la  détection  des  antigènes  d╆enveloppe  en  anatomo┽pathologie┻  En effet┸ ces anticorps sont capables de reconnaitre chez les patients infectés par le (CV les protéines d╆enveloppe dans des biopsies de foie cirrhotiques et【ou tumoraux いGaly et al┻┸ にどどばう┻  
¬ En Immunothérapie anti┽HCV : 

 Les propriétés fonctionnelles intéressantes du Dぬに┻など laissent suggérer à une utilisation en  immunothérapie  en  particulier  pour  prévenir  la  réinfection  du  greffon  chez  les patients  transplantés  hépatiques  pour  cirrhose  virale  C┻  Actuellement  les 
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)mmunoglobulines  ゅ)gGょ  anti┽(CV  humaines  ゅNAB)  Biopharmaceuticals┸  Boca  Raton┸ USAょ  et  les  anticorps  monoclonaux  humains  ゅ(CV┽AB  はの  et  (CV┽ABはぱ┸  XTL Pharmaceuticals┸ Rehovot┸ )sraelょ en évaluation préclinique ont été validés sur le plan de la sécurité et sur le plan pharmaco┽cinétique mais présentent des effets bénéfiques tres insuffisants  ゅdiminution  de  la  virémie  mais  pas  de  négativationょ┸  d╆où  la  nécessité d╆identifier  des  anticorps  capables  de neutraliser  efficacement  l╆infection  in  vivo┻  Pour cela┸  la  preuve  de  concept  in  vivo  dans  un modèle  animal  semble  être  essentielle┻  Le chimpanzé constitue le modèle idéal mais présente quelques limitations qui rendent son utilisation  difficile┻  Récemment┸  un  nouveau  modèle  de  souris  uPA┽SC)D  humanisées ゅvoir chapitre )┸ modèles animauxょ a été développé par l╆équipe de Geert Leroux┽Roels et montré  qu╆ils  étaient  permissifs  à  lｆinfection  par  le  (CV  いMeuleman  et  al┻┸  にどどのう┻  Le développement  du modèle  de  souris  chimériques  représente  une  avancée majeure  en comparaison  avec  les  cultures  in  vitro  d╆hépatocytes  humains┻  )l  a  été montré  qu╆une forte  infection  (CV  pouvait  s╆établir  chez  ces  souris  transgéniques  uPA┽SC)D  greffées avec  des  hépatocytes  humains  いKaul  et  al┻┸  にどどば┹ Meuleman  and  Leroux┽Roels┸  にどどぱう┻ Ainsi┸  lｆeffet protecteur de  l╆anticorps Dぬに┻など pourrait  être  testé dans  ce modèle qui  a déjà été utilisé pour évaluer des anticorps monoclonaux humains anti┽Eに【ARぬ いLaw et al┻┸ にどどぱう┻ Ces anticorps reconnaissent des épitopes discontinus formés par trois régions de la protéine Eに ゅぬひは┽ねにね┸ ねぬは┽ねねば et のにぬ┽のねどょ qui sont distincts de ceux reconnus par le Dぬに┻など┻ Si une protection complète ou partielle est observée avec l╆anticorps Dぬに┻など┸ une  induction  des  anticorps  anti┽EなEにA┸B  par  la  vaccination  ou  une  immunothérapie basée sur l╆utilisation du Dぬに┻など pourrait avoir un effet protecteur┻ L╆utilisation de l╆anticorps monoclonal de souris Dぬに┻など en thérapeutique chez l╆homme nécessite une humanisation┻ Le but de l╆humanisation d╆un anticorps est de produire des régions  variables  proches  des  régions  humaines  sans  que  l╆anticorps  humanisé  perde l╆affinité  et  la  spécificité  de  l╆anticorps  murin┻  Ainsi┸  les  régions  hypervariables  ゅou région  déterminant  la  complémentarité  avec  lｆantigène┸  CDRょ  d╆un  anticorps  humain sont remplacées par des régions CDR d╆origine murine┸ qui constituent le site de liaison de l╆antigène┻  Cependant┸  certains  acides  aminés situés  dans  les  régions  adjacentes  aux   régions   CDR  ゅrégions charpentes┸ ou FR pour Frameworkょ peuvent  jouer un rôle majeur  dans  la    structure    du    site    de    liaison    de    l╆antigène┻  Pour  conserver  cette structure  au  cours  de  l╆humanisation┸  l╆anticorps  accepteur  est  greffé  non  seulement 
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avec  les régions CDR de  l╆anticorps murin donneur┸ mais aussi  les acides aminés de  la région  charpente  de  l╆anticorps  donneur┻  Une  immunothérapie  utilisant  l╆anticorps Dぬに┻など  pourrait  être  envisagée  pour  prévenir  la  réinfection  après  transplantation hépatique chez les patients chroniquement infectés┻ A  plus  long  terme┸  le  Dぬに┻など  pourrait  être  utilisé  pour  lｆélaboration  dｆun  vaccin peptidique contre l╆hépatite C basé sur lｆépitope EなEに【Dぬに┻など exprimé à la surface d╆un vecteur  adéquate  d╆expression┸  comme  le  Flock  house  virus  いXiong  et  al┻┸  にどどのう┸  sous forme conformationnelle┻  

 
Figure 46 : Applications thérapeutiques de l’AcMo D32.10       
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