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Introduction 

1 L’hépatite B 

Les hépatites virales correspondent à des inflammations hépatiques plus ou moins sévères 

liées à une infection virale. Le virus de l’hépatite B (VHB) infecte plus de 350 millions de 

personnes dans le monde et environ 20% des personnes infectées développent une hépatite 

chronique, pouvant mener à la cirrhose et au carcinome hépatocellulaire
1
, ce qui représente un 

problème majeur de santé publique 
2
. 

 

A Description du VHB 

Le VHB est un virus à ADN partiellement double brin de la famille des hepadnavirus capable 

d’infecter les hépatocytes humains 
3
. Les virions du VHB sont des particules formées d’une 

enveloppe extérieure de lipoprotéines contenant des antigènes du virus, à l’intérieur de 

l’enveloppe se trouve la nucléocapside virale contenant l’ADN du VHB et la polymérase 

(Figure 1) 
4, 5

.  

On retrouve cinq antigènes majeurs composant le VHB : 

- HBs retrouvé au niveau de l’enveloppe et codé à partir de la région preS-S 
5, 6

 

- HBc retrouvé dans la capside et codé à partir de la région preC-C 
6
 

- HBe qui est principalement sécrété, est codé à partir de la région preC-C 
7
. 

- La polymérase retrouvée dans la nucléocapside est codée à partir de la région P 

- HBx dont le rôle n’est pas complètement défini, codé à partir de la région X 
8
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Figure 1. Représentation d’une particule virale du VHB (James A. Prekins, medical and scientific 

illustrations, 2002) 

La surface du VHB est formée d’un antigène spécifique (HBs). L’ADN et la polymerase sont enfermés dans la 

capside (HBc). Certaines particules de l’enveloppe peuvent être libérées par le virion (HBe). 

 

Le cycle de réplication virale du VHB est très complexe (Figure 2). Ainsi le VHB est l’un des 

rares non rétrovirus à utiliser une reverse transcriptase lors de sa réplication.  Les particules 

virales en circulation sont capables de se lier à certains récepteurs cellulaires afin d’être 

internalisées dans les hépatocytes. La nucléocapside se retrouve alors dans le cytoplasme et 

est transportée vers le noyau où elle libère l’ADN viral qui prend alors une forme d’ADN 

super enroulé (ADNccc), ce qui représente l’une des particularités du cycle du VHB 
9, 10

. 

L’ADN viral est alors transcrit en ARN et transporté dans le cytoplasme où il est traduit pour 

former les différentes protéines virales. Au cours de la formation du virion, l’ARN est 

incorporé dans la nucléocapside puis retro-transcrit en ADN viral 
11

. Un certain nombre de ces 

particules sont capables de retourner dans le noyau pour maintenir un pool conséquent 

d’ADNccc 
12

.  Néanmoins, la majorité de ces particules de core vont acquérir une enveloppe 

et être relarguées dans la circulation afin de pouvoir infecter d’autres cellules. En plus des 

particules virales, les cellules infectées produisent des particules non infectieuses exprimant 

l’un des antigènes majeurs (Ag HBs) et composées uniquement de l’enveloppe de 
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glycoprotéines
5
. Ces particules représentent la majorité des particules virales produites (ratio : 

10.000 :1). 

 

 

Figure 2. Cycle de réplication du VHB (Don Ganem, New. Eng. J. Med. 2004) 

Les virions du VHB sont internalisés par l’intermédiaire de récepteurs à la surface des hépatocytes. Les 

particules core du virus migrent alors vers le noyau des hépatocytes où leur génome (ADN partiellement double 

brin) est réparé pour former de l’ADN super enroulé (ADNccc). Cet ADNccc est ensuite transcrit en ARNm 

(ARN messager) du virus. L’ARNm virale est ensuite traduit dans le cytoplasme et permet la production des 

protéines virales (protéines de surface, core, polymérase et protéine X). Ces protéines s’assemblent pour former 

la capside virale qui pourra ensuite incorporer l’ARN virale. Cet ARN est alors retro-transcrit en ADN virale. 

Les particules de core ainsi obtenues pourront, soit migrer vers le réticulum endoplasmique pour être 

enveloppées et exportées hors de la cellule, soit recyclées dans le noyau afin d’augmenter le pool d’ADNccc 

disponible dans la cellule. 
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B Epidémiologie 

a\ Epidémiologie Française 

L’hépatite B est un problème de santé publique majeur qui touche environ 3 millions de 

personnes en France (prévalence de 7,3% de la population française porteuse de l’antigène 

HBc donc ayant été en contact avec le virus en 2004). Parmi les personnes touchées, environ 

10% étaient porteuses de l’antigène HBs et donc atteintes d’hépatite B chronique (prévalence 

de 0,65% de la population française). La prévalence des cas d’hépatite B chronique a été 

multipliée par 3 en 10 ans. De plus, plus de la moitié des personnes porteuses de l’antigène 

HBs ne sont pas au courant de leur infection, de part le caractère masqué de la maladie. 

L’incidence de la maladie est plus difficile à évaluer car l’infection est le plus souvent 

asymptomatique, son estimation n’étant basée que sur les nouveaux cas symptomatiques 

(55% des porteurs de l’antigène HBs ne sont pas au courant de leur statut). Il a ainsi pu être 

évalué une incidence de 4,1 cas pour 100.000 habitants entre 2004 et 2007. Cette incidence 

semble être en baisse par rapport à celle calculée en 1996 qui était de 6 cas pour 100.000 

habitants. Néanmoins, les nombreuses incertitudes liées aux différentes méthodes de calcul 

ainsi qu’a la difficulté du recueillement des données ne permettent pas de conclure de manière 

précise quand à l’évolution de l’incidence de la maladie.  

Un certain nombre de facteurs ont été trouvés comme significativement associés au portage 

du virus et sont principalement liés au mode de contamination : relations sexuelles à risque 

(35,7%), voyages en pays de moyenne ou forte endémie (21,9%), exposition familiale (7,7%), 

vie en institutions sanitaires, sociales ou psychiatriques et usage de drogues (2,3%). Enfin, 

plus de la moitié des cas notifiés auraient pu être évités par une bonne couverture vaccinale
13

.  

Ces données montrent bien que malgré l’existence d’un vaccin prophylactique efficace, 

l’hépatite B reste un problème majeur en France. 

 

b\ Epidémiologie international 

L’infection par le VHB est endémique dans un grand nombre de régions (prévalence de 

l’antigène HBs supérieure à 8% dans la population générale) : En Afrique sub-saharienne, en 

Asie du sud-est, dans les régions du pacifique ouest (Figure 3). Ainsi, environ 340 millions de 

personnes étaient atteintes d’une hépatite B chronique dans le monde en 2009
14

. L’infection 
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par le VHB est responsable de 30% des cas de cirrhoses hépatiques et de 53% des 

hepatocarcinomes dans le monde, représentant 600000 morts par an
15

. De nombreux 

programmes de vaccinations ont été développés suite aux recommandations de l’OMS 

d’inclure la vaccination anti-VHB chez l’enfant qui est l’une des populations les plus touchées 

par le virus. En 2007 environ 67% de la population mondiale était vaccinée. Ce pourcentage 

varie énormément en fonction des régions, allant de 30% en Asie du sud-est à 90% en 

Amérique du nord. Ainsi, certaines régions n’ont pas de couvertures vaccinales satisfaisantes, 

entrainant une incidence de nouveaux cas très forte
16

. 

 

Figure 3. Prévalence de l’antigène HBs dans le monde en 2006. (CDC, yellowbook 2012) 

Prévalence de l’antigène HBs, représentant une évaluation de la prévalence de l’hépatite B chronique. On 

retrouve ainsi des foyers épidémiques en Asie et en Afrique sub-saharienne principalement. 

C Physiopathologie du VHB 

Le VHB est un virus non directement cytotoxique. En effet, il a été démontré dans des 

modèles de chimpanzés infectés par le VHB que lors des phases préliminaires de l’infection, 

avant l’entrée des lymphocytes T spécifiques dans le foie, aucune lésion hépatique imputable 

directement au virus n’était détectable
17

. De plus chez des patients atteints d’un déficit 

immunitaire ou sous immunosuppresseurs, le VHB peut se répliquer fortement sans entrainer 

de lésions hépatiques
18

. Ces résultats suggèrent que les lésions hépatiques observées au cours 
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de l’hépatite B chronique ne sont pas directement liées au virus mais à une activation 

inappropriée de la réponse immune
19, 20

. 

 

a\ Evolution au cours de l’hépatite B 

Le VHB dès les premières étapes de l’infection reste masqué à l’immunité de son hôte, 

limitant la réponse innée et retardant de plusieurs semaines l’activation de la réponse immune 

adaptative
21

. Ainsi lors du cycle de réplication virale, le VHB retient les transcrits viraux dans 

le noyau, produit des particules virales dont la structure membranaire est proche des structures 

normales de la cellule infectée et limite la présence de l’ADN viral au niveau cytoplasmique 

en le conservant au sein de particules de capside virale
18

.  

Suite à l’infection et après une phase aigue de la maladie, deux types d’évolutions sont 

possibles: 

- Evolution vers l’élimination du virus et la résolution de l’infection 

- Evolution en phase chronique retrouvée chez environ 20% des patients et qui peut 

mener au développement d’une hépatite chronique, à la cirrhose et au 

développement d’un hépato-carcinome. 

 

a.1\ La phase aigue de l’infection par le VHB 

En phase aigue, les patients capables d’éliminer le virus et de résoudre l’infection développent 

une forte réponse immune adaptative. Ainsi, après l’infection, les cellules présentatrices de 

l’antigène (en particulier les cellules dendritiques) sont capables de reconnaitre les antigènes 

viraux produits par les hépatocytes infectés et d’activer la réponse immunitaire innée et 

adaptative. En présentant l’antigène aux lymphocytes T CD4 et T CD8 cytotoxiques, elles 

permettent l’élimination du virus soit par lyse des hépatocytes infectés, soit par production de 

cytokines antivirales et inflammatoires (IFNγ, IFNα, TNFα) (Figure 4). Afin d’évaluer les 

éléments essentiels de la réponse immune anti-VHB, il a été testé, dans des souris KO pour 

les différents éléments du système immunitaire, la réponse immunitaire et l’élimination du 

VHB au sein des hépatocytes transfectées avec un plasmide contenant une copie du génome 

du virus. Il a ainsi été observé qu’en l’absence de lymphocytes B ou de perforine, le systéme 

immunitaire des souris reste capable d’éliminer le virus. D’un autre côté les lymphocytes T 

(CD4 ou CD8), les cellules NK, l’IFN de type I, l’IFNγ et le TNF se sont montrés essentiels 

pour permettre l’élimination du virus, ce qui prouve le rôle important de la réponse 
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lymphocytaire T cytotoxique dans le contrôle de l’infection par le VHB
22

. De plus, une forte 

réponse des lymphocytes T CD8 cytotoxiques est retrouvée chez les patients capables 

d’éliminer le virus et de résoudre l’infection, ce qui renforce la preuve de leur rôle dans 

l’immunité anti-VHB
23, 24

. Cette réponse, pour être efficace, est dirigée vers les antigènes 

majeurs du virus (HBc, HBs, pol, HBx). Parmi ces antigènes, certains ont été décrits comme 

immunogène, entrainant une forte réponse lymphocytaire dirigée contre leurs peptides 

dominants (HBc principalement)
25

. Ainsi il a été démontré que les lymphocytes T CD8 anti-

HBc (particulièrement ceux dirigés contre le peptide immunodominant HBc 18-27) étaient les 

plus efficaces pour lyser les hépatocytes infectés et éliminer le virus, bien que des réponses 

ont aussi été trouvées contre d’autres antigènes viraux (HBs par exemple) 
26-30

. 

 

Figure 4. Réponse lymphocytaire contre le VHB (Don Ganem, New. Eng. J. Med. 2004) 

Le virus est capable de se multiplier dans les hépatocytes, entrainant la production de particules d’Ag HBs et de 

particules virales complètes. Ces particules peuvent être capturées par les cellules présentatrices de l’antigène qui 

dégradent les antigènes viraux en peptides. Ces peptides sont ensuite présentés au niveau des molécules CMH de 

classe I et II aux lymphocytes T CD8 et T CD4. Les lymphocytes T CD8 spécifiques du virus (avec l’aide des T 

CD4) ainsi activés peuvent reconnaitre les antigènes viraux présentés au niveau du CMH de classe I des 

hépatocytes infectés. Cette reconnaissance peut entrainer soit la lyse directe de l’hépatocyte, soit la libération 

d’IFNγ et de TNFα capables de bloquer la réplication virale et d’éliminer le virus. 

 

Plus tardivement, la réponse humorale se développe avec la production d’anticorps 

protecteurs dirigés contre l’antigène HBs
31, 32

. Cette séroconversion signe la fin de la phase 

aigüe chez les patients capables de résoudre l’infection et permet d’empêcher toute réinfection 

en bloquant la liaison entre les protéines virales et leurs récepteurs 
31

(figure 5a). 
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   a.2\ La phase chronique de l’infection par le VHB 

Environ 20% des patients infectés par le VHB sont incapables d’éliminer le virus et 

développent une infection chronique. Lors de la phase aigue, la réponse immune cellulaire est 

faible et incapable d’éliminer les hépatocytes infectés alors que la réponse humorale 

protectrice (anticorps anti-HBs) ne se développe pas 
19, 33

. Après plusieurs années, les patients 

vont développer une immunité inadaptée contre le VHB. Cette immunité comprend des 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques incapables d’éliminer le virus (trop peu nombreux ou non 

spécifiques du virus) mais qui vont entrainer une lyse importante des hépatocytes et une 

hépatite 
17, 24

(Figure 5b).  

 

 

Figure 5. Immunopathogénèse des phases aigues et chroniques du VHB (Rehermann, Nature. Rev. 

Immunol. 2005) 

Après infection par le VHB, on observe une augmentation de la charge virale, suivie chez les patients capables 

de résoudre l’infection d’une activation de la réponse lymphocytaire T CD8 anti-VHB qui entraine une 

augmentation transitoire des transaminases lors de la lyse des hépatocytes infectés. Les antigènes HBe et HBs 

sont rapidement retrouvés dans le sérum des patients et disparaissent avec l’apparition plus tardive d’anticorps 

anti-HBe et HBs protecteurs. Le patient a alors résolu l’infection. 

Chez les patients qui ne sont pas capables d’éliminer le VHB, on retrouve après l’infection par le virus une 

augmentation de la charge virale qui peut persister pendant des années. La réponse lymphocytaire T CD8 ne 

s’active pas avant plusieurs années mais est incapable d’éliminer le virus, entrainant ainsi l’apparition d’une 
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hépatite chronique (augmentation des transaminases sur plusieurs mois). Les anticorps anti-HBe peuvent 

apparaitre après plusieurs années mais ne sont pas associés à une résolution de la maladie. 

 

a.3\ Classification des patients au cours de l’hépatite B chronique 

Afin de mieux évaluer le suivi et la thérapeutique des patients hépatite B, Lok et al ont classé 

les patients hépatite B dans différents groupes correspondant à l’évolution de la maladie en 

tenant compte du statut sérologique,  de la charge virale, de la présence ou non d’une hépatite 

et des lésions hépatiques
34

. Trois groupes majeurs peuvent ainsi être définis (tableau 1) : 

 - Les patients porteurs inactifs de la maladie, qui ne présentent pas de lésions 

hépatiques et se trouvent dans une phase de faible réplication du virus. Ces patients ne 

présentent pas de signes pathologiques de la maladie mais peuvent évoluer vers les stades plus 

graves de l’hépatite B  

 - Les patients hépatite B chronique (HBe positifs ou HBe négatifs), qui ont une 

hépatite évolutive avec présence de lésions plus ou moins importantes du foie et un risque 

accru de développer une cirrhose hépatique et un hépatocarcinome. Ces patients sont traités 

par antiviraux. 

 - Les patients ayant résolu l’infection, dont l’immunité a réussi à éliminer le virus, ils 

ne développeront plus la maladie chronique sauf en cas d’immunodépression forte.  

 

Tableau 1. Classification des patients en fonction des différents types d’évolutions après infection par le 

VHB 
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b\ La réponse immunitaire au cours de l’hépatite B 

b.1\ Réponse immunitaire innée 

Au cours des infections virales, l’un des éléments majeur de l’immunité correspond à la 

production d’IFN de type I (comme nous le verrons de manière plus approfondie plus tard). 

En effet, l’IFN de type I possède une activité antivirale forte et un effet immunorégulateur 

intéressant en permettant par exemple l’induction des fonctions cytotoxiques des cellules 

NK
35

. Ainsi l’importance de l’IFN de type I dans le contrôle de la réplication virale a été 

montrée par l’administration systémique ou l’induction de la production d’IFN de type I par 

l’injection de poly (I:C) dans des modèles de souris transgéniques VHB
36

. Néanmoins, une 

étude effectuée sur des chimpanzés a montré en phase aigue de l’infection par le VHB une 

très faible induction des gènes de réponse à l’IFN de type I au niveau hépatique
21

, ce qui 

laisse supposer que le virus est capable soit de se répliquer de manière importante sans être 

détecté par le système immunitaire, soit de bloquer la production d’IFN de type I. Une étude 

du sérum de patients en phase aigue de la maladie a montré qu’au moment du pic de virémie, 

la production d’IFN de type I était extrêmement faible. Ce n’est qu’après le pic de virémie au 

moment de la résolution de la phase aigue que la concentration en IFN de type I augmente, ce 

qui peut laisser supposer qu’en plus de la capacité de rester masqué au système immunitaire, 

le VHB est aussi capable d’inhiber la production d’IFN de type I
37

. L’une des principales 

cellules de l’immunité antivirale capable de produire de l’IFN de type I est la pDC (cellule 

dendritique plasmocytoïde). Nous verrons plus loin comment le VHB peut moduler la réponse 

IFN de type I de la pDC. Enfin le VHB semble aussi capable de limiter l’activité antivirale de 

l’IFN de type I. Dans un modèle de souris chimériques, il a été monté que des hépatocytes 

humains infectés par le virus n’étaient plus capable de répondre à une stimulation par l’IFN de 

type I par blocage des voies de signalisation grâce à l’inhibition de la translocation nucléaire 

de STAT1 ce qui interfère avec la transcription des gènes stimulés par l’IFN
38

.  

Les cellules NK peuvent aussi jouer un rôle dans l’immunité anti-VHB, de par leur capacité à 

reconnaitre et lyser les cellules infectées par le virus et à produire certaines cytokines (IFNγ). 

Plusieurs cytokines produites au cours des infections virales (IFN de type I, IL-12, IL-18) 

ainsi que des molécules de co-stimulation (Ox40L, 4-1BBL, GITR-L, ICOS-L) sont capables 

d’activer les cellules NK, alors que la perte de la majorité des molécules de CMH de classe I 

par les cellules infectées par le virus ainsi que l’expression de certaines molécules de co-

stimulation optimisent la reconnaissance de ces cellules par les cellules NK activées
39

. Lors 

de l’infection par le VHB et bien que la production de cytokines pro-inflammatoires soit 
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réduite par le virus, le rôle des cellules NK reste essentiel. En effet, les hépatocytes expriment 

physiologiquement un faible niveau de molécules CMH de classe I, ce qui entraine , lors de 

l’infection par le VHB, l’expression de molécules de co-stimulations par les hépatocytes 

infectés qui devraient être capables d’induire localement l’activation des cellules NK
40, 41

. De 

plus les cellules NK intra-hépatique sont très abondantes, représentant 30 à 40% des 

lymphocytes hépatiques. Enfin, chez le chimpanzé, l’élimination du VHB est précédée par 

l’élévation des concentrations d’IFNγ et de TNFα intra-hépatique, cytokines produites entre 

autre par les cellules NK
42

. Chez des patients en phase aigue de l’hépatite B, on retrouve une 

élévation de la proportion de cellules NK circulantes. Néanmoins, ces cellules NK présentent 

une fonctionnalité diminuée en lien avec la charge virale et une augmentation des 

concentrations d’IL10, laissant à penser que le VHB pourrait être capable d’inhiber 

l’activation de ces cellules en phase aigue
37

. En phase chronique, le rôle des cellules NK 

semble être plus délétère, associé au développement de la cytolyse hépatique lors de 

réactivations du VHB
40

. En effet, les cellules NK lors de la phase chronique de l’infection 

présentent un phénotype particulier avec une diminution de la production de cytokines et une 

activité cytotoxique maintenue, favorisant la lyse des hépatocytes et le développement d’une 

hépatite chronique. Outre les cellules NK, d’autres cellules de l’immunité innée semblent 

impliquées au cours de l’infection par le VHB. Il a été montré que les cellules NKT en 

relation avec les pDCs étaient capables de contrôler au niveau hépatique les infections virales 

dans des modéles de souris infectées par LCMV
43

. De plus, il a été observé chez les patients 

hépatite B chronique active un taux plus faible de cellules NKT dans le sang qui se normalise 

avec le contrôle du virus
44

 alors que dans un modèle de souris transgénique du VHB, 

l’activation des cellules NKT a permis l’activation des cellules NK et l’élimination du virus
45

.   

Le VHB semble donc avoir la capacité, aux premiers stades de l’infection, de rester caché de 

l’immunité innée (cellules présentatrices de l’antigène, cellules NK) et ainsi d’infecter 

rapidement un grand nombre d’hépatocytes. De plus, cette faible activation initiale de 

l’immunité innée peut avoir un impact sur l’activation de l’immunité adaptative, ce qui 

pourrait expliquer le passage en phase chronique chez certains patients infectés
46

. Enfin, lors 

des phases de réactivation du virus au cours de l’hépatite B chronique, une activation 

inappropriée des cellules de l’immunité innée pourrait expliquer en partie la cytolyse 

hépatique retrouvée chez les patients. 
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b.2\  Réponse immunitaire adaptative au cours de l’hépatite B 

    b.2.1\ Réponse immunitaire adaptative chez les patients capables 

de résoudre l’infection par le VHB 

La réponse immune adaptative et principalement la réponse lymphocytaire T sont décrites 

comme essentielles au contrôle et à l’élimination du VHB mais aussi au développement de 

l’hépatite chronique. En effet, la réponse lymphocytaire T chez les patients capables de 

résoudre l’infection est forte. Ainsi chez ces patients on retrouve une réponse lymphocytaire T 

CD4 et CD8 multi-spécifique avec un profil cytokinique de type TH1
47

. Cette réponse devient 

généralement détectable juste après le début de la phase d’augmentation exponentielle de la 

charge virale
48

. Chez les patients pouvant contrôler l’infection, on observe alors rapidement 

une diminution de la charge virale. Lorsque l’infection est contrôlée, une augmentation de 

l’expression de CD127 et une diminution de l’expression de PD-1 (Programmed Death-1) est 

observée à la surface des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB, correspondant à la 

maturation de lymphocytes T mémoire
49

. Au moment du pic de virémie, les lymphocytes T 

CD8 spécifiques du VHB, bien qu’activés, présentent une faible capacité à proliférer et sont 

peu fonctionnels. Cette inhibition semble être liée à l’apparition d’un pic d’IL-10 retrouvé 

chez les patients en phase aigue
37

 mais pourrait être aussi due à une augmentation de la 

libération d’arginase par les hépatocytes lysés. En effet, en depletant l’acide L-arginine (acide 

aminé essentiel), l’arginase contribue à diminuer l’expression de la chaine ζ du CD3 des 

lymphocytes T, entrainant une moins bonne efficacité de la reconnaissance par le TCR 

(récepteur des lymphocytes T) et ainsi une suppression des fonctions du lymphocyte T
50

. Ces 

mécanismes de régulation, sont présents à la fois chez les patients capables de résoudre 

l’infection et ceux qui passent en phase chronique. Ils pourraient donc représenter un 

processus homéostatique commun à plusieurs infections, nécessaire pour limiter le 

développement d’une immunité excessive pouvant entrainer des lésions hépatiques (hépatite 

fulminante). 

 

b.2.2\ Réponse immunitaire adaptative chez les patients en phase 

chronique de l’infection par le VHB 

La persistance du virus et le passage en phase chronique sont toujours associés à un défaut de 

fonctionnalité des lymphocytes T CD4 et T CD8. Cette réponse est antigène dépendante, ainsi 

plusieurs études ont pu relever chez des patients passant en phase chronique une plus faible 

réponse lymphocytaire T CD8 dirigée contre l’antigène HBc et l’antigène HBe par rapport a 
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des patients capables de résoudre l’infection
47, 51

. Ces observations ont été confirmées par une 

étude de la réponse immune anti-VHB dans des modèles de souris KO pour divers éléments 

du système immunitaire qui ont montré l’importance de la réponse lymphocytaire T
22

. La 

réponse lymphocytaire T CD8 dirigée contre l’antigène HBs ou l’antigène pol reste par contre 

faible en phase aigue comme en phase chronique et ne semble pas liée à l’élimination du 

virus
23, 47

. Une autre étude a montré que chez les patients en phase chronique la réponse 

lymphocytaire T CD8 contre l’antigène HBc est fortement modulée par la charge virale. 

Ainsi, en présence d’une charge virale élevé (>10
7 

copies/ml), Webster et al ne mesurent plus la 

présence de lymphocytes T spécifiques de l’antigène HBc que ce soit en périphérie ou en intra 

hépatique
23

. Cette relation inverse entre charge virale et réponse lymphocytaire T pourrait s’expliquer 

par un effet tolérogène du au contact prolongé entre lymphocytes T et antigènes du VHB à forte dose. 

En parallèle, l’environnement hépatique contribue aussi au maintien de la tolérance 

immunologique vis-à-vis du VHB. En effet, il a été démontré dans certains modèles animaux 

que la réponse antivirale lymphocytaire T CD8 était altérée au niveau hépatique 
52

. De plus, 

les hépatocytes n’expriment que faiblement les molécules CMH de classe I et nécessitent 

donc une concentration cent fois supérieurs en peptides viraux par rapport aux autres APC 

pour stimuler aussi efficacement les lymphocytes T CD8 
53

. Ceci suggère que les pathogènes 

infectant les hépatocytes sont moins bien reconnus par les lymphocytes T CD8. Tout ceci 

conduit à la diminution des lymphocytes T spécifiques du VHB et à leur exhaustion. Une 

étude a observé que les lymphocytes T intra-hépatiques au cours de l’infection chronique par 

le VHB expriment fortement PD-1, qui joue un rôle important dans le mécanisme 

d’exhaustion des lymphocytes par son interaction avec son ligand PD-L1. De plus, le blocage 

in vitro de la relation entre PD-1 et PD-L1 entraine une restauration des fonctionnalités des 

lymphocytes T issus de patients atteints d’hépatite B chronique (production de cytokines, 

prolifération), ce qui renforce la preuve de leur rôle dans le mécanisme d’exhaustion au cours 

de l’infection par le VHB
54

. D’autres éléments peuvent expliquer la faiblesse de la réponse 

lymphocytaire T spécifique, ainsi l’étude du profil d’expression génique des lymphocytes T 

en phase chronique de l’infection par le VHB a montré une surexpression de marqueurs 

d’activation des voies d’apoptose et principalement la protéine pro-apoptotique Bim 

(médiateur interagissant avec Bcl2). L’activation de cette voie pourrait expliquer en partie la 

faible réponse lymphocytaire T spécifique retrouvée chez ces patients. De plus, le blocage de 

cette protéine a permis in vitro et ex vivo la restauration de la réponse lymphocytaire T, 

confirmant le rôle potentiel de cette protéine dans les mécanismes d’échappement du virus à 

l’immunité
55

. Parmi les cellules de l’immunité, certaines sont spécialisées dans le contrôle de 
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la réaction immunitaire. On retrouve tout particulièrement les lymphocytes T régulateurs 

(TCD4
+
CD25

high+
FoxP3

+
). Au cours de l’infection par le VHB, certaines études ont dosé ces 

lymphocytes T régulateurs en périphérie ou au niveau intra-hépatique. Ces études donnent des 

résultats contradictoires, deux d’entre elles retrouvent des taux plus élevés de lymphocytes T 

régulateurs chez les patients en phase chronique (et particulièrement ceux avec une hépatite 

avancée) comparés aux donneurs sains
56, 57

 alors qu’une autre étude ne voit pas de 

différence
58

. L’analyse fonctionnelle de ces cellules a démontré qu’en déplétant les 

lymphocytes T régulateurs d’échantillons de sang issus de patients atteints d’hépatite B 

chronique, on pouvait restaurer en partie la réponse lymphocytaire T spécifique contre le 

VHB
56-58

. Il a ainsi été observé un retour de la prolifération lymphocytaire ou de la production 

spécifique d’IFNγ. Ces résultats peuvent laisser supposer que les lymphocytes T régulateurs, 

particulièrement intra-hépatiques jouent un rôle dans la physiopathologie de la maladie en 

inhibant la réponse spécifique contre le VHB et en limitant son élimination par les 

lymphocytes T spécifiques. Certaines protéines virales peuvent aussi jouer un rôle dans la 

régulation de la réponse lymphocytaire spécifique anti-VHB. L’antigène HBe a été montré 

comme étant capable de moduler  la réponse immunitaire contre le VHB. Ainsi, le taux de 

lymphocytes T régulateurs chez les patients VHB chroniques est corrélé à leur statut HBe
59

, 

ce qui peut laisser supposer que l’antigène HBe serait capable de renforcer la polarisation des 

lymphocytes T en lymphocytes T régulateurs et ce qui aiderai le VHB a échapper à 

l’immunité de l’hôte. De plus il a été démontré que bien que les antigènes HBc et HBe ont 

une réactivité croisée au niveau de leur reconnaissance par le TCR, ils induisent des profils 

lymphocytaires différents. Dans un modèle de souris, il a ainsi pu être observé que l’antigène 

HBc induisait un profil plutôt TH1 alors que l’antigène HBe induisait un profil plutôt TH2
60

. 

Il a pu être observé dans un modèle de souris transgéniques pour les antigènes HBc et HBe, 

qu’en présence d’antigène HBe, la réponse lymphocytaire T spécifique anti-HBc n’était plus 

dirigée vers un profil TH1 mais vers un profil TH2
61

. Il est possible que, de par leurs 

ressemblances structurelles, l’antigène HBe soit capable de moduler la réponse lymphocytaire 

contre l’antigène HBc. Les capacités de modulation de la réponse immune par l’antigène HBe 

ne sont pas encore bien définies et nécessitent d’être étudiées de manière plus approfondie.  
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b.2.3\ Réponse immunitaire adaptative et lésions hépatiques en 

phase chronique de l’infection par le VHB 

Le VHB est donc capable de limiter la réponse immunitaire spécifique afin d’infecter 

chroniquement les patients. Bien qu’inefficace pour éliminer le virus, le système immunitaire 

est continuellement activé par la présence du VHB, entrainant des lésions hépatiques non 

spécifiques et l’hépatite chronique. De plus, cette activation inappropriée de l’immunité 

semble être capable d’expliquer en partie l’évolution de la pathologie vers l’hépatocarcinome. 

Il a pu ainsi être observé dans un modèle de souris transgénique pour le VHB qu’en présence 

d’une réponse lymphocytaire T anti-VHB chronique, se développe une inflammation 

hépatique chronique pouvant mener vers le développement d’un hépatocarcinome
62

. Plusieurs 

facteurs liés au VHB ont montré qu’ils pouvaient mener vers le développement d’un 

hépatocarcinome (intégration de l’ADN du VHB dans l’ADN de l’hôte, rôle de la protéine 

HBx…). Il semblerait néanmoins que l’un des éléments majeurs de la pathogenèse du VHB, 

capable de mener (dans des modèles animaux) seul au développement d’une 

hépatocarcinome, soit l’induction chronique d’une réponse immune insuffisante pour éliminer 

le VHB mais suffisante pour entrainer une hépatite chronique
63

. 

En considérant l’ensemble de ces données, il semblerait que ce soit l’incapacité du système 

immunitaire à éliminer le virus ainsi que l’alternance entre phase de lyse des hépatocytes et 

phase de forte réplication virale qui expliquent la physiopathologie particulière du VHB 
20

. 

 

 D Thérapeutiques actuelles et en développement 

Un traitement efficace contre le VHB devrait permettre l’élimination du virus et empêcher le 

développement de lésions hépatiques. Si les traitements actuels sont capables de bloquer la 

réplication virale et de réduire le risque d’hépatite, ils ne sont pas capables d’éliminer 

complètement le virus et de résoudre l’infection. C’est pourquoi de nouvelles thérapeutiques 

sont en développement, basées sur le constat que le système immunitaire joue un rôle majeur 

dans le contrôle du VHB et qu’en cas d’infection chronique il est nécessaire de pouvoir le 

réactiver afin de pouvoir résoudre l’infection. 
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a\ Traitement prophylactique 

Il existe depuis plusieurs années un vaccin prophylactique, composé de l’antigène HBs et 

d’adjuvants immuno-activateurs (hydroxyde d’aluminium), qui permet de protéger les sujets 

contre l’infection par le VHB. Néanmoins, malgré l’existence de ce vaccin, l’infection reste 

présente, soit dans des pays où la vaccination n’est pas possible pour des raisons financières, 

soit par une couverture vaccinale trop faible liée à une méfiance vis-à-vis de la vaccination 

anti-HBV 
64

. De plus, malgré de nombreux essais, ce vaccin n’a pas démontré d’effet 

thérapeutique chez les patients en phase chronique que ce soit seul ou combiné à d’autres 

thérapeutiques antivirales 
65-68

. 

b\ Traitement par IFNα 

L’IFNα a été pendant des années le traitement de référence dans le traitement contre l’hépatite 

B jusqu'à l’arrivée des antiviraux. Il permet de réduire la charge virale en bloquant la 

réplication du virus et en stimulant l’immunité principalement cellulaire contre les 

hépatocytes infectés 
69-72

. 

Néanmoins les nombreux effets indésirables (fièvre, myalgies, hépatites aigues) et sa faible 

efficacité (30% des patients répondent au traitement, peu d’effet sur l’évolution vers 

l’hepatocarcinome) ont réduit son utilisation avec l’apparition des antiviraux classiques 
73-75

. 

Il existe depuis quelques années une forme pégylée de l’IFNα qui a permis de simplifier le 

traitement et de limiter ses effets indésirables. 

c\ Traitements antiviraux 

Les traitements antiviraux visent à bloquer le cycle de réplication virale en inhibant des étapes 

clefs. Ces traitements correspondent à des analogues nucléosidiques comme la Lamivudine ou 

l’entécavir, et des analogues nucléotidiques comme le ténofovir ou l’adéfovir, capables 

d’inhiber la réplication du virus en bloquant l’ADN polymérase virale. Ils entrainent une 

réduction à la fois de la charge virale et des risques de lésions hépatiques et peuvent entrainer 

une séroconversion HBe chez un grand nombre de patients (disparition de la charge virale 

chez 60 à 80% des patients), mais ils ne sont pas capables d’éliminer complètement le virus 

qui reste latent dans les hépatocytes (résolution de l’infection chez <3% des patients traités) 

76-78
. Il existe de plus en plus de cas de développement de résistance du virus à ces traitements, 

pouvant en limiter l’utilisation sur le long terme 
79-81

. 
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d\ Immunothérapies en développement 

La réponse immunitaire est un  élément clef dans la régulation et l’élimination du virus, les 

patients capables d’éliminer le virus possédant une forte réponse spécifique lymphocytaire T 

(anti-HBc principalement) et une réponse humorale adaptée. C’est pourquoi un certain 

nombre d’immunothérapies visant à rétablir la réponse lymphocytaire T CD8 sont en cours de 

développement. 

Les vaccins à ADN ont pour but de générer plusieurs épitopes antigéniques afin d’amplifier 

une réponse immune poly-spécifique. Ils se présentent sous forme de plasmide codant pour 

l’ensemble des épitopes d’intérêt du virus. Ils ont été testés in vivo dans des modèles de souris 

transgéniques permettant de mesurer l’activation des lymphocytes T CD8 ou T CD4 helper. 

Dans ces modèles on a pu démontrer l’amplification spécifique des lymphocytes T dirigés 

contre les antigènes d’intérêt. Il a de plus été démontré in vitro par spectrométrie de masse 

que les cellules transfectées avec le plasmide étaient capables d’apprêter et de présenter 

correctement les épitopes du VHB au niveau du CMH 
82, 83

.  

 Un vaccin peptidique sous forme de lipopeptides
84, 85

 contenant le peptide HBc (18-27) et 

ayant pour but d’induire une réponse Lymphocytaire T CD8 spécifique anti-HBc a été testé au 

cours d’un essai clinique chez l’homme et a montré chez environ 30% des patients atteints 

d’hépatite B chronique une amplification de la réponse lymphocytaire T CD8, fonctionnelle et 

capable de lyser in vitro des cellules présentant l’antigène HBc à des niveaux comparables à 

ceux observés chez les patients ayant résolu l’infection. Ce faible pourcentage de patient 

ayant une réponse thérapeutique semble être expliqué par une activation altérée des 

lymphocytes T CD4 chez les patients atteints d’hépatite B chronique. 

D’autres immunothérapies ont été développées comme les thérapies adoptives à base de 

lymphocytes T CD8 exprimant un TCR transduit ou chimérique, spécifique des antigènes du 

VHB
86, 87

. Le modèle de T CD8 exprimant un TCR transduit a été testé in vitro sur des 

lymphocytes T issus de patients atteints d’hépatite B chronique. Après transduction des TCR 

spécifiques du VHB ex vivo au niveau des lymphocytes T de patients, il a été retrouvé une 

forte expression de ces TCR. Les lymphocytes T exprimant un TCR transduit du VHB ainsi 

obtenus ont été capables après stimulation de produire de l’IFNγ, du TNFα et de l’IL2, de 

lyser des cellules infectées par le VHB et des tumeurs d’hépatocarcinome exprimant les 

antigènes du VHB. Ces cellules pourraient maintenant être utilisées pour reconstituer 

l’immunité lymphocytaire T anti-VHB. 
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Enfin, des vaccins utilisant des cellules dendritiques myéloïdes (mDCs) autologues chargées 

avec des antigènes viraux (HBc), ont été capables d’induire une réponse cytotoxique 

spécifique importante. Dans une étude in vitro, des cellules dendritiques dérivées des 

monocytes (MoDC) chargées avec un peptide viral issu de l’antigène HBc ont été capables 

d’amplifier une réponse lymphocytaire de type TH1 à partir de PBMC de patients atteints 

d’hépatite B chronique, dans un contexte autologue, permettant d’obtenir des lymphocytes T 

CD8 spécifiques du VHB (amplification pour 8/11 patients VHB testés avec des pourcentages 

de lymphocytes T spécifiques allant de 0,56% à 62,4%). Ces lymphocytes sont fonctionnels et 

capables de lyser en partie spécifiquement des cellules T2 chargées avec le peptide d’intérêt 

in vitro
88

. Plusieurs essais cliniques sur l’utilisation des mDCs autologues dans le traitement 

de l’hépatite B sont en cours d’investigation. Ainsi Akbar etal ont testé dans un essai de phase 

I chez 5 patients hépatite B chronique la sécurité de l’utilisation en thérapeutique de mDCs 

chargées avec l’antigène HBs. Ce traitement n’a pas montré de toxicité particulière chez les 

patients. De plus, chez 2 patients il a été observé l’apparition d’anticorps anti-HBs et chez 1 

patient l’apparition de lymphocytes T spécifiques anti-HBs. Cette première étude préliminaire 

a permis de s’assurer que ce traitement ne présentait pas de risque particulier et a montré des 

premiers résultats intéressants en terme d’amélioration de la réponse immune anti-HBV
89

. Un 

autre essai sur 380 patients atteints d’hépatite B chronique a évalué l’efficacité d’un 

traitement utilisant des DCs autologues chargées avec le peptide HBc (18-27) et HBV pre S2 

(44-53) afin de restaurer l’immunité anti-VHB. Les résultats ont montré une réponse complète 

(13% des patients HBe positifs et 54% des patients HBe négatifs) ou partielle (73% des 

patients HBe positifs et 27% des patients HBe négatifs) 48 semaines après le début du 

traitement (diminution charge virale, séroconversion HBe, réduction des ALAT) 
90

. Ces 

résultats encourageants montrent l’intérêt que peuvent présenter les cellules dendritiques dans 

la restauration de la réponse immunitaire anti-VHB et l’élimination du virus. 

Le développement de nouvelles immunothérapies est particulièrement compliqué à cause du 

manque de modèle animal pertinent pour mesurer leur efficacité dans un contexte immunitaire 

humain. Ainsi les modèles de souris trimera et uPA-SCID transplantées avec des hépatocytes 

humains 
91, 92

, ne possèdent pas de système immunitaire humain, les souris transgéniques 

VHB 
93

 sont réduites au contexte murin alors que les souris transgéniques HLA-A2 
94

 ont 

permis la découverte des épitopes du virus mais ne permettent pas le développement 

d’immunothérapies. Les autres modèles (canard, marmotte, singe) d’infection naturelle par le 
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VHB sont compliqués à manipuler et ne permettent pas de tester simplement de nouvelles 

immunothérapies dans un contexte humanisé 
95

. 

A l’heure actuelle, bien que certains traitements soient entrés en phase de développement 

préclinique, il n’existe pas de traitement d’immunothérapie efficace en contexte VHB. Il 

serait pourtant très intéressant de pouvoir développer une immunothérapie capable d’éliminer 

le VHB et de résoudre l’infection. 

2 Les cellules dendritiques plasmocytoides  

 A Definition 

Les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle de sentinelles dans l’organisme. Elles sont 

capables de reconnaitre de nombreux agents pathogènes et d’activer à la fois l’immunité innée 

et adaptative de par leur production de cytokines et leur rôle de cellules présentatrices de 

l’antigène 
96, 97

.  

Il existe plusieurs sous-types de DCs qui différent par leurs phénotypes, leurs localisations et 

leurs rôles souvent complémentaires. Nous nous sommes focalisés au cours de cette étude sur 

les cellules dendritiques plasmocytoides (pDC) car elles jouent un rôle primordial dans 

l’immunité antivirale.   

 

 B Découverte des pDCs 

Tout d’abord, il a été décrit une sous-population lymphocytaire rare (moins de 1% des 

PBMCs) chez les donneurs sains, capable de produire de grandes quantités d’IFN de type I 

(IFNα, β, ω) en réponse à une stimulation virale in vitro, exprimant à leur surface des 

marqueurs du CMH de classe II (HLA-DR)
98

. Ces cellules ont alors été appelées cellules 

naturelles productrices d’IFN (IPC). Parallèlement, a été décrit la présence de cellules dans les 

zones T des ganglions lymphatiques lors de lymphadénites non spécifiques. Ces cellules 

exprimaient le marqueur CD4 et avaient une morphologie de type plasmocytaire. Elles furent 

ainsi appelées cellules T plasmocytoïdes (PTC)
99

. Ces cellules ont ensuite été étudiées d’un 

point de vue phénotypique et il a été retrouvé un certain nombre de marqueurs de la lignée 

monocytes macrophages (CD31, CD36, CD68, CD123). Elles ont alors été renommées 

monocytes plasmocytoïdes. Dans les années 90, plusieurs équipes de recherche ont analysé 
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ces cellules, démontrant tout d’abord qu’elles pouvaient se différencier in vitro en cellules 

dendritiques en présence d’IL-3 et de CD40-Ligand
100

 et ensuite qu’elles pouvaient produire 

de grandes quantités d’IFN de type I en réponse à une stimulation virale
101

. Regroupant les 

résultats entre les IPC et les PCT, ces cellules furent classées comme une sous-population de 

DC, les cellules dendritiques plasmocytoïdes, capables de produire de l’IFNα en grande 

quantité et de stimuler spécifiquement les lymphocytes T. 

   

 C Morphologie, phénotype, localisation et migration des pDCs 

a\ Morphologie et phénotype 

Les pDCs, en microscopie électronique à transmission, apparaissent comme des 

lymphoblastes avec un noyau présentant une hétérochromatine marginale et un cytoplasme 

contenant un réticulum endoplasmique rugueux développé, un petit appareil de Golgi et 

beaucoup de mitochondries (Figure 6). En microscopie électronique à balayage, on peut 

observer que les pDCs au repos se présentent de manière sphérique alors que les pDCs 

activées par CD40-L ont une morphologie équivalente à celle des DCs. 
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Figure 6. Morphologie des pDCs (Liu, Ann rev immunol, 2005) 

(A,B) morphologie des pDCs (A) comparée aux macrophages (B) au microscope optique après coloration au 

Giemsa. (C) pDCs au microscope électronique. (D) pDCs au microscope électronique à transmission. 

 

L’ensemble des DCs humaines n’expriment pas de marqueur spécifique de lignée (lin) tels 

que les marqueurs des lignées lymphocytaires T (TCR, CD3) ou B (CD19, immunoglobulines 

cytoplasmiques et de surface), des monocytes (CD14) ou des cellules NK (CD16, CD56) mais 

expriment à différents niveaux les molécules HLA-DR et CD123. Les pDCs expriment 

certains marqueurs qui permettent de les différencier des autres sous populations de cellules 

dendritiques (cellules dendritiques myéloïdes ou mDCs) (Tableau 2). Parmi ces marqueurs on 

retrouve principalement les antigènes des cellules dendritiques du sang (BDCA1-4). Les 

marqueurs BDCA2 et BDCA4 sont ainsi spécifiques des pDCs à l’état immature
102

. D’autres 

marqueurs permettent de caractériser les pDCs par rapport aux mDCs tels que l’absence de 

CD11c, de marqueurs myéloïdes (CD13) et l’expression du marqueur de progéniteur 

lymphoïde CD10 est faible. Ces marqueurs spécifiques suggèrent que les pDCs appartiennent 

à une lignée cellulaire indépendante dans le système immunitaire.  
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Tableau 2. Phénotype des mDCs/pDCs humaines (d’après Liu, Ann Rev Immunol, 2005) 

 

b\ Localisation et migration dans l’organisme 

Chez l’adulte, les pDCs sont produites de manière constante dans la moelle osseuse et 

circulent dans le sang. Elles sont rares dans la circulation sanguine (0,3-0,5% des cellules du 

sang périphérique) et résident dans les organes lymphoïdes (rate, thymus, ganglions 

lymphatiques, organes lymphoïdes associés aux muqueuses)
103, 104

. La durée de vie des pDCs 

n’excède pas 2 semaines chez la souris et un renouvellement continuel est nécessaire pour 

maintenir l’homéostasie des pDCs dans l’organisme
105

. 

Le trafic physiologique des pDCs est encore à l’étude. On suppose que les pDCs entrent par 

les veinules post-capillaires à endothélium épais (HEV) directement dans les ganglions 

lymphatiques pour s’accumuler dans les zones riches en lymphocytes T du paracortex où nous 

pouvons les retrouver
101

. Deux éléments exprimés sur la pDCs appuient cette hypothèse. 

L’expression constitutive de CCR7 qui fixe CCL19 et CCL21, chimiokines produites par les 

HEV et les cellules stromales du paracortex, et l’expression de CD62L qui joue un rôle dans 

la transmigration au travers de l’endothélium
106, 107

. Néanmoins certains éléments ne sont pas 

concordants, ainsi il a été démontré chez la souris que les ganglions lymphatiques non 

inflammés permettent l’adhérence mais ne permettent pas la transmigration des pDCs, à la 
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différence des ganglions en situation inflammatoire où s’observe une importante migration à 

travers les HEV
106, 108

.  

A l’exception de certains tissus (foie, intestin grêle) où l’expression du récepteur CCR9 qui 

reconnait la chimiokine CCL25 permet un adressage des pDCs
109

, on ne retrouve pas ou peu 

de pDCs dans les tissus périphériques en situation physiologique. Par contre il a été démontré 

la présence de grandes quantités de pDCs dans les tissus inflammés comme lors des maladies 

inflammatoires de la peau
110

. Cette migration vers les tissus inflammés semble être médiée 

par diverses chimiokines. Ainsi la pDC exprime les récepteurs CCR1, CCR2 et CCR5 pour 

les chimiokines inflammatoires CCL2, CCL3, CCL4 et CCL5. Néanmoins, il a été montré que 

la plus part des récepteurs à chimiokines exprimés par les pDCs en circulation ne sont pas 

fonctionnels
107

. D’autres modèles ont permis d’émettre l’hypothèse d’une migration des pDCs 

induite par l’inflammation. Ainsi, le récepteur CXCR3 permettant la migration des pDCs 

n’est actif qu’après engagement du récepteur CXCR4 par CXCL12 son ligand associé aux 

tissus et ganglions inflammés
111

. La migration des pDCs vers les tissus en situation 

pathologique semble donc être le résultat de l’utilisation complexe d’un grand nombre de 

récepteurs à chimiokines. 

 

D Fonction des pDCs dans la réponse immune antivirale 

a\ Activation des pDCs 

Les PAMP (Pathogen associated molecular patterns) sont des motifs microbiens particuliers 

qui sont capables de stimuler les DCs. Ces PAMP sont reconnus par un ensemble de 

récepteurs appelés PRR (Pattern-Recognition Receptors). Ces PRR peuvent être retrouvés 

dans les endosomes (les Toll like recepteur ou TLR) ou dans le cytoplasme (RIG-1 par 

exemple) pour reconnaitre respectivement les pathogènes extracellulaires ou intracellulaires. 

Les pDCs expriment principalement deux TLR : TLR7 et TLR9 (Tableau 3), capables de 

reconnaitre les génomes viraux (ADN et ARN). Ces TLR sont des protéines 

transmembranaires de type I de la famille du récepteur à l’IL1. Les TLR 7 et 9 ont la 

particularité d’être exprimés dans les endosomes/lysosomes de la pDC. De façon intéressante, 

les différentes sous-populations de DCs expriment différents TLR à leur surface (mDC : TLR 

1, 2, 3, 4, 5, 6 et 8). Ainsi, en fonction de ces profils d’expression, les mDCs et monocytes 
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reconnaitront préférentiellement les produits bactériens tels que le peptidoglycane et l’acide 

lipoteichoique pour TLR2 ou le lipopolysaccharide (TLR4).  

 

Tableau 3. Expression des TLR par les mDCs/pDCs (d’après Liu, Ann Rev Immunol 2005)  

 

Le TLR7 est capable de reconnaitre les virus à ARN comme influenza, le virus de la grippe 

(Flu) ou le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) ou le virus de l’hépatite C (VHC). Il peut 

aussi reconnaitre des composants synthétiques apparentés aux acides nucléiques de type 

guanosines comme les imidazoquinolines, la loxoribine
112

 ou le composant azoquinoline 

R848
113

. 

Le TLR9 est capable de reconnaitre l’ADN bactérien contenant une séquence particulière ou 

motif CpG formé de dinucléotides non méthylés. Au sein de la pDC, le TLR9 est capable de 

reconnaitre aussi des séquences d’ADN viraux possédant le motif CpG tel que les virus de 

l’Herpes Simplex (HSV1 et HSV2) 
114, 115

. Il existe un certain nombre d’ODN synthétiques 

contenant les motifs CpG qui permettent de mimer l’action des ADN viraux sur la pDC. 

La pDC, une fois activée, produit alors de grandes quantités d’IFN de type I, ce qui en fait une 

cellule productrice d’IFN de type I professionnelle. De plus, elle peut se différencier en 

cellule présentatrice d’antigène. Au cours de cette différentiation, sa morphologie évolue, 

passant d’une forme ronde et lisse au repos, à une forme dendritique après activation. Cette 

modification morphologique associée à une augmentation de ses capacités de co-stimulation 

(expression renforcée des molécules de co-stimulation) permet à la pDC de jouer son rôle 
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dans la stimulation des lymphocytes T. En effet, la morphologie dendritique permet 

d’augmenter les surfaces de contacts entre la pDC et les lymphocytes T, renforçant la synapse 

immunologique
116

.  

Après activation des TLRs, la pDC est donc capable d’évoluer vers deux voies (Figure 7) : la 

production d’IFN de type I et la différenciation en cellules dendritiques co-stimulatrices. 

L’évolution vers ces deux voies peut être induite par différents virus comme le virus influenza 

ou par des molécules synthétiques comme le CpG de type C
117, 118

. Cependant, certaines 

molécules peuvent n’induire qu’une seule voie et en particulier certains ligands de TLR9. 

Ainsi, les ODN CpG de type A induisent une forte production d’IFN de type I avec une faible 

expression des molécules de co-stimulation alors que les ODN CpG de type B inversement 

induisent la différentiation de la pDC avec une forte expression des molécules de co-

stimulation avec une faible production d’IFN de type I
118, 119

. 

 

 

Figure 7. Activation et différentiation des pDCs par les ligands des TLR7 et TLR9   

Après activation de TLR7 ou TLR9 par leurs ligands (naturels ou artificiels), les pDCs sont capables de s’activer 

pour produire de grandes quantités d’IFN de type I et d’autres cytokines (TNFα, IL-12…) ou de se différencier 

en cellule présentatrice d’antigène en prenant une forme dendritique et en sur-exprimant les principales 

molécules de co-stimulation. 

 

b\ Réponse immune innée et pDCs 

L’un des rôles principaux des pDCs est de contrôler l’infection virale grâce à leur capacité à 

produire de grandes quantités d’IFN de type I, suite à une stimulation TLR, ce qui en fait des 

cellules majeures pour la réponse antivirale. L’IFN de type I a des propriétés antivirales 

directes, limitant la réplication virale, mais surtout est capable de stimuler et d'entretenir la 
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réponse immune 
120-122

. Les pDCs sont capables de produire 1 à 2 U d’IFN par cellules, ce qui 

correspond à une production 100 à 1000 fois plus importante que pour les autres cellules du 

système immunitaire 
123

. Cette production immédiate d’une grande quantité d’IFN de type I 

s’accompagne d’autres molécules pro-inflammatoires comme le TNFα ou l’IL6 
124

 

 

   b.1\ Rôle antivirale de l’IFN 

La pDC suite à une stimulation virale est donc capable de produire de grandes quantités d’IFN 

de type I. Ces IFN jouent un rôle majeur dans l’immunité antivirale, que ce soit directement 

en bloquant le cycle de réplication virale ou indirectement en activant les voies de 

signalisation intracellulaires des cellules infectées et en activant les autres cellules du système 

immunitaire. L’IFN de type I est ainsi capable d’induire l’expression de nombreuses 

molécules de surfaces comme le CMH de classe I ou des antigènes de surfaces associés aux 

tumeurs afin d’augmenter la reconnaissance des cellules infectées par le système immunitaire. 

L’IFN de type I est aussi capable d’induire ou d’activer des gènes et des protéines pro-

apoptotiques (comme les caspases, Bak, Bax) et de réprimer des gènes anti-apoptotiques 

(comme Bcl-2) afin de faciliter l’élimination des cellules infectées.  

En plus de son rôle direct sur les cellules infectées, l’IFN de type I est capable, en lien avec 

d’autres cytokines secrétées par la pDC, d’influer sur les cellules de l’immunité innée et 

adaptative. Ainsi l’IFN de type I en association avec l’IL-12 agit sur de nombreuses fonctions 

des cellules T tel que l’induction des cellules T mémoires et le maintien de leur survie
125

, 

l’induction de l’expression par les lymphocytes T du marqueur d’activation CD69, la 

polarisation des lymphocytes T CD4 vers la voie TH1, l’augmentation de l’activité 

cytotoxique et de la production d’IFNγ des lymphocytes T CD8
126

. L’IFN de type I joue aussi 

un rôle sur l’activité cytotoxique des cellules NK, qui sera discuté plus tard. L’IFN de type I 

(et principalement les IFN α et β) sont capables de promouvoir la différentiation et la 

maturation des cellules dendritiques, permettant la présentation et la cross-présentation des 

antigènes aux lymphocytes T naïfs. Enfin, l’IFN de type I produit par la pDC et l’IL6 induit la 

différentiation des lymphocytes B en plasmocytes capables de produire de nombreux 

anticorps de type IgG
127

. Ainsi, il a été démontré in vitro que la déplétion en pDC de PBMC 

infectées par flu abolit la production d’anticorps IgG polyclonaux spécifiques du virus
128

.  

Bien que l’IFN de type I joue un rôle majeur dans l’activation de l’immunité antivirale par la 

pDC, une publication récente a démontré in vivo chez la souris que l’IFN de type I était 
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capable d’activer les voies apoptotiques de la pDC, afin d’en limiter le nombre une fois 

activée
129

. 

 

   b.2\ Cross-talk pDC et NK  

Les cellules NK représentent l’un des types cellulaires majeurs de l’immunité innée de part 

leurs capacités cytotoxiques (production de perforines/granzymeB) et de production de 

cytokines inflammatoires (production d’IFNγ) et jouent un rôle majeur dans la surveillance 

anti tumorale et l’immunité antivirale
35

. Plusieurs études ont démontré que les pDCs seraient 

capables d’induire la migration et l’activation des cellules NK dans les tissus en situation 

pathogène (infection, cancer). Les pDCs semblent capables, via la production de molécules 

chemoattractives, de faire migrer les NKs vers les sites pathogènes. En effet, il a été démontré 

dans un modèle de souris portant une tumeur cutanée (mélanome B16), que des pDCs activées 

par des ligands de TLR9 directement injectées dans la tumeur, pouvaient produire des 

chemokines (CCL3, CCL4 et CCL5) capables d’attirer les NK dans les tissus via leur 

récepteur CCR5
130

. Dans une autre étude, l’injection en intra-péritonéale dans des souris de 

pDCs stimulées par des ligands de TLR9 (CpG) entraine la migration des cellules NK au 

niveau du site d’injection. Dans des modèles de souris KO pour CD62L ou CXCR3, cette 

migration est réduite de manière significative, suggérant un rôle de ces protéines 

membranaires dans la migration des cellules NKs par la pDC
131

. Les pDCs sont capables 

d’activer les deux fonctions majeures des NK par deux voies bien distinctes, entrainant une 

dichotomie entre la fonction cytotoxique et la fonction de production de cytokines 

inflammatoires des NK. L’IFN de type I produit par la pDC après activation est ainsi capable 

de stimuler l’activité cytotoxique des NK. In vitro, les pDCs activées sont capables d’induire 

l’activité cytotoxique des NK. En présence d’anticorps bloquant les IFNα/β, l’activité 

cytotoxique des NK est inhibée et peut être restaurée par ajout d’IFN de type I dans le milieu, 

ce qui prouve bien le rôle de l’IFN de type I produit par la pDC activée sur les NK
132

. D’un 

autre coté, les pDCs sont capables de moduler la production de cytokines inflammatoires par 

les cellules NK. Cette modulation se fait principalement par un mécanisme de contact direct 

132
 utilisant différents récepteurs. Ainsi, Ox40L exprimé par la pDC activée est capable de 

stimuler les cellules NK via son récepteur Ox40. In vitro, des pDCs issues de souris Ox40L
-/-

 

en présence de CpG, ne sont pas capables de stimuler la production d’IFNγ par les cellules 

NK à la différence de pDCs issues de souris sauvages
130

. GITRL exprimé sur la pDC peut 

activer GITR exprimé sur les cellules NK afin de les stimuler. In vitro, une lignée cellulaire 
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transfectée avec GITRL a ainsi pu activer les cellules NK en présence d’IFN de type I et 

d’IL2 
133

. Le récepteur ICOS présent sur les cellules NK peut après stimulation activer les 

fonctions cytotoxiques et la production d’IFNγ par ces cellules 
134

. Les pDCs sont en partie 

capables d’activer les lymphocytes T par l’interaction entre ICOS-L et ICOS 
135

, ce qui peut 

laisser supposer qu’elles sont aussi capables d’activer les cellules NK de la même façon. 

D’autres molécules, dont l’expression est amplifiée lors de la stimulation CpG, auraient pu 

être impliquées et ont été testé, comme 4-1BBL ou TRAIL, mais n’ont pas pu être liées à une 

amplification de la sécrétion de cytokines par les NKs
130

.  

Si les pDCs sont capables de moduler l’activation des NK et leur production de cytokines, les 

NK sont aussi capables de moduler l’activité des pDCs. Ainsi les NK activés sont capables 

d’induire une plus forte production d’IFNα par les pDCs activées par du CpG in vitro
136

. De 

plus, les NK activés sont capables d’amplifier la production d’IL-6 par la pDC activée ou non 

par des CpG. Cette modulation semble être associée à l’activation des NKs par la présence 

d’IL-12 et d’IL-2 
132, 136

 et être liée en partie à un contact direct entre la pDC et la cellule NK 

activée comme le montrent différentes études in vitro qui ont été effectuées en transwell
136

. 

Les cellules NK, acteurs majeurs de l’immunité innée et les pDCs, cellules spécialisées dans 

la reconnaissance des pathogènes et l’activation immunitaire sont liées l’une à l’autre. Les 

pDCs activées par des ligands de TLR9 sont capables d’activer les fonctions cytotoxiques via 

l’IFN de type I et la production de cytokines via la relation Ox40L/Ox40 des NKs qui en 

réponse sont capables d’activer la production d’IFN de type I des pDCs (Figure 8). 

L’importance de ce cross-talk a été démontrée en situation VIH, où l’inhibition du cross-talk 

pDC/NK par le virus empêche l’activation efficace des cellules NKs
137

. Chez les patients 

infectés par le VIH, la production de certaines cytokines est fortement diminuée (IFN type I, 

TNFα) alors que les cellules NK ne sont plus capables de répondre à une stimulation par les 

pDCs
138

. Le virus est ainsi capable de limiter l’activation des cellules NK et son élimination 

en perturbant le cross-talk pDC/NK.  
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Figure 8. Exemple de crosstalk PDC/NK 

Les pDCs une fois activées par les ligands des TLR7 et TLR9, produisent certaines chemokines qui entrainent la 

migration des cellules NK via CCR5 dans les tissus. Les cellules NK une fois dans les tissus sont activées par la 

pDC de deux façons. L’IFN de type I produit par la pDC activée, permet d’augmenter l’activité cytotoxique des 

cellules NK (production de granzyme B). La surexpression d’Ox40L par la pDC activée, entraine via le 

récepteur Ox40 des cellules NK la production de cytokines et principalement d’IFNγ par la cellule NK. Ces deux 

mécanismes d’activation distincts, peuvent expliquer en partie la dichotomie qui peut être retrouvée entre 

l’activité cytotoxique et la production de cytokines par les cellules NK activées.  

 

b.3\ pDC et mDC 

Les pDCs sont capables d’influer autant sur l’activation que sur le type d’immunité mise en 

place par les mDCs. En effet, des mDCs misent en présence d’IFN de type I sont capables de 

se différencier plus rapidement
139

. Les pDCs, stimulées par une infection par le VIH, sont 

capables in vitro de faire maturer les mDCs en produisant de l’IFN de type I et du TNFα
140

. 

De même, des pDCs issues de patients atteints d’hépatite B chronique sont capable de 

stimuler in vitro en produisant de l’IFN de type I, des MoDC chargées avec l’antigène HBc et 

induire ainsi la prolifération de lymphocytes T spécifiques du virus
141

.  Enfin, il a pu être 

démontré in vivo que lors de l’infection à HSV chez la souris, les pDCs, par leur production 

d’IFN de type I et l’expression de CD40L étaient capables de favoriser une maturation des 
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mDCs capable d’activer la réponse lymphocytaire T 
142

. Les mDCs activées par l’interféron 

de type I issue des pDCs, produisent alors de l’IL-12, IL-15, IL-18 et IL-23 
143

, et sont 

capables de mieux cross-présenter leurs antigènes aux lymphocytes T CD8
144

. Les pDCs sont 

donc capables de stimuler et d’orienter la réponse des mDCs à l’infection. 

 

c\ Réponse adaptative et pDCs 

A l’état basal, les pDCs ne sont pas ou peu capables d’influer sur l’activation de la réponse 

adaptative. Elles produisent de faibles quantités de cytokines (IL-6, IL-8 et TNFα) et ont un 

faible niveau d’expression des molécules de co-stimulation (CD86, pas d’expression de 

CD40, CD80 et CD83). Ainsi par exemple les pDCs à l’état basal ne sont pas capables de 

stimuler la prolifération des lymphocytes T naifs et leur différenciation
145

, voire induisent 

parfois l’anergie des lymphocytes T CD4 
146

. En revanche, une fois activées, les pDCs sont 

capables de faire le lien entre immunité innée et adaptative 
97

. L’IFNα, produit par les pDCs, 

peut ainsi stimuler les lymphocytes T CD4 naïfs, induisant une réponse de type TH1
126, 147

, 

stimuler les mDCs
140

 et activer les lymphocytes B en plasmocytes en association avec l’IL6,  

induisant ainsi la production d’immunoglobulines
128

. 

 

c.1\ Présentation antigénique par la pDC 

Afin d’induire une réponse lymphocytaire T spécifique, les cellules dendritiques sont capables 

de capturer, apprêter et présenter des antigènes aux lymphocytes T. Les pDCs à la différence 

des autres cellules dendritiques ont une faible capacité de capture et d’apprêtement des 

antigènes qui peut s’expliquer par l’absence de récepteurs scavengers nécessaires (DC-SIGN, 

récepteur au mannose)
148

. Néanmoins, la pDC possède certains récepteurs qui lui permettent 

d’internaliser des antigènes, comme CD32a ou BDCA2. L’activité de ces récepteurs sur la 

pDC semble dépendre du type d’activation subie par la pDC. Ainsi, en présence de certains 

ligands de TLR9 capables d’induire une maturation de type dendritique de la pDC (CpG-B ou 

CpG-C), l’activité d’endocytose des protéines médiée par CD32a est réduite, ce qui n’est pas 

le cas en présence de ligands de TLR9 induisant la libération d’IFN de type I par la pDC 

(CpG-A)
149

. Ce mécanisme de blocage de la capture de l’antigène pourrait être un moyen pour 

la pDC de limiter la présentation d’auto-antigène après activation. Bien qu’étant moins 

efficaces que les mDCs, les pDCs sont capables de présenter les peptides antigéniques sur 

leurs molécules CMH de classe II
150

. Néanmoins à la différence des mDCs elles ne sont pas 
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capables de présenter en grandes quantités et sur le long terme des peptides exogènes de par 

leur fort renouvellement en molécules CMH de classe II après activation
151

. En revanche, 

elles sont capables de présenter de manière très efficace des peptides endogènes si elles sont 

infectées par un virus.  

L’un des éléments les plus importants pour une présentation efficace des antigènes est la 

capacité de cross-présentation, c'est-à-dire de présenter des antigènes exogènes par les 

molécules du CMH de classe I (à la différence de la présentation classique par le CMH de 

classe II). Toutes les cellules dendritiques ne sont pas capables de cross-présenter de manière 

équivalente 
152

. Ainsi la capacité de cross-présentation des pDCs a toujours été controversée. 

Plusieurs études chez la souris n’ont pas retrouvé de capacité notable de cross-présentation 

chez la pDC
153, 154

. Néanmoins d’autres études ont pu montrer que dans certaines conditions 

les pDCs étaient capables de cross-présenter des antigènes, du moins in vitro. Ainsi les pDCs 

ont pu cross-présenter, par l’intermédiaire de BDCA2, lors d’une étude, des peptides du VIH 

couplés à un lipopetide ainsi que des peptides dérivés de cellules infectées en apoptose  tout 

aussi efficacement que des mDCs
155

. Lors de cette étude, les pDCs infectées par flu étaient 

plus efficace, ce qui pourrait laisser penser que l’IFN de type I serait nécessaire à la cross-

présentation. Une autre étude a pu démontrer que des pDCs immatures sont capables de 

capturer des antigènes à partir de cellules infectées par le virus influenza et de les cross-

présenter à des lymphocytes T CD8 spécifiques
148

. Néanmoins, in vivo, aucune étude n’a pour 

le moment pu démontrer une capacité de cross présentation des pDCs à l’état basal. En 

revanche, il a été démontré dans un modèle murin au niveau de la rate que les pDCs activées 

par des ligands des TLRs 7 et 9 étaient capables de cross-presenter des antigènes et 

d’amplifier les réponses lymphocytaires T CD8
156

. Enfin, il a été démontré dans un modèle 

murin que les pDCs étaient capables de moduler l’immunité anti-tumorale en activant les 

cellules NK et les mDCs, ce qui a permis une amplification de la cross-présentation 

d’antigènes par les mDCs
130

.  

Ainsi, les capacités de cross-présentation de la pDCs ne sont pas encore clairement connues 

ainsi que son mécanisme. 

 

c.2\ Activation et polarisation des lymphocytes T CD4 par les pDCs 

Les pDCs une fois activées sur-expriment les molécules CMH de classe II , augmentant ainsi 

l’apprêtement de l’antigène, sur-expriment les molécules de co-stimulation et produisent de 

grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires (IFNα, IL-6, TNFα), ce qui leurs permet 
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d’influer sur l’activation, la prolifération et la polarisation des réponses lymphocytaires T 

CD4 
100, 145, 157

. Ainsi il a été démontré in vitro dans un modèle VIH que les pDCs étaient 

capables d’activer les lymphocytes T CD4 naïfs
140

. Le profil de différentiation des 

lymphocytes T CD4 dépend donc en partie de la stimulation par les pDCs. Cette stimulation 

semble être plus efficace au niveau des ganglions lymphatiques
154

.   

Les mDCs sont connues pour être capables d’induire des réponses lymphocytaires de type 

TH1 par l’intermédiaire de la production d’IL-12. Les pDCs sont elles aussi capables 

d’induire une polarisation TH1 directement ou indirectement en activant les mDCs comme 

cela a pu être démontré. Après stimulation par Flu, les pDCs ont été capables d’induire des 

lymphocytes T de type TH1 produisant de l’IFNγ
158

. Cette polarisation semble être liée à la 

production d’IFN de type I par la pDC et semble synergique avec l’action de l’IL-12
121

. 

Outre l’induction de réponses de type TH1 par les lymphocytes T CD4, les pDCs activées par 

divers CpG sont capables d’induire des lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
, 

produisant de l’IL-6, de l’IL-10, du TGFβ et de l’IFNγ
159

. Il a été démontré que cette 

induction de lymphocytes T régulateurs ne passait pas comme pour les mDCs par la 

production d’IL-10 ou de TGFβ
159

. Le mécanisme d’induction de la tolérance par les pDCs 

est medié par l’expression de l’enzyme IDO capable de cataboliser la dégradation du 

tryptophane
160

. Ainsi dans un modèle d’activation des pDCs par le VIH, l’expression d’IDO 

est induite au sein des pDCs, entrainant une réduction de l’immunité
161

. L’expression d’IDO 

au sein de la pDC peut être modulée in vivo chez la souris par certaines cytokines comme 

l’IFNγ ou l’IFN de type I et certaines molécules de co-stimulation comme CTLA4, CD200 ou 

CD28
162

.  

En fonction de leur environnement, les pDCs sont capables de polariser une réponse de type 

TH17 par les lymphocytes T CD4. Cette réponse se manifeste par la production par les 

lymphocytes TH-17 d’IL-17A, IL-17F, IL-22 et IL-26. Une étude a pu démontrer que les 

pDCs en présence d’un ligand de TLR7 sont capables d’induire des lymphocytes T auxiliaires 

produisant de l’IL-10, de l’IL-17A et de l’IFNγ
163

. Une autre étude a montré qu’en présence 

de TGFβ, les pDCs sont capables d’induire des lymphocytes TH17 in vitro et in vivo dans un 

modèle d’arthrite induite par les lymphocytes TH17
164

. 

Les pDCs sont donc capables de polariser les réponses lymphocytaires T CD4 vers différentes 

voies tel que TH1, TH2, Treg ou TH17
147

 (Figure 9). Cette polarisation est dépendante de 

l’environnement et du type d’activation de la pDC et peut produire des réponses T effectrices 

(antivirales ou auto-immunes) ou des réponses tolérogènes.  
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Figure 9. Les pDCs régulent les fonctions des mDCs et la polarisation des lymphocytes T CD4 (Liu, Ann 

rev immunol, 2005) 

Après activation par un virus (1), les pDCs produisent de l’IFN de type I et du TNFα (2) qui peuvent activer les 

monocytes ou les mDCs (3) qui vont alors sur-exprimer leurs molécules de co-stimulations, produire des 

cytokines (IL12) et induire une réponse lymphocytaire T de type TH1 et une forte réponse lymphocytaire T 

cytotoxique (4). Les pDCs peuvent aussi se différencier en DCs mature (5) et sont capables de primer des 

lymphocytes T naïfs qui pourraient alors produire de l’IL10, contribuant ainsi à la contraction de la réponse T 

(6). Les pDCs peuvent aussi aider à la génération et à la maintenance de la réponse lymphocytaire T mémoire 

grâce à sa production d’IFN de type I et à d’autres mécanismes encore peu décrits (7).  

 

c.3\ pDC et réponse lymphocytaire T CD8 cytotoxique 

Comme nous l’avons vu, l’activation des pDCs, leur capacité de production d’IFN de type I et 

de présentation des antigènes peuvent entrainer la stimulation des réponses lymphocytaires T 

CD4 et T CD8, ces réponses devant permettre l’élimination de l’élément pathogène.    

Ainsi plusieurs études ont montré la capacité des IFN de type I à induire la prolifération, la 

survie et l’activation des lymphocytes T CD8 cytotoxiques en situation virale
165

. Dans un 

modèle de souris infectées par LCMV, l’absence de récepteurs à l’IFNα entraine une 

réduction de plus de 99% de la capacité des lymphocytes T CD8 à survivre et à produire des 

lymphocytes T mémoires. De plus, une autre étude a montré dans un modèle de souris 

infectées par LCMV que l’interféron de type I produit au cours des infections virales était 
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nécessaire pour amplifier le phénomène de cross-présentation permettant d’activer les 

lymphocytes T CD8 spécifiques
144

. 

Les pDCs une fois activées sont capables de présenter des antigènes et d’amplifier les 

réponses lymphocytaires T CD8 spécifiques
156

. Fonteneau et al ont ainsi démontré que des 

pDCs mis en présence de flu étaient capables d’activer in vitro les lymphocytes T CD8 

spécifiques du virus et d’amplifier leur réponse
166

. Cette propriété d’amplification des 

réponses T CD8 spécifiques des pDCs activées a été utilisée pour développer de nouvelles 

stratégies d’immunothérapies comme nous le verrons plus tard.  

Les pDCs sont capables de stimuler l’activation des mDCs. Cette stimulation des mDCs 

permet ainsi d’amplifier la réponse lymphocytaire T CD8 spécifique au cours des infections. 

Il a par exemple été démontré, dans un modèle de souris C57BL/6 développant une tumeur 

exprimant l’ovalbumine, que l’injection en préventif de pDCs stimulées contre un peptide de 

l’ovalbumine permettait d’amplifier la réponse lymphocytaire T CD8 spécifique, cette 

stimulation de la réponse étant bien plus forte si des mDCs stimulées contre le peptide sont 

injectées en même temps. Dans ce modèle, la synergie entre pDCs et mDCs serait liée à un 

contact direct entre ces cellules, les pDCs étant capables de stimuler la capacité de 

présentation de l’antigène des mDCs aux lymphocytes T CD8
167

. 

 

   c.4\ pDC et réponse lymphocytaire B 

En plus de leur capacité à induire une réponse lymphocytaire T, il a été montré que les pDCs 

étaient aussi nécessaires pour l’induction de la réponse B et la production d’anticorps. En 

effet, il a été démontré, in vitro que des PBMCs deplétées de leurs pDCs n’étaient plus 

capable d’induire la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes et la production 

d’anticorps après une stimulation spécifique par le virus influenza
128

. La production d’IFN de 

type I par la pDC permet aux lymphocytes B de se différencier en plasmoblastes puis l’IL-6 

produite par la pDC permet la différenciation des plasmoblastes non secrétant en plasmocytes 

capables de secréter des immunoglobulines (Figure 10). 

 



 

46 

 

 

Figure 10. Rôle des pDCs dans l’activation des lymphocytes B en plasmocytes (Jego, Immunity, 2003) 

En présence de virus, les pDCs sont activées. Elles secrètent de l’IFN de type I et peuvent se différencier en 

cellules dendritiques capables de présenter les antigènes viraux aux lymphocytes T CD4, qui secrètent alors de 

l’IL-2 et expriment CD40-L, ce qui augmente la production d’IL-6 par les pDCs et active les lymphocytes B. Les 

lymphocytes B activés en présence d’IFN de type I se transforment en plasmoblastes puis en plasmocytes en 

présence de l’IL-6 sécrétée par la pDC. Les lymphocytes T CD4 activés contribuent eux aussi à cette activation 

de par leur sécrétion l’IL-2 et d’IL-10 qui, combinées, permettent de générer des plasmocytes CD38
+
 à longue 

durée de vie. 

 

   c.5\ Rôle des pDCs dans l’immunité adaptative antivirale 

Comme nous l’avons vu précédemment, un certain nombre d’études in vitro ont démontré que 

les pDCs peuvent jouer un rôle important dans l’activation de l’immunité adaptative      

(Figure 11). En situation virale, Fonteneau et al ont démontré que les pDCs humaines en 

présence du virus influenza étaient capables de s’activer (produisant de l’IFN de type I et 

exprimant diverses chemokines) et d’exprimer CCR7, un récepteur pour des chemokines 

(CCL19, CCL21) produites au niveau de la zone T des ganglions. Les pDCs une fois activées 

sont capables de présenter les antigènes viraux et d’induire des réponses lymphocytaires T 

CD4 et CD8 spécifiques in vitro
166

.  

Afin de décrire le rôle des pDCs dans l’immunité adaptative et plus particulièrement les 

réponses lymphocytaires T CD8 cytotoxiques, Yoneyama et al ont utilisé un modèle de souris 
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infectée avec le virus HSV au niveau cutané. Ils ont pu observer un rôle important des pDCs 

dans l’induction de l’immunité lymphocytaire T cytotoxique. En effet, dans ce modèle si les 

pDCs seules ne sont pas capables d’induire une immunité lymphocytaire T cytotoxique, 

l’absence de pDCs après déplétion spécifique entraine une diminution significative de la 

réponse immune spécifique
142

. Au cours de l’infection à HSV chez la souris, les pDCs 

semblent être nécessaires pour l’induction par les cellules dendritiques au niveau des 

ganglions lymphatiques de la réponse lymphocytaire T cytotoxique contre le virus. Cette 

activation des cellules dendritiques au niveau des ganglions lymphatique est dépendante du 

CD2 et du CD40L ainsi que de l’IFN de type I produit par la pDC au cours de l’infection. 

C’est pourquoi l’aide fournie par les pDCs aux cellules dendritiques au niveau des ganglions 

lymphatiques au cours de l’infection par le virus HSV semble être essentielle à une bonne 

induction de la réponse lymphocytaire T cytotoxique contre le virus.    
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Figure 11. Rôle des pDCs au cours des infections (Colonna, Nature Immunol, 2004)  

Après activation par des ligands de TLR (virus…) les pDCs produisent de grandes quantités d’IFN de type I 

ainsi que d’autres cytokines (IL-6, IL-12). Elles sont capables d’activer les mDCs, de présenter les antigènes aux 

lymphocytes T et d’orienter la réponse lymphocytaire T vers les voies TH1. Elles sont capables d’amplifier les 

réponses lymphocytaires T cytotoxiques et NK (cytotoxicité et production de cytokines). Les pDCs induisent 

aussi l’activation des lymphocytes B et leur différenciation en plasmocytes.  

 

Les pDCs en contexte d’infection virale sont donc capables de produire de grandes quantités 

d’IFN de type I ainsi que de présenter les antigènes viraux et d’activer la réponse T CD8 

spécifique afin de permettre l’élimination du virus 
150

. Il a de plus été récemment démontré 

que les pDCs étaient capables de cross-présenter les antigènes viraux et d’activer les 

lymphocytes T spécifiques in vitro 
148, 150, 155

. Elles sont aussi capables de moduler les 

réponses mDC ainsi que d’activer les réponses B. Il a de plus été démontré in vivo dans le 

cadre de l’infection à HSV que les pDCs jouaient un rôle majeur 
142

. Tout ceci montre le rôle 

majeur que joue les pDCs dans l’activation du système immunitaire au cours des infections 

virales. 
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E pDCs et infections virales 

Les pDCs sont des cellules majeures de l’immunité antivirale de part leur capacité à 

reconnaitre les motifs génomiques viraux, leur rôle important dans la production d’interféron 

de type I et leur capacité à faire le lien entre immunité innée et adaptative. Ainsi l’un des 

moyens mis en œuvre par les virus pour échapper à la réponse immunitaire pourrait être d’agir 

sur les fonctions de la pDC. Nous allons voir le rôle de la pDC et les interactions avec les 

virus dans différentes pathologies. 

 

a\ pDC et VHB 

Comme nous l’avons vu précédemment, le passage en phase chronique de l’infection par le 

VHB est fortement associé à un échappement du virus au système immunitaire. De par leur 

rôle dans l’immunité antivirale, les pDCs pourraient être d’une importance majeure dans 

l’infection par le VHB. Néanmoins, jusqu'à présent, le rôle des pDCs lors de l’infection 

chronique par le VHB a été peu étudié. Ainsi, bien que certaines publications
168

 ont pu trouver 

une diminution du nombre de pDC circulantes au cours de l’infection par le VHB, d’autres ne 

trouvent aucune différences avec des donneurs sains 
169

. De plus, une étude portant sur des 

enfants atteints d’hépatite B a montré une diminution du nombre de pDCs dans le sang 

périphérique, associée à une accumulation des pDCs au niveau hépatique
170

.  Néanmoins, 

l’analyse des pDCs lors de la phase chronique de l’infection par le VHB a pu montrer que 

bien que le virus ne semble pas capable d’infecter la pDC, il soit possible d’observer une 

modulation des fonctions de la pDC. Il a pu être observé chez les patients en phase chronique 

une diminution de l’expression des molécules de costimulation et de la production d’IFN de 

type I, de TNFα et d’IP10 en réponse à la stimulation par des ligands de TLR9 (CpGA)
171

. 

Une étude a montré que le VHB module la pDC par l’intermédiaire des antigènes HBs et HBe 

(mais pas HBc) à la fois par des études in vitro et une observation des patients HBe positifs
171

. 

Une publication de Xu et al a de plus démontré que HBs modulerait la pDC par plusieurs 

mécanismes. Ainsi, la présence de l’antigène HBs induirait l’expression de SOCS-1 un 

inhibiteur de la sécrétion d’IFN de type I. De plus, l’antigène HBs serait capable de bloquer la 

voie IRF-7 nécessaire pour l’activation de la sécrétion d’IFN de type I en se liant au récepteur 

BDCA2 connu pour avoir un effet inhibiteur sur la production d’IFN de type I
172

. Le VHB 

serait de plus capable de moduler l’expression de TLR9 au niveau de la pDC et des 

lymphocytes B. En présence du virus, il a été observé in vitro une diminution de la 
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transcription du gène du TLR9 entrainant une diminution de l’ARNm et de l’expression au 

niveau protéique 
173

. Il a aussi été évoqué un possible rôle des monocytes dans ce mécanisme, 

qui une fois soumis au virus entraineraient une diminution de la réponse de la pDC à la 

stimulation par les ligands de TLR9
171

. Comme vu précédemment, le taux de lymphocytes T 

régulateurs est plus important chez les patients atteints d’hépatite B chronique. Une étude a 

montré in vitro que les pDCs issues de patients atteints d’hépatite B chronique induisaient une 

réponse lymphocytaire T régulatrice plus forte que les pDCs issues de donneurs sains ou 

ayant résolu l’infection, ce qui peut laisser supposer que le VHB est capable d’induire 

l’activation des lymphocytes T régulateurs par l’intermédiaire des pDCs
174

. Il a enfin été 

évoqué la possibilité que cette inhibition de la pDC par le VHB puisse jouer sur le cross-talk 

pDC/NK, entrainant une diminution de l’activité NK contre le virus. Ainsi une étude utilisant 

des pDCs et des NK issues de donneurs sains en présence de surnageant de la lignée HepG2 

2.15 (lignée d’hépatocytes humains transfectée avec le VHB produisant des virions 

fonctionnels) a montré une diminution de la production d’IFNγ par les cellules NK après 

stimulation de la pDC par des ligands de TLR9 (CpG)
175

, renforçant l’hypothèse d’une 

inhibition du crosstalk pDC/NK par le virus. 

Comme vu précédemment, les pDCs ont aussi un rôle positif dans l’immunité antivirale, par 

exemple en stimulant les mDCs chargées avec des antigènes du VHB afin d’amplifier la 

réponse lymphocytaire T spécifique et l’élimination du virus
141

. 

Bien qu’encore peu étudiée, la relation entre la pDC et le VHB semble être un élément 

important pour expliquer l’échappement du virus au système immunitaire et le passage en 

phase chronique chez les patients atteints d’hépatite B (figure 12). 
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Figure 12. Relation entre pDC et VHB au cours de l’hépatite B chronique 

Le VHB semble être capable de moduler l’activation de la pDC par les ligands de TLR9 et de limiter la 

production de divers cytokines (IFN de type I, TNFα, IP10). Cette modulation pourrait être médiée par les 

antigènes HBs et HBe retrouvés au niveau de la pDC et par le récepteur BDCA2 de la pDC. Un autre mécanisme 

pourrait mettre en jeu une action du virus sur les monocytes qui entrainerait une modulation de la pDC. Tous ces 

mécanismes d’action sont encore au stade de la recherche et nécessitent d’être confirmés. 

 

b\ pDC et VIH 

Le VIH infecte les cellules immunitaires et entraine leur destruction progressive. Cette 

atteinte du système immunitaire à terme entraine l’apparition d’infections opportunistes, ce 

qui correspond au syndrome d’immunodéficience acquise (SIDA). 

Au cours de l’infection par le VIH, il a été observé une diminution du nombre de pDCs 

circulantes en corrélation avec la charge virale chez les patients
176, 177

. Cette diminution n’est 

pas complètement restaurée même chez les patients correctement contrôlés par leur traitement 

(HAART). L’une des causes de cette altération du nombre de pDCs pourrait être l’infection 

directe des pDCs par le VIH. En effet, les pDCs expriment les récepteurs du VIH à leur 

surface : CD4, CXCR4, CCR5
107

. De plus, le VIH peut induire des modifications dans les 

capacités migratoires des pDCs. En effet, en présence de VIH les pDCs sur-expriment le 

récepteur CCR7 qui en réponse a CCL19 fait migrer les pDCs au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires où les pDCs entrent en apoptose
178

. Ainsi, au cours de l’infection par 
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le SIV chez le singe, les pDCs sont réduites en périphérie et retrouvées en apoptose dans les 

organes lymphoïdes secondaires 
179

.  

Les pDCs in vitro sont capables en présence du VIH de produire de grandes quantités d’IFN 

de type I et de TNFα ainsi que de cross-présenter des antigènes dérivés du virus
180

. 

L’interféron de type I produit par la pDC a de plus démontré son efficacité pour réduire la 

réplication du VIH dans les lymphocytes T CD4. Bien que la pDC semble être nécessaire au 

contrôle de l’infection par le VIH, d’autres études ont montré que l’activation chronique de la 

pDC pouvait renforcer la pathogenèse du VIH. Ainsi, l’activation des pDCs par le VIH peut 

entrainer une transmission du virus aux lymphocytes T CD4 participant à la dissémination du 

VIH dans l’organisme
181

. Un certain nombre d’études ont montré que l’activation prolongée 

de la pDC et la production d’interféron de type I pouvaient être associées à une surexpression 

des marqueurs de co-activation des lymphocytes T CD8, la suppression d’une réponse 

lymphocytaire T fonctionnelle et l’amplification de la réponse T régulatrice. Ainsi les pDCs 

activées par le VIH produisent de l’IDO et induisent la formation de lymphocytes T 

régulateurs à partir de lymphocytes T CD4 naïfs capables de bloquer la prolifération des 

lymphocytes T et la maturation des cellules dendritiques 
161, 182

. 

Les pDCs au tout début de l’infection sont essentielles pour contenir la réplication virale 

grâce entre autres à leur production d’interféron de type I. Néanmoins, en situation d’infection 

chronique par le VIH, l’interféron de type I et l’expression d’IDO par les pDCs pourrait 

potentialiser la progression de l’infection par un effet délétère sur la réponse lymphocytaire T. 

Il y a donc au cours de l’infection par le VIH un effet ambigu des pDCs, à la fois pour la mise 

en place de la réponse immunitaire et la potentialisation de la pathologie.  

 

c\ pDC et VHC 

Au cours de l’infection par le VHC, il a été démontré que les pDCs étaient capables de 

reconnaitre le virus par activation du TLR7 par l’ARN du virus
183, 184

. Une fois activée, la 

pDC produit de l’IFN de type I au niveau du foie infecté mais d’après certaines publications 

de manière moindre que dans d’autres situations infectieuses
185

. De plus, le profil des pDCs 

intra-hépatique chez les patients atteints d’hépatite C chronique a été décrit comme 

immature
186

. Certaines protéines du VHC semblent être impliquées dans cette altération de 

l’activité des pDCs. Ainsi, la protéine NS5 est capable d’inhiber la production de cytokines 

par la pDC activée ainsi que ses capacités de co-stimulation
187

, alors que la protéine core du 
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virus a montré une capacité à inhiber la signalisation TLR7 et la production d’IFN de type I 

par la pDC
188

. De plus il a été démontré que le virus était capable d’interférer avec TLR7, en 

inhibant son expression et sa fonction in vitro au niveau de la pDC
189

. La pDC de par son rôle 

central dans l’activation de l’immunité antivirale est ainsi l’un des éléments ciblé par les 

mécanismes d’échappement du VHC à l’immunité. 

 

Tout ceci démontre le rôle essentiel des pDCs dans l’immunité antivirale. Les pDCs peuvent 

donc à la fois activer l’immunité innée et l’immunité adaptative en réponse à une infection 

virale, induisant l’élimination du virus par leur production d’IFN de type I et l’activation de la 

réponse T CD8 cytotoxique par leurs propriétés d’APC (Figure 11). Elles sont aussi la cible 

des mécanismes d’échappement des virus au système immunitaire, ce qui rend leur étude au 

cours des infections virales très intéressante. Leur rôle est cependant encore mal défini dans 

de nombreuses pathologies virales humaines, entre autres en situation d’hépatite B chronique. 

Néanmoins, l’ensemble de ces caractéristiques peut rendre l’utilisation ou la manipulation des 

pDCs intéressante en vue d’une immunothérapie en contexte d’infection virale chronique. 

 

 F. pDCs et thérapie 

De par leur capacité de reconnaissance rapide des virus et d’activation à la fois du système 

immunitaire innée et adaptatif, l’utilisation des pDCs en thérapeutique semble très 

intéressante. Plusieurs stratégies ont ainsi été mises au point pour activer les pDCs et utiliser 

leurs différentes propriétés. 

 

a\ Utilisation des ligands des TLR7 et 9  

L’utilisation de molécules synthétiques, agonistes des TLR7 et 9, afin d’activer la pDC au 

cours ou en prévention des infections a démontré son efficacité dans de nombreuses études. 

Comme nous allons le voir, lors de ces études, il a été retrouvé une forte production d’IFN de 

type I et l’induction d’une forte réponse anticorps dans le cadre de protocoles vaccinaux. Ces 

agonistes sont donc capables d’induire une stimulation de la réponse immunitaire innée et 

adaptative par l’activation des pDCs et des lymphocytes B qui expriment le TLR9 chez 

l’homme.  
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Le TLR7 reconnait des séquences spécifiques d’ARN simple brin. Les analogues synthétiques 

des ligands de TLR7 ont donc une structure proche des oligonucléotides de l’ARN comme les 

imidazoquinolines. L’un de ces agonistes, l’imiquimod, a démontré son efficacité pour activer 

TLR7 et est utilisé en thérapeutique
190

. Les ligands de TLR7 ont été développés initialement 

pour traiter les maladies infectieuses, ainsi l’imiquimod ou le resiquimod ont démontré leur 

efficacité pour traiter les atteintes cutanées causées par les papillomavirus en amplifiant la 

réponse immunitaire
191

. Le TLR9 reconnait des séquences ADN contenant le motif, non 

méthylé, cytosine-phosphate-guanosine (CpG) retrouvé dans les bactéries et les virus à ADN. 

Les analogues des ligands de TLR9 sont formés de courtes séquences 

d’oligodeoxynucléotides (CpG ODNs) stabilisés par un squelette phosphorothioate. En 

fonction de leur taille et de leur séquence, ils sont classés en 3 groupes : CpG-A, CpG-B et 

CpG-C qui activent la pDC de différentes manières, aboutissant à une production de 

différentes cytokines. Ainsi les CpG-A induisent la production d’interféron de type I alors que 

les CpG-B entrainent la maturation de la cellule (surexpression de molécules de co-

stimulation) mais pas la production d’interféron de type I. Enfin, les CpG-C peuvent activer 

les deux voies. 

 

   a.1\ Utilisation comme adjuvants vaccinaux 

L’utilisation des ligands de TLR comme adjuvants a été très étudiée, particulièrement pour les 

vaccins qui emploient des antigènes uniques et qui ont une faible immunogenicité à la 

différence des vaccins utilisant des virus vivants atténués qui sont capables d’activer 

l’immunité innée nécessaire pour stimuler l’immunité adaptative et les lymphocytes 

mémoires. Enfin, la capacité des ligands de TLR à activer les réponses TH1 et T CD8 

cytotoxiques en activant les DCs en font de très bons candidats comme adjuvants vaccinaux. 

L’utilisation des ligands de TLR comme adjuvant devrait ainsi permettre de réduire la 

quantité d’antigène nécessaire lors d’une vaccination en améliorant leur capture et leur 

présentation aux lymphocytes T. C’est pourquoi un certain nombre d’essais cliniques sont en 

cours pour évaluer l’intérêt de l’utilisation en vaccination des ligands de TLR et entre autres 

des ligands de TLR9 au niveau de la pDC, surtout qu’à la différence des adjuvants classiques, 

les CpGs-ODN se révèlent peu réactogènes
192

. Ainsi le CpG 7909 (VaxImmune) est en cours 

d’essai en combinaison avec le vaccin BioThrax (vaccin anti-anthrax) dans un nouveau vaccin 

AV7909. Développée par les sociétés Coley et DARPA, cette association c’est montrée très 

efficace, en multipliant par 6 le pic d’anticorps protecteur après l’injection. De plus, cette 
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association a permis de réduire le nombre de doses vaccinales nécessaires pour obtenir un titre 

d’anticorps protecteur par rapport aux vaccins n’utilisant pas les TLR9 ligands en adjuvant 

(passage d’un schéma de 3 à 2 doses)
193

. Le même CpG a été utilisé dans des essais de phase 

I/II en adjuvant du vaccin Engerix-B (vaccin à base d’antigène HBs recombinant utilisé pour 

vacciné en prophylaxie contre le VHB) et s’est montré plus efficace que le vaccin seul, 

particulièrement dans une population de patients VIH
194

. D’autres CpG (CpG 1018) ont été 

utilisés comme adjuvants dans des vaccins contre l’hépatite B et ont montré une réponse plus 

rapide et de meilleur qualité que les vaccins classiques chez des volontaires sains
195

. 

 

a.2\ Utilisation comme traitement au cours des infections 

De par sa capacité à produire de grandes quantités d’IFN de type I, l’activation de la pDC par 

des ligands de TLR est très intéressante dans le cadre des traitements anti-infectieux et plus 

particulièrement antiviraux. Ainsi de nombreux essais cliniques utilisant des ligands de TLR7 

sont en cours. Dans le cadre de l’infection par le VHC par exemple, l’utilisation de ligands 

des TLR7 ou 9 semble extrêmement prometteuse. En effet, l’un des traitements utilisé pour 

cette pathologie est l’IFNα utilisé pour ses propriétés antivirales, effet qui pourrait être 

retrouvé de manière plus physiologique et avec des profils d’effets indésirables moins 

importants en activant la pDC avec des ligands de TLR. Plusieurs molécules sont en cours 

d’essai clinique et ont démontré leur efficacité. L’Isatoribine, un ligand de TLR7, a ainsi été 

utilisé en essai de phase I/II sous forme injectable et a permis de réduire la charge virale chez 

des patients résistants aux traitements classiques par l’IFNα 
196

. Une prodrogue de 

l’Isatoribine sous forme orale est aussi en cours de développement et a démontré une très 

bonne biodisponibilité lors d’essais préliminaires. L’Imiquimod, un autre ligand de TLR7 

présenté sous forme de crème et qui est sur le marché, a démontré son efficacité dans le 

traitement des verrues ano-génitales induites par les papillomavirus humains 
197, 198

. Il a 

permis la régression complète des lésions chez plus de 50% des patients après application      

3 fois par semaine pendant 16 semaines et a montré son efficacité dans d’autres infections 

comme l’herpès génital ou les leishmanioses
199

. D’autres molécules de la même famille, 

ciblant le TLR7 sont aussi en cours d’essai, comme le Resiquimod de prise orale, qui a 

démontré sa capacité à réduire les réactivations d’herpes génitale au cours d’un essai clinique 

de phase II 
200

 ou à réduire la charge virale de patients atteints d’hépatite C chronique au cours 

d’une étude de phase Ia
201

. Un certain nombre d’effets indésirables associés aux effets 

indésirables de l’IFNα ont néanmoins entrainé l’arrêt de ces essais. 
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b\ La stratégie thérapeutique basée sur la lignée de pDC GEN 2.2 

L’étude des pDCs est limitée par leur faible pourcentage en circulation, ce qui rend difficile 

leur utilisation en immunothérapie. Notre laboratoire a pu mettre au point une lignée de pDC 

obtenue à partir de pDCs primaires leucémiques issues d’un patient HLA-A*0201
+
 

202
. Ces 

pDCs leucémiques sont caractérisées par leur expression de CD4, CD56 et CD123 et 

l’absence des marqueurs de la lignée lymphoïde (CD3, CD8, CD19, CD16, CD20, CD57) et 

myéloïde (CD13 et CD33). Ces cellules expriment BDCA2 et BDCA4 et après stimulation 

virale, maturent et produisent de l’IFN de type I, de l’IL-6, IL-8 et du TNFα
203

. Elles sont 

aussi capables d’induire la maturation des lymphocytes T naifs en lymphocytes TH1 et TH2 

après activation par Flu et par IL-3 et CD40L. La lignée de pDC GEN 2.2 possède les mêmes 

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles que les pDCs primaires et a ainsi pu être 

utilisée pour mieux étudier les pDCs in vitro 
161, 204

. 

Une nouvelle stratégie d’immunothérapie basée sur la lignée de pDC a été développée dans le 

laboratoire. Cette stratégie consiste à charger des peptides immunodominants issus 

d’antigènes tumoraux ou viraux sur la lignée de pDC irradiée dans un contexte allogénique 

HLA-A*0201 restreint afin d’induire des lymphocytes T CD8 spécifiques (Figure 13). Cette 

stratégie peut être utilisée directement par vaccination avec la lignée de pDC chargée et 

irradiée ou indirectement par amplification ex vivo de lymphocytes T CD8 spécifiques qui 

seront ensuite injectés au patient. Cette stratégie a déjà été développée avec succès dans le 

laboratoire, en contexte de cancer (mélanome) 
205, 206

 et d’infection virale (EBV, CMV) 
207

. La 

lignée de pDC GEN 2.2 est mise en contact avec des peptides issus d’antigènes tumoraux ou 

viraux, qu’elle présente aux lymphocytes du patient dans un contexte HLA-A*0201 restreint. 

Après stimulation, les lymphocytes T CD8 spécifiques de l’antigène d’intérêt s’amplifient. 

Elle s’est montrée beaucoup plus efficace que les stratégies utilisant des mDCs in vitro. Ainsi, 

il a été démontré que la stimulation de PBMCs issues de donneurs sains par la lignée Gen2.2 

permettait d’amplifier des lymphocytes T spécifiques de 5 à 20% après 7 jours de stimulation 

jusqu'à 98% après 40 jours de stimulation. La lignée Gen 2.2 a pu être testée in vivo dans un 

modèle de souris immunodéficientes reconstituées par des pBMCs humains où elle a 

démontré son efficacité et sa capacité à induire une réponse lymphocytaire T spécifique in 

vivo. De plus l’inhibition du développement tumoral dans ce modèle de souris a permis de 

démontrer l’efficacité thérapeutique de la stratégie. 
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La stratégie a aussi été analysée pour 3 infections virales différentes : Flu, EBV et CMV. In 

vitro 7 jours après une stimulation de PBMC, issues de donneurs sains, par la lignée de pDCs 

chargée avec les peptides viraux, il a été observé une amplification importante des 

lymphocytes T spécifiques pour les trois virus testés et jusqu'à 99% après 40 jours de 

stimulation pour les peptides du CMV. Les lymphocytes T spécifiques obtenus se sont révélés 

fonctionnels, capables de produire de l’IFNγ, d’exprimer CD107 après une stimulation 

spécifique et de lyser spécifiquement des cellules présentant les différents peptides viraux. In 

vivo, la vaccination par la lignée de pDC chargée avec des peptides viraux a permis 

l’amplification de lymphocytes T spécifiques dans un modèle de souris humanisées avec des 

PBMCs humains. Ces lymphocytes se sont montrés fonctionnels, capables de lyser 

spécifiquement ex vivo des cellules présentant les antigènes viraux. Après avoir testé in vivo 

l’immunisation active, il a été testé le transfert adoptif de lymphocytes T spécifiques anti-

CMV activés ex vivo par la lignée de pDC dans un modèle de souris immunodéficientes 

greffées avec des cellules infectées par le CMV. Les lymphocytes T spécifiques injectés ont 

pu contrôler la croissance tumorale des cellules infectées par le CMV, démontrant ainsi leur 

efficacité après transfert in vivo. 

 

Figure 13. Stratégie thérapeutique d'utilisation de la lignée de pDC Gen 2.2 (Aspord, Rev. Med. Int. 2010) 
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Résultats 

1 Objectifs de l’étude 

 

 L’infection par HBV est l’une des premières causes d’hépatite dans le monde. Il 

n’existe pas de traitement curatif capable de résoudre l’infection chronique, alors que les 

mécanismes physiopathologiques de la maladie et principalement les liens entre le VHB et 

l’immunité sont encore peu décrits. Les pDCs sont des cellules majeures de l’immunité 

antivirale, capables une fois activées de produire de l’interféron de type I et de présenter les 

antigènes viraux aux lymphocytes T afin d’induire une forte réponse immunitaire spécifique 

du virus.  

Dans un premier temps nous avons cherché à analyser le potentiel thérapeutique des pDCs 

pour restaurer une immunité anti-HBV fonctionnelle en contexte d’hépatite B en utilisant une 

stratégie d’immunothérapie mise au point au laboratoire basée sur une lignée de pDC irradiée 

et chargée avec des peptides dérivés d’antigènes d’intérêt (GENiusVac). Cette stratégie a déjà 

démontré son efficacité au laboratoire pour induire des lymphocytes T spécifiques et 

fonctionnels en contexte de cancer (mélanome) et d’infection virale aigue (CMV/EBV). Cette 

étude a donc pour but d’évaluer l’efficacité de la stratégie d’immunothérapie par les pDCs 

dans le contexte de l’infection chronique par le VHB. 

Pour cela nous avons tout d’abord analysé ex vivo la capacité des pDCs à stimuler une 

réponse lymphocytaire T spécifique et fonctionnelle à partir de prélèvements sanguins 

(PBMC) ou de biopsie hépatique (LIL) issus de patients atteints d’hépatite B chronique. Nous 

avons ensuite évalué l’efficacité thérapeutique in vivo des pDCs dans un nouveau modèle de 

souris Hepato-HuPBL que nous avons établi (souris immunodéficientes humanisées avec un 

système immunitaire HLA-A*0201 (PBMC) et transplantées avec des hépatocytes humains 

transfectés ou non par le VHB). De plus, nous avons analysé la corrélation entre la capacité 

des patients à répondre in vitro à la stimulation par la lignée de pDC avec leur statut clinique, 

afin d’identifier des marqueurs prédictifs de la réponse ou de la résistance à une telle 

immunothérapie. 

Dans une deuxième partie, nous avons cherché à étudier le rôle physiopathologique des pDCs 

dans l’infection par le VHB. En effet, comme nous l’avons vu précédemment, les pDCs 

jouent un rôle majeur et précoce dans l’immunité antivirale de par leur capacité à s’activer en 
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présence de virus et à produire de l’IFN de type I. Certaines publications ont démontré que la 

fonctionnalité des pDCs était altérée en situation d’hépatite B chronique, pouvant en partie 

expliquer la capacité du virus à échapper au système immunitaire. Néanmoins les mécanismes 

par lesquels le virus est capable d’inhiber l’activation des pDCs ainsi que les conséquences de 

cette inhibition ne sont encore que peu étudiés. Parmi les dysfonctions du système 

immunitaire au cours de l’infection par le VHB, il a été retrouvé une perturbation de l’activité 

des cellules NK. En revanche, la relation entre pDCs et cellules NK est bien documentée, les 

pDCs étant capables d’activer les différentes fonctions effectrices des NK. Un lien pourrait 

donc exister entre dysfonction de l’activité des pDCs et perturbation des fonctions antivirales 

des cellules NK au cours de l’infection par le VHB.  

Nous avons déterminé le phénotype des pDCs à l’état basal chez les patients hépatite B 

chronique par rapport aux pDCs chez des donneurs sains. Nous avons ensuite évalué les 

capacités d’activation des pDCs avec différents ligands de TLR. Nous avons ensuite cherché à 

connaitre le retentissement de ces modifications sur les fonctions des pDCs vis-à-vis de 

l’orientation des lymphocytes T CD4 ainsi que du cross-talk pDC/NK. Enfin nous avons 

analysé le mécanisme d’action permettant d’expliquer comment le VHB module les pDCs et 

en conséquence le cross-talk pDC/NK. 

 

2 Article 1. Les pDCs peuvent stimuler efficacement 

l’immunité antivirale dans le contexte de l’infection 

chronique par le virus de l’hépatite B. 

A Résumé 

La réponse immune lors d’une infection par le VHB est essentielle pour éliminer le virus. 

Ainsi, la restauration d’une immunité fonctionnelle anti-VHB pourrait représenter une 

approche d’immunothérapie très intéressante pour traiter l’infection chronique. Les pDCs 

jouent un rôle crucial dans l’immunité antivirale de par leur capacité à capturer et apprêter les 

antigènes viraux afin d’induire une réponse immune adaptative. C’est pourquoi nous avons 

pour la première fois évalué le potentiel des pDCs pour restaurer l’immunité anti-VHB en 

contexte d’hépatite B chronique.  
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Pour cela nous avons utilisé une lignée de pDCs HLA-A*0201
+
 chargée avec des peptides 

HLA-A*0201 restreints dérivés des antigènes HBc et HBs du virus afin d’amplifier des 

lymphocytes T spécifiques ex vivo à partir de PBMC et LIL de patients atteints d’hépatite B 

chronique (figure 14). Nous avons utilisé des prélèvements issus de patients à différents 

stades de la maladie (porteurs inactifs, patients hépatite B chronique active exprimant ou non 

l’antigène HBe, traités ou non). Nous avons pu observer chez 45,8% des patients testés 

(patients répondeurs) une réponse à la stimulation par la lignée de pDCs avec une 

amplification de lymphocytes T spécifiques du VHB fonctionnels (capables d’exprimer 

CD107 après restimulation et de lyser spécifiquement des hépatocytes transfectés par le virus 

in vitro). En analysant les différents paramètres cliniques des patients testés, nous avons pu 

observer que la présence d’antigène HBe et/ou d’un fort taux de lymphocytes T régulateurs 

dans le sang étaient associés à une absence de réponse à la stimulation par la lignée de pDCs. 

 

Figure 14. Plan expérimental en vue d’analyser le potentiel d’amplification des lymphocytes T spécifiques 

du VHB issus de patients hépatite B chronique  par la lignée de pDCs chargée avec des peptides issus 

d’antigènes du VHB in vitro. 

Nous avons ensuite analysé l’efficacité thérapeutique du vaccin de pDC dans un modèle de 

souris immunodéficientes reconstituées avec des PBMC d’un patient ayant résolu l’infection 

au VHB et xenotransplantées avec une lignée d’hépatocytes humains transfectés ou non par le 

VHB (HepG2 2.15 et HepG2 respectivement) (Figure 15). La vaccination de ces souris 

Hepato-HuPBL avec la lignée de pDC chargée avec les peptides HBc et HBs a permis 
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l’amplification de lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB capables de lyser les hépatocytes 

infectés in vivo et de réduire la charge virale des souris vaccinées. 

 

Figure 15. Plan expérimental utilisant un modèle de souris Hepato-HuPBL ayant pour but d’analyser in 

vivo le potentiel thérapeutique de la ligne de pDC dans l’hépatite B chronique. 

Nous avons pu démontrer qu’une stimulation in vitro ou in vivo par la lignée de pDCs pouvait 

restaurer une immunité anti VHB chez des patients atteints d’hépatite B chronique. 

L’efficacité de cette stratégie semble être liée au statut clinico-biologique du patient. En effet, 

si la charge virale n’influe pas sur la réponse à la stimulation par la lignée de pDCs, la 

présence de l’antigène HBe ainsi que le niveau de lymphocytes T régulateurs semble être 

important. L’antigène HBe est connu pour être un puissant immunomodulateur capable 

d’inhiber la réponse immunitaire anti-VHB. Nos résultats pourraient faire suspecter un lien 

entre le rôle immunomodulateur de l’antigène HBe et la capacité des patients à répondre à la 

stimulation par les pDCs. Il serait intéressant à l’avenir de se pencher sur ce possible lien. De 

plus, dans le cadre d’une stratégie thérapeutique, il est toujours intéressant d’avoir des 

marqueurs prédictifs de la réponse au traitement. Enfin, ces résultats nous suggèrent qu’il 

serait intéressant d’essayer de réduire la pression du virus sur le système immunitaire en 

utilisant par exemple un traitement antiviral classique avant de vacciner avec la lignée de 

pDCs. 

Avant le passage de la stratégie thérapeutique utilisant la lignée de pDC en clinique pour le 

traitement de l’hépatite B, un certain nombre de points vont devoir être analysés. Ainsi, la 

question de la toxicité hépatique potentielle de cette stratégie doit être étudiée avant tout essai 

chez l’homme. Les groupes de patients à tester vont devoir être mieux défini en fonction des 
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données cliniques et des résultats obtenus ex vivo afin de pouvoir tester cette stratégie chez 

les patients potentiellement répondeurs. Enfin les doses et le protocole vaccinal vont devoir 

être mis au point en fonction des données in vivo ainsi que des données d’autres essais 

utilisant la lignée de pDC dans d’autres pathologies (mélanome) 
206

. 

En conclusion, la lignée de pDC chargée avec des peptides dérivés du VHB est capable 

d’amplifier des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB et fonctionnels in vitro et in vivo. 

Cette nouvelle stratégie d’immunothérapie pourrait donc restaurer une immunité antivirale et 

permettre l’élimination du virus chez les patients atteints d’hépatite B chronique. 
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B Article 1 (accepté dans Hepatology) 
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C Résultats complémentaires 

Nous avons observé que certains patients hépatite B chronique n’étaient pas capables de 

répondre à la stimulation par la lignée de pDC. Parmi ces patients, nous avons analysé 

plusieurs paramètres cliniques qui peuvent être liés à cette absence de réponse, comme la 

présence de l’antigène HBe dans le sang des patients. Nous avons aussi évalué si le taux de 

lymphocytes T régulateurs périphérique pouvait être associé aux groupes de patients 

répondeurs et non répondeurs à la stimulation par la lignée de pDC.   

 

D Matériel et méthode 

Analyse du taux de lymphocytes T régulateurs dans le sang de 

patients hépatite B chronique et comparaison entre patients répondeurs et non 

répondeurs à la stimulation par la lignée de pDC 

Nous avons évalué le pourcentage de lymphocytes T régulateurs par cytométrie de flux en 

utilisant le « Human Regulatory T cell Staining kit » (eBiosciences) qui marque les cellules T 

FoxP3
+
CD25

+
CD4

+
. Nous avons mesuré ce pourcentage parmi les PBMC de 13 patients 
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répondeurs et 17 patients non répondeurs à la stimulation par la lignée de pDC. Nous avons 

ensuite comparé ces pourcentages en utilisant un test de Mann-Whitney non paramétrique. 

 

E Résultats 

Les patients hépatite B chronique non répondeurs à la stimulation 

par la lignée de pDC présentent un pourcentage de lymphocytes T régulateurs 

plus important que les patients répondeurs. 

Nous avons analysé si le pourcentage de lymphocytes T régulateurs périphériques pouvait 

affecter la réponse à la stimulation par la lignée de pDC chez les patients hépatite B 

chronique. Les patients non répondeurs présentent un pourcentage de cellules T régulatrices 

FoxP3
+
CD25

high
CD4

+
 significativement plus important que les patients répondeurs       

(Figure 16). Ces résultats pourraient suggérer une relation entre la présence de lymphocytes T 

régulateurs et l’incapacité des PBMC de patients à répondre à la stimulation par la lignée de 

pDC. 

 

Figure 16. Pourcentage de lymphocytes T régulateurs parmi les lymphocytes T CD4 de patients hépatite B 

chronique répondeurs ou non répondeurs à la stimulation par la lignée de pDC. 
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F Schéma récapitulatif 

 

Figure 17. Potentiel en immunothérapie anti-VHB des pDCs  

La lignée de pDC HLA-A*0201 chargée avec les peptides dérivés des antigènes du VHB est capable d’amplifier 

la réponse lymphocytaire T CD8 spécifique du virus ex vivo à partir de PBMC de patients hépatite B chronique 

et in vivo dans un modèle de souris Hepato-HuPBL. Ces lymphocytes sont fonctionnels, capables de lyser les 

hépatocytes infectés et de réduire la charge virale in vivo. Les patients présentant l’antigène HBe en circulation 

ou un taux de lymphocytes T régulateurs augmenté dans le sang ne sont pas capables de répondre à la 

stimulation par la lignée de pDC. 
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3 Article 2. Mécanisme de subversion des cellules 

dendritiques plasmocytoïdes par le VHB au cours de 

l’infection chronique. 

A Résumé 

L’élimination du VHB nécessite une réponse immunitaire forte.  Chez les patients évoluant en 

phase chronique, cette immunité est modulée par le virus qui réussit à échapper à son 

contrôle. Néanmoins les mécanismes mis en jeu par le VHB pour échapper à l’immunité sont 

encore peu connus et nécessitent d’être mieux explorés. Les pDCs jouent un rôle essentiel 

dans l’immunité antivirale de par leur capacité à reconnaitre rapidement les infections virales 

et à activer l’immunité innée et adaptative, c’est pourquoi leur activité pourrait être modulée 

par le VHB, déterminant l’évolution de la maladie vers le contrôle du virus ou le 

développement de la phase chronique de la maladie. Au cours de l’hépatite B chronique, 

plusieurs défauts dans l’immunité innée (pDCs, cellules NK) ou adaptative (lymphocytes T) 

ont été décrits mais la pertinence par rapport à l’évolution de la maladie vers la résolution ou 

la chronicité est inconnue. Au cours de cette étude, nous avons analysé le rôle 

physiopathologique des pDCs au cours de l’infection par le VHB. 

Tout d’abord, nous avons analysé le phénotype des pDCs circulantes et intra-hépatiques de 

patients atteints d’hépatite B chronique par rapport à des sujets contrôles non infectés puis la 

capacité des pDCs circulantes à répondre à une stimulation par des ligands de TLRs in vitro. 

Les pDCs à l’état basal dans le foie et en périphérie montrent un plus haut niveau d’activation 

chez les patients par rapport aux donneurs sains (CD40, CD86). De plus, nous avons pu 

observer que les pDCs de patients atteints d’hépatite B chronique n’étaient plus capables de 

produire de l’IFN de type I en réponse à une stimulation par un ligand de TLR9. 

Afin d’évaluer l’influence des perturbations induites par le VHB sur la pDC chez les patients 

atteints d’hépatite B chronique, nous avons comparé la capacité des pDCs primaires de 

patients ou de donneurs sains à induire une réponse T ainsi que le type de réponse induite      

in vitro. Nous avons aussi analysé le cross-talk pDC/NK après stimulation par des ligands de 

TLR9 en mesurant la capacité des pDCs de patients ou de donneurs sains à activer les cellules 

NK (induction de la production de cytokines, de l’expression de marqueurs de co-stimulation 
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ou de l’activité cytotoxique)(figure 18). Pour confirmer les résultats obtenus, nous avons aussi 

analysé le cross-talk pDC/NK avec des pDCs de donneurs sains incubées avec du plasma de 

patient hépatite B chronique aviremique ou virémique ou du plasma de donneur sain. Nous 

n’avons pas retrouvé l’induction d’une orientation T CD4 Th particulière (TH1, TH2, 

Tregs…) par les pDCs, en revanche, nous avons retrouvé une perturbation dans le cross-talk 

pDC/NK. Les pDCs issues de patients hépatite B chronique virémiques ou de donneurs sains 

en présence de sérums de patients hépatite B virémiques, activées par des ligands de TLR9 ne 

sont plus capables de stimuler les fonctions cytotoxiques des cellules NK. 

 

Figure 18. Plan expérimental en vue d’analyser l’influence du VHB sur la capacité des pDCs à induire une 

polarisation des lymphocytes T CD4 et sur le cross-talk pDC/NK  

Afin de mieux comprendre comment le VHB influe sur la relation entre pDCs et cellules NK, 

nous avons mesuré l’expression des principales molécules sur la pDC, impliquées dans le 

cross-talk pDC/NK (4-1BBL, ICOS-L, Ox40L, GITRL). A l’état basal, les pDCs de patients 

virémiques expriment significativement moins la molécule Ox40L par rapport aux pDCs de 

donneurs sains. L’expression diminuée d’Ox40L à l’état basal et la faible production d’IFN de 

type I après stimulation par les ligands de TLR9 au niveau de la pDC, pourrait expliquer le 
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défaut d’activation des cellules NK par la pDC. Pour confirmer cette hypothèse, nous avons 

cultivé des pDCs de patients (virémiques ou avirémiques) ou des pDCs de donneurs sains mis 

en contact avec du plasma de patients virémiques ou de donneurs sains, avec de l’IFNα 

recombinant (rhIFNα) et de l’Ox40L soluble (sOx40L) et des cellules NK de donneurs sains 

(Figure 18). En présence de rhIFNα et de sOx40L, la stimulation des cellules NK par les 

pDCs issues de patients virémiques était restaurée, les fonctions cytotoxiques des cellules NK 

étant à nouveau amplifiées en présence de TLR9. 

Pour mieux comprendre les mécanismes mis en œuvre par le VHB pour inhiber le cross-talk 

pDC/NK, nous avons analysé la présence de cytokines dans le plasma des patients atteints 

d’hépatite B. Parmi les cytokines analysées, nous avons retrouvé des doses plus importantes 

d’IP10 dans le plasma des patients comparé aux donneurs sains. Afin de vérifier si la présence 

de fortes doses d’IP10 pouvait en partie expliquer l’inhibition du cross talk pDC/NK, nous 

avons cultivé des pDCs de donneurs sains avec de l’IP10 recombinant, nous avons alors 

analysé l’expression d’Ox40L par les pDCs, puis après stimulation par des ligands de TLR9, 

nous avons analysé la production d’IFNα (figure 19). Nous avons pu observer une diminution 

de l’expression d’Ox40L à l’état basal après stimulation par des ligands de TLR9 par les 

pDCs en présence d’IP10.  

 

Figure 19. Plan expérimental en vue d’analyser le rôle de l’IP10 dans la perturbation des fonctions de la 

pDC par le VHB. 

Nous avons pu observer au cours de cette étude que les pDCs de patients hépatite B chronique 

étaient à l’état basal dans un phénotype plus activé que les pDCs de donneurs sains, mais 

n’étaient plus capables de produire de l’IFN de type I après stimulation par des ligands de 

TLR9. Ces perturbations dans la fonctionnalité des pDCs chez les patients hépatite B 

chronique, associées à une diminution de l’expression d’Ox40L semblent entrainer une 

modification du cross-talk pDC/NK empêchant l’amplification des fonctions cytotoxiques des 

cellules NK après stimulation. De plus, ces perturbations du cross-talk pDC/NK semblent être 

liées à la présence d’IP10 dans le plasma des patients atteints d’hépatite B chronique et sont 
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dépendantes de la charge virale. Ces résultats nous ont permis de mieux comprendre comment 

le VHB est capable de moduler l’activité de la pDC afin d’échapper au système immunitaire 

et pourraient permettre le développement de nouvelles stratégies pour restaurer l’activité des 

pDCs chez les patients atteints d’hépatite B chronique. 
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Abstract 

Background & Aims: Immune control of chronic HBV infection is essential for viral 

clearance. HBV modulates the immune system to escape this control, but the mechanisms 

involved remain largely unknown. Plasmacytoid dendritic cells (pDCs), critical mediators 

initiating anti-viral immunity, may determine the outcome of HBV infection, leading to 

resolution or chronicity. In chronic HBV infection functional defects in both pDC and NK 

compartments have been reported. However, pDC-NK cross-talk and the mechanisms 

underlying these dysfunctions have yet to be elucidated. In this study, we investigated the 

pathophysiological role of pDCs from chronic HBV patients and the functional consequences 

on pDC-NK cross-talk. Methods: We studied the phenotype and function of pDCs from 

aviremic and viremic chronic HBV patients, and analyzed their ability to activate NK cells. 

Results: Circulating and hepatic pDCs show higher levels of activation in chronic HBV 

patients than in non-infected donors. pDC response to TLR9-L stimulation is impaired in 

chronic HBV patients irrespective of viral load. Interestingly, pDCs from viremic chronic 

HBV patients failed to trigger a normal NK cytolytic function after TLR9-L stimulation. This 

pDC-dependant NK dysfunction was related to impaired IFNα secretion and OX40L 

expression by pDCs from viremic patients. The pDC subversion was related to high plasma 

IP-10 levels found in patients and viral load. Conclusions: pDCs from viremic chronic HBV 

patients are impaired at activating the cytolytic function of NK cells through an IP-

10/OX40L/IFN-dependant pathway. Through these insights into the mechanisms involved in 

immune dysfunction and impaired viral control in chronic HBV infection, we have taken a 

step closer to get on disease treatment. 

 

Keywords: NK cell; OX40L; IP-10 
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Introduction 

Hepatitis B virus (HBV) infects about 350 million people worldwide and its control and 

eradication are considered a major public health challenge
1,2

. The pathophysiology of HBV 

infection is closely related to host immunity
3-5

. Patients who ultimately clear the virus elicit 

vigorous and efficient anti-viral immunity, involving multi-specific T-cell responses, a 

neutralizing humoral response and efficient NK cells. In contrast patients who go on to 

develop chronic infection only mount weak and dysfunctional immune responses. Immune 

control of chronic HBV infection appears to be essential for viral clearance and therapeutic 

success. The pathogenic mechanisms used by HBV to modulate the immune system remain 

largely unknown. To move closer to successful treatment of this disease, we must first 

characterize the mechanisms underlying impaired viral control and immunopathogenesis of 

chronic HBV infection
6
. 

In the early stages of viral infection the immune responses elicited are believed to be critical 

determinants of subsequent disease outcome. Anti-viral immunity is largely control by 

plasmacytoid dendritic cells (pDCs) through their ability to recognize viruses and activate 

both innate and adaptive immune responses
7-9

. These unique properties are linked to their 

ability to sense viral nucleic acids, single stranded RNA and unmethylated DNA motifs, 

through their expression of Toll-like receptors TLR7 and TLR9
8,10,11

. Following triggering of 

their TLR, pDCs produce large amounts of type I IFN and pro-inflammatory cytokines which 

can inhibit viral infection and modulate innate and adaptive anti-viral immunity
12

. In addition 

to direct detection of viruses, pDCs can capture and cross-present viral antigens from infected 

cells
13-15

. This allows them to induce virus-specific adaptive immune responses in vitro
16

 and 

trigger CTL in vivo in response to viral infection
17

. 

In many chronic viral infections, these crucial mediators eliciting cytotoxic effectors appeared 

to be defective
18

. In chronic HBV infection, the role of pDCs remains enigmatic and poorly 

explored
19

 with conflicting results on circulating blood pDC numbers, which are variously 

shown to be unaffected
20

 or decreased
21

. Nevertheless, functional impairments of pDCs in 

patients with chronic HBV infection have been reported
22

. Most studies indicate that HBV 

has no direct effect on pDCs. However the virus is suggested to actively alter pDC functions 

by abrogating their ability to upregulate the expression of co-stimulatory molecules and 

produce IFNα, TNFα and IP-10 upon stimulation with TLR9-L
23

. These effects could be due 

to HBsAg binding to the C-type lectin receptor BDCA2 on pDCs
24

, could be induced by 

HBeAg
23

 or could be related to impaired TLR9 expression
25

. 
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Natural killer (NK) cells also play a pivotal role in anti-viral immunity through killing 

infected cells and activating other immune pathways
26-28

. In the context of HBV infection, 

NK cells contribute to controlling the virus in the early phases of infection and inducing 

subsequent adaptive immune responses through their cytolytic potential and production of 

cytokines
29-31

. Defects in activation and antiviral functions of NK cells have been described 

in chronic HBV patients
32,33

. Both could be reversed by reducing the viral load
34

 or blocking 

immunosuppressive cytokines
33

. However, NK have also been shown to contribute to liver 

damage through TRAIL-mediated apoptosis of hepatocytes
6,35

. The basis for this 

controversial functional dichotomy of NK cells remains poorly understood
32,36

. 

Interestingly, pDCs play an essential role in shaping NK-cell mediated immunity. Through 

type I IFN production, pDCs modulate NK activation, IFN production and cytolytic 

activity
37-39

. TLR9-engaged pDCs have been shown to specifically enhanced NK cell 

activation and effector functions
40

. pDCs are also able to regulate NK cells activity through 

cell-cell contacts involving interactions between GITR and GITRL
41

 or OX40 and OX40L
42

. 

NK cell activity can also be regulated through ICOS / ICOSL
43

 and 4-1BB / 4-1BBL
44

. 

Activated NK cells reciprocate to induce pDC maturation and enhance IFNα production
37,38

. 

How chronic HBV infection affects relations between pDCs and NK cells has not been 

explored. 

Thus pDCs, crucial mediators of effective NK- and CD8 T cell-based immune responses, may 

orient the outcome of the immune response upon HBV infection, resulting either in resolution 

or chronicity. It is essential to better understand the role played by pDCs in the development 

and control of chronic HBV infection if we are to identify the mechanisms used by HBV to 

escape elimination. Functional defects in both the pDC and NK cell compartments have been 

reported with HBV infection. However, pDC-NK crosstalk and the mechanisms involved in 

pDC and NK cell dysfunctions have yet to be addressed. In this article we investigated the 

pathophysiological role of pDCs from patients with chronic HBV infection for the first time. 

We also studied the functional consequences of these on subsequent pDC-NK crosstalk. Our 

results indicate that pDCs from viremic chronic HBV patients are poor activators of the NK 

cytolytic function through an OX40L/IFN-dependant pathway. This dysfunction is related to 

high plasma IP-10 levels and HBV viral load. A better understanding of the mechanisms of 

immune dysfunction in chronic HBV infection will allow the development of new 

immunotherapeutic strategies for improved viral control and clearance. 
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Experimental procedures 

Cell purification 

This study was conducted according to a procedure approved by Grenoble University 

Teaching Hospital’s (CHU-Grenoble) Comite de Protection des Personnes, and the French 

Blood Service’s Institutional Review Board. All participants signed informed consent forms 

prior to participation. Blood samples were obtained from chronic HBV patients (101 in total, 

of which 64 were aviremic and 37 were viremic) and from healthy donors (114 in total). 

Exclusion criteria for this study included HIV, HCV or HDV co-infection, other liver 

diseases, and current treatment with interferon-alpha or immunosuppressive agents. PBMC 

were purified by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation (Eurobio). Sera were 

collected and stored frozen for later use. pDCs were purified from PBMC using the EasySep 

Human pDC enrichment kit (StemCell) (purity > 96%). NK cells were purified from PBMC 

using the EasySep Human NK enrichment kit (StemCell) (purity > 97%). Excess liver tissues 

not needed for diagnosis were obtained from 6 chronic HBV patients and 8 non-infected 

controls. Biopsies were reduced to cell suspensions using a potter. Clinical parameters are 

shown in Table 1. 

Cell lines and reagents 

All cultures were performed in RPMI1640-Glutamax supplemented with 1% non-essential 

amino acids, 100 µg/ml gentamycin, 10% FCS (Invitrogen) and 1 mM sodium pyruvate 

(Sigma). K562 cell line was purchased from ATCC (LGC Standards, Molsheim, France).  

Phenotypic analysis by flow cytometry 

PBMC were stained with fluorochrome-labelled anti-human HLA-DR, Lin, OX40L, 4-1BBL, 

ICOS-L (BD Biosciences), BDCA2 (Miltenyi Biotec), CD123, CD40, CD86, CD62L 

(Beckman Coulter), GITR-L (R&D) Abs. Stained cells were analyzed by flow cytometry 

using a FACSCalibur and CellQuest software (BD). Cells derived from liver biopsies were 

stained with anti-human HLA-DR, BDCA2, CD40, CD86 Abs before flow cytometry analysis 

using a FACSCanto equipped with Diva software (BD). pDCs were defined as Lin- HLA-

DR+ CD123+ cells or as HLA-DR+ BDCA2+ cells. NK cells were determined after staining 

with anti-human CD16, CD56, CD3 Abs (Beckman Coulter), the NK cell population is 

characterized by CD56+ CD3- labelling. 

Cytokine production  
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PBMC were cultured for 24 h with CpGA ODN-2336 (10 µg/ml, Coley Pharma) where 

indicated (see Figures). IFNproduction was measured in culture supernatants by a 

Cytometric Bead Array assay (CBA, BD).  

pDC – NK cocultures and NK function measurements 

Freshly purified pDCs from healthy donors or chronic HBV patients were co-cultured for 18 

hours with heterologous NK cells purified from healthy donors at a ratio 1:10. CpGA ODN-

2336 (1.5 µM, TipMolBiol) and/or rhIFNαA/rhIFNα2 (2000 UI/ml each; PBL) and soluble 

human OX40L (100 ng/ml; R&D Systems) were added when indicated (see Figures). NK 

cells were also cultured alone as controls with rhIL-12 and rhIL-18 (50 ng/ml, R&D Systems) 

where indicated. In some experiments, pDCs purified from healthy donors were pre-incubated 

for 24 h with medium containing 50% plasma from healthy donors or 50% plasma from 

chronic HBV patients with a positive viral load (>8.6x10
6
 IU/ml). Cytokine production (IFN, 

granzyme B) was measured in the supernatants by CBA (BD). NK cell activation was 

measured by labelling cells with anti-human CD69, CD3, CD16 and CD56 Abs. NK cytotoxic 

activity was evaluated by CD107 degranulation assay. pDC-NK cocultures were washed, and 

NK cells were further co-cultured with K562 cells at a 5:1 ratio for 3 h. Anti-human CD107a 

and CD107b Abs (BD) (5 µl each) were added at the start of restimulation; GolgiSTOP (0.67 

µl/ml) was added for the last 2 h. Cells were then labelled with anti-human CD3, CD16 and 

CD56 Abs before analysis by flow cytometry.  

Plasma cytokine concentrations 

Plasma IP-10 concentrations in healthy donors and chronic HBV patients were determined by 

CBA (BD). 

Effect of IP-10 on pDCs 

pDCs purified from healthy donors were cultured for 24 h in the presence or absence of rhIP-

10 (R&D Systems) and in the presence of rhIL-3 (10 ng/ml, PeproTech). CXCR3 and OX40L 

expression on pDCs was assessed by flow cytometry. 

 

 

Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using Mann-Whitney non parametric U test, Wilcoxon 

matched pairs test, two-way (RM, row matching) ANOVA and Spearman correlation using 

Prism software. 

Results 
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Circulating and hepatic pDCs show higher levels of activation in chronic HBV patients than 

in non-infected donors 

The effect of chronic HBV infection on proportions and activation phenotype for circulating 

and intra-hepatic pDCs was investigated. pDCs within PBMC and liver biopsies were 

identified by flow cytometry based on their lack of expression of Lin markers and their 

positivity for HLA-DR and CD123 or BDCA2 markers (Figure 1A). In terms of pDC 

proportions, no significant difference was observed between chronic HBV patients and non-

infected donors (Figure 1B). However, analysis of co-activation molecules CD40 and CD86 

(Figure 1C) showed that pDCs from blood and liver biopsies sampled from chronic HBV 

patients over-expressed both co-activation molecules compared to the pDCs sampled from 

non-infected controls (Figures 1D and 1E). Thus chronic HBV infection appears to induce a 

more activated pDC phenotype than that observed in non-infected donors. 

 

pDC activation following TLR9-L stimulation is impaired in chronic HBV patients 

irrespective of viral load 

The ability of pDCs to respond to TLR9-L stimulation and the influence of viral load on pDC 

functions were then analyzed. Upon stimulation with CpG-A, pDCs from chronic HBV 

patients did not upregulate the expression of the co-activation molecule CD40. This is in 

contrast with pDCs from healthy donors which upregulate CD40 after exposure to CpG-A 

(not shown). In addition, after the same stimulation protocol, IFN secretion by pDCs from 

chronic HBV patients was impaired compared to secretion by pDCs from healthy donors 

(Figure 2). A similar level of impairment was observed for all viral loads. Thus, despite a 

higher basal activation status, pDCs from chronic HBV patients, whatever the viral load, have 

an impaired capacity to respond to TLR9-L stimulation. 

 

CpG-matured pDCs from viremic chronic HBV patients are poor activators of NK cytotoxic 

function 

The functional consequences of pDC differential state on subsequent immune responses were 

next investigated by assessing how well pDCs from chronic HBV patients activate NK cells. 

Defects in NK cells have been described in chronic HBV patients and NK cell activation is 

MHC-non restricted. We therefore used heterologous “healthy” NK cells purified from 
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healthy donors. NK cells up-regulate CD69 in response to CpGA-activated pDCs. There is no 

difference in CD69 upregulation when using pDCs isolated from chronic HBV patients or 

healthy donors (Figures 3A and 3B). Similarly, IFN production by NK cells was effectively 

induced by pDCs from chronic HBV patients (Figure 3C, left). However, the cytolytic 

function of NK cells, as measured by granzyme B secretion (Figure 3C, right) and CD107 

surface expression upon co-culture with the NK-sensitive K562 cell line (Figures 3D and 3E), 

was drastically impaired with pDC isolated from viremic chronic HBV patients compared to 

pDC from healthy controls and aviremic chronic HBV patients. After CpGA-activated pDCs 

stimulation, a mean percentage of CD107 surface expression on NK cells of 28.5±2.8 was 

observed with healthy donors, with aviremic chronic HBV patients mean percentages were 

23.2±1.6, while with viremic chronic HBV patients mean values were only 13.2±1.2. Thus 

CpG-matured pDCs from viremic chronic HBV patients activate the cytotoxic function of NK 

cells poorly. 

 

Impaired OX40L expression by pDCs from chronic HBV patients correlates with the viral 

load 

To further examine the differences between pDCs from chronic HBV patients and healthy 

donors, we analyzed the expression of co-stimulatory molecules involved in pDC-NK cross-

talk or NK modulation, including 4-1BBL, ICOS-L, GITRL and OX40L (Supplementary 

Figure 1). Only OX40L was down-regulated on pDCs from chronic HBV patients compared 

to healthy donors (Figure 4A). Interestingly, pDCs from viremic chronic HBV patients had 

significantly lower OX40L levels than chronic HBV patients with an undetectable viral load 

(Figure 4A). The level of OX40L expression on pDCs was closely correlated with viral load 

(Figure 4B). Thus, circulating HBV virus impaired OX40L expression on blood pDCs from 

chronic HBV patients. 

 

Impaired IFNα secretion and OX40L expression by pDCs of chronic HBV patients are 

responsible for the failure of pDCs to activate NK cell cytotoxicity 

To understand whether the defective IFNα secretion and OX40L expression by pDCs were 

responsible for impaired NK cell activation in chronic HBV infection, we performed pDC-NK 

co-cultures in presence or absence of rhIFNα and sOX40L. The functions of NK cells were 

then analyzed. NK cells were first stimulated with pDCs isolated from aviremic or viremic 

chronic HBV patients. rhIFNα and sOX40L added to pDC-NK co-cultures restored NK cell 
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secretion of granzyme B (Supplementary Figure 2B) and surface expression of CD107 in 

response to K562 stimulation (Figures 5A and 5B). This restoration was particularly evident 

when pDCs were isolated from viremic chronic HBV patients. With pDCs from both viremic 

and aviremic patients, NK cells were already able to secrete IFNto similar levels; production 

was potentiated in the presence of rhIFNα and sOX40L (Supplementary Figure 2A). To 

confirm the importance of viral load in pDC-dependent NK dysfunction, we used “healthy” 

pDCs isolated from healthy donors. These cells were pre-incubated in the serum of healthy 

controls, aviremic or viremic chronic HBV patients before mixing with NK cells. In contrast 

to “healthy” pDCs pre-incubated with control serums, “healthy” pDCs cultured with serum 

from viremic chronic HBV patients were unable to trigger granzyme B secretion by NK cells 

(Figure S2D) or degranulation (Figures 5C and 5D). However both properties could be 

restored by adding rhIFNα and sOX40L to pDC-NK co-cultures (Figure 5). Thus, pDC-

dependent NK dysfunction is related to impaired IFNα secretion and OX40L expression by 

pDCs from chronic HBV patients. 

 

High IP-10 levels in chronic HBV patients’ plasma may explain the impaired IFNα secretion 

and OX40L expression by circulating pDCs 

The reason for impaired IFNα secretion and OX40L expression by blood pDCs in chronic 

HBV infection was further investigated. As “healthy” pDCs incubated in serum from chronic 

HBV patients with a positive viral load displayed the same behaviour as “chronic HBV” 

pDCs, we looked for factors present in the plasma that could be responsible for the pDC 

differential status. Interestingly a significantly higher level of IP-10 was detected in the 

plasma of chronic HBV patients compared to healthy donors (Figure 6A). To confirm the 

relationship between IP10 levels and pDC activity, we measured CXCR3 expression on 

pDCs. pDCs from chronic HBV patients displayed significantly lower CXCR3 levels than 

pDCs from healthy donors (Figure 6B). To investigate the effects of IP-10 on pDC properties, 

we cultured pDCs isolated from healthy donors with rhIP-10 and analyzed the modulation of 

their phenotype. Strikingly, culture with IP-10 caused down-regulation of both CXCR3 and 

OX40L on pDCs (Figure 6C). Thus high levels of plasma IP-10 in chronic HBV patients may 

explain the functional pDC defects observed, resulting for viremic patients in an impaired 

OX40L expression and subsequent defective pDC/NK interplay. 
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Discussion 

Immune control of chronic HBV infection is essential for viral clearance. But HBV has 

evolved mechanisms to modulate the immune system to escape this control. These pathogenic 

mechanisms remain largely unknown. Anti-viral immunity involves a number of cell types, 

among which pDCs play a critical role. We therefore explored the pathophysiological role of 

pDCs and the functional consequences on the subsequent pDC-NK cross-talk in chronic HBV 

infection. Our results reveal that pDCs from viremic chronic HBV patients are impaired at 

activating the cytolytic function of NK cells through an IP-10/OX40L/IFN-dependant 

pathway. Our study provides important insights into HBV pathogenesis and the reasons for 

failure of effective immune responses.  

Our first analysis showed that proportions of freshly isolated circulating and intra-hepatic 

pDCs from chronic HBV patients and non-infected controls were similar. In contrast, the co-

activation molecules CD40 and CD86 were over-expressed in chronic HBV patients 

compared to non-infected controls. This differential activation status was independent of 

patients’ viral load (not shown). This lack of correlation between activation state and viremic 

status is in line with reports indicating that HBV does not directly activate pDCs
23,24

. Rather 

activation could be a signature of the primary encounter between pDCs and the virus. During 

acute HBV infection, pDCs accumulate in large numbers in the liver
45,46

, suggesting that they 

are involved at early stages of HBV infection. Because the immune responses elicited during 

the early stages of viral infection are believed to be critical determinants of subsequent 

disease outcome, the unique ability of pDCs to rapidly sense virus-infected cells and elicit 

anti-viral effectors also suggests a potential role in determining the outcome of HBV 

infection.  

Functional defects in both the pDC and NK compartments have previously been reported in 

chronic HBV patients. However, neither the mechanism of theses dysfunctions, nor the 

potential interplay between these two cell types has been fully investigated. In this article we 

show for the first time that pDCs from viremic chronic HBV patients are impaired at 

activating the cytolytic function of NK cells through an OX40L/IFN-dependant pathway. 

OX40L expression levels on pDCs were strongly correlated with viral load, suggesting that 

pDC status is tightly linked to viral load. In line with these observations, it has been shown 

that reduced HBV DNA levels measured during successful treatment of patients with antiviral 

drugs partially restores numbers and function in circulating pDCs
21

. In cancer, TLR9-L 

activated pDCs were also shown to drive potent NK cell activation through an OX40L and 
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IFNα dependant mechanism, leading to T cell cross-priming and effective anti-tumor immune 

response
42

. In the context of chronic HBV infection, appropriate pDC-NK crosstalk may also 

be required to initiate the anti-viral response and resolve infection. Interestingly, OX40L and 

IFNα are also involved in pDC regulation of Th polarization
47

, while plasma cell 

differentiation and antibody responses are regulated through IFNα and IL6
48

. Defective pDCs 

from chronic HBV patients may also contribute to the failure to properly elicit other 

components of adaptive immune responses
49

, which is required for long-term viral control. 

Skewing pDCs may therefore be a strategy employed by HBV to escape immunity. 

We found HBV virus to have no impact on the ability of pDCs to activate and elicit the non-

cytolytic functions of NK cells. CD69 expression and IFNγ secretion were similar for NK 

cells following coculture with pDCs from viremic or aviremic HBV patients. In contrast, 

defects in IFNγ secretion but not cytotoxic NK function have been described in chronic HBV 

patients, when classified as Lo and Hi ALT
32

. The altered pDC-dependant cytotoxic NK 

function described here was only evident when patients were classed as viremic or aviremic. 

Thus differences in patients subgrouping may explain this apparent contradiction, as ALT and 

viral load are not linked. Interestingly, it has been observed that NK dysfunctions could be 

reversed by reducing viral load
34

. It has also been suggested that the level of HBV antigen 

may influence the dichotomic cytotoxic versus cytokine function of CD8 T cells
50

. Moreover, 

altered pDC-NK crosstalk has also been described in HIV1-infected patients
51,52

; like here the 

dysfunction in these patients is more intense in viremic than aviremic patients
51

.  

Notably, seric factors appear to be involved in creating the impaired status of “chronic HBV” 

pDCs. This skewing could be reproduced by submitting “healthy” pDCs to plasma from 

viremic chronic HBV patients. Analysis of soluble plasma factors revealed an increased level 

of IP-10 in plasma and a concomitant decrease in expression of its receptor CXCR3 on pDCs 

from chronic HBV patients. This suggests that IP-10 may modulate pDCs. Lowered CXCR3 

expression may be the result of down-modulation of the receptor due to chronic exposure to 

its ligand. These effects seem to be related to the viral load, as notable, although not 

significantly, higher IP-10 and lower CXCR3 levels were observed on pDCs from viremic 

compared to aviremic chronic HBV patients. OX40L expression was significantly higher in 

viremic patients. Remarkably, exposure of “healthy” pDCs to IP-10 provokes OX40L 

downregulation with in 24h. This effect probably explains the reason for pDC skewing upon 

chronic exposure to IP-10 during HBV infection. 
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Our work reveals that HBV may escape immunity by modulating OX40L expression on pDCs 

through IP-10 and therefore impairing the subsequent NK cell cytolytic activity. pDCs may be 

the key controllers of the delicate balance between protective and pathogenic anti-viral 

responses following HBV infection. Interplay between pDCs and NK cells is likely to be 

important during the immune response to HBV infection. It may control the outcome of the 

response, leading either to clearance or chronicity. The data presented here provide new 

insights into the mechanisms by which HBV escapes antiviral immunity and will be a strong 

basis for developing novel immunotherapeutic approaches to treat this diease.  

 

 

 

 

Figure legends 

Figure 1. Higher activation levels in pDCs from blood and liver from chronic HBV patients 

compared to non-infected donors 

pDC proportion and phenotype from PBMC and liver biopsies of chronic HBV patients or 

non-infected donors was analyzed by flow cytometry. (A) Gating strategy used to distinguish 

pDCs in blood and liver biopsies. (One representative HBV patient.) (B) Percentage of pDCs 

in blood and liver biopsies; open circles: non-infected donors (blood, n=25; liver, n=8); filled 

circles: chronic HBV patients (blood, n=27; liver, n=6). (C) Co-activation molecules CD40 

and CD86 on pDCs from blood and liver. One representative HBV patient for each sample 

(gated on HLA-DR+ BDCA2+ cells). (D,E) Percentage of pDCs expressing co-activation 

molecules CD40 and CD86 in blood (D) (non-infected donors, n=22; chronic HBV patients, 

n=27) and liver (E) (non-infected donors, n=8); chronic HBV patients, n=5). Horizontal bars 

indicate mean values. 

 

Figure 2. CpG-matured pDCs from viremic chronic HBV patients inefficiently trigger NK cell 

cytotoxicity 

pDCs isolated from healthy donors, aviremic and viremic chronic HBV patients were co-

cultured with heterologous NK cells for 18 h in the presence or absence of CpGA. (A, B) 

CD69 expression as measured by flow cytometry on CD56+ CD3- NK cells. (A) One 

representative healthy donor and one representative chronic HBV patient (gated on CD56+ 

CD3- NK cells). (B) Percentage of CD56+ CD3- NK cells expressing CD69 (healthy donors, 
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n=8; aviremic chronic HBV patients n=7; viremic chronic HBV patients, n=5). (C) IFNγ and 

granzyme B secretion as measured by CBA (healthy donors, n=16; aviremic chronic HBV 

patients, n=34; viremic chronic HBV patients, n=19). (D,E) NK cells were further co-cultured 

with K562 for 3 h before measuring CD107 surface expression. (D) Representative flow 

cytometry profiles (gated on CD56+ CD3- NK cells). (E) Percentage of CD107+ CD56+ 

CD3- NK cells (healthy donors, n=16; aviremic chronic HBV patients, n=35; viremic chronic 

HBV patients, n=18). P values were calculated using the two way RM ANOVA test (straight 

line) or the Mann-Whitney test (dotted lines).  

 

Figure 3. Impaired pDC activation in response to TLR9-L stimulation in chronic HBV 

patients irrespective of viral load 

PBMC from healthy donors or chronic HBV patients were stimulated with CpGA for 24 h. 

IFNα secretion was measured by CBA in culture supernatants. Open symbols: healthy donors 

(n=12); Grey symbols: aviremic chronic HBV patients (n=7); Black symbols: viremic chronic 

HBV patients (n=10). P values were calculated using the two way RM ANOVA test. 

 

Figure 4. Impaired OX40L expression by pDCs from viremic chronic HBV patients correlates 

with viral load 

Expression of the co-stimulatory molecules 4-1BBL, ICOS-L, GITRL and OX40L by blood 

pDCs from healthy donors or chronic HBV patients was determined by flow cytometry. (A) 

Percentages of pDCs expressing 4-1BBL, ICOS-L, GITRL and OX40L within PBMC. Open 

circles: healthy donors (n=9); Grey circles: aviremic chronic HBV patients (n=11); Black 

circles: viremic chronic HBV patients (n=8). P values were calculated using the Mann-

Whitney test (dotted lines). (B) Correlation between OX40L expression levels on pDCs and 

viral load (n=18 chronic HBV patients, Spearman correlation).  

 

Figure 5. IFNα secretion and OX40L expression by pDCs mediate activation of NK cell 

cytotoxicity 

(A,B) pDCs purified from aviremic or viremic chronic HBV patients were co-cultured with 

heterologous NK cells for 18 h. CpGA and/or rhIFNα and sOX40L were added to cultures 

where indicated. NK cells were further co-cultured with K562 for 3 h before measuring 

CD107 surface expression by flow cytometry. (A) Representative flow cytometry profiles 

from aviremic and viremic chronic HBV patients (gated on CD56+ CD3- NK cells). (B) 
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Percentages of CD107+ CD56+ CD3- NK cells obtained in aviremic chronic HBV patients 

(n=22) and viremic chronic HBV patients (n=10). (C,D) pDCs were purified from healthy 

donors and incubated for 24 h in the presence of plasma from healthy donors, aviremic or 

viremic chronic HBV patients. pDCs were then co-cultured with heterologous NK cells for 18 

h. CpGA and/or rhIFNα and sOx40L were added where indicated. NK cells were further co-

cultured with K562 for 3 h beforemeasuring CD107 surface expression by flow cytometry. 

(C) Representative flow cytometry profiles (gated on CD56+ CD3- NK cells). (D) 

Percentages of CD107+ CD56+ CD3- NK cells obtained with 8-13 healthy donors for each 

condition. P values were calculated using the two way RM ANOVA test (straight line) or the 

Mann-Whitney test (dotted lines).  

 

Figure 6. High plasma IP-10 concentrations in viremic chronic HBV patients may explain 

OX40L downregulation on circulating pDCs and the subsequent impaired pDC/NK interplay 

(A) Plasma IP-10 concentration was measured in healthy donors (n=25), aviremic chronic 

HBV patients (n=19) and viremic chronic HBV patients (n=19). P values were calculated by 

one way ANOVA. (B) CXCR3 expression on pDCs within PBMC from healthy donors 

(n=14), aviremic chronic HBV patients (n=11) and viremic chronic HBV patients (n=5) was 

measured by flow cytometry. Statistical significance was determined using Mann-Whitney t 

test. (C,D) pDCs were purified from healthy donors and cultured for 24 h in the presence of 

rhIP-10 (0-5000 ng/ml). (C) IFNα and OX40L expression on pDCs measured by flow 

cytometry, and expressed as a percentage of modulation compared to control conditions (p 

values calculated using one way ANOVA). 
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Supplementary Figure Legends 

 

Supplementary Figure 1. pDC expression of costimulatory molecules 

Expression of the co-stimulatory molecules 4-1BBL, ICOS-L, GITRL, OX40L by pDCs from 

healthy donors (left panels) or chronic HBV patients (right panels) was measured by flow 

cytometry (gated on HLA-DR+ BDCA2+ cells). 

 

Supplementary Figure 2. IFNγ and granzyme B secretion by NK cells in response to pDC 

stimulation  

 (A,B) pDCs purified from aviremic or viremic chronic HBV patients were co-cultured with 

heterologous NK cells for 18 hours in the presence of CpGA and/or rhIFNα and sOX40L 

where indicated. Supernatants were harvested and assayed by CBA for (A) IFNγ and (B) 

granzyme B. (C,D) pDCs were purified from healthy donors and incubated for 24 h in plasma 

from healthy donors, aviremic or viremic chronic HBV patients. Cells were then co-cultured 

with heterologous NK cells for 18 h in the presence of CpGA and/or rhIFNα and sOX40L 

where indicated. Supernatants were harvested and assayed by CBA for (C) IFNγ and (D) 

granzyme B. P values were calculated using the two way RM ANOVA test. 
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Table 

 

Table 1  

Clinical characteristics for the chronic HBV patients used in this study 

 

  
PBMC 

biopsies 
aviremic viremic 

n 64 37 6 

Age (Years) 5311 4911 483 

Gender (% M/F) 78/22 70/30 60/40 

Viral load (IU/ml) 0 3.6x10
6
±6.3x10

6
 26292430 

ALT level (IU/ml) 3610 5327 4712 
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C Résultats complémentaires 

Nous avons démontré que les pDCs de patients hépatite B chronique expriment un niveau 

d’activation et une capacité à répondre aux ligands de TLR9 modifié par rapport aux pDCs de 

donneurs sains. Pour mieux comprendre les conséquences de ces modifications de la pDC 

chez les patients sur le système immunitaire, nous avons évalué si la stimulation des 

lymphocytes T CD4 par des pDCs de patients pouvait induire une polarisation cytokinique 

particulière, comme cela a déjà était démontré dans d’autres situations.   

 

D Matériel et méthode 

En plus des différentes expériences décrites dans l’article 2, nous avons effectué les 

expériences suivantes : 

Analyse de l’orientation de la réponse lymphocytaire T CD4 par les 

pDCs issues de patients hépatite B chronique après stimulation 

Des pDCs de patients hépatite B chronique ou de donneurs sains ont été purifiées selon la 

technique décrite dans l’article 2 et mis en culture en présence de lymphocytes T CD4 naïfs 

purifiés à partir de sang de cordon avec le kit easysep Human naive CD4 T cell (StemCell) 

(pureté>96%). Après 5 jours de co-culture, différentes cytokines (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, 

IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNFα, IFNγ) ont été dosées dans le surnageant par la technique 

Cytometry Bead Array (CBA BD) soit directement soit après restimulation par un mélange de 

PMA (50ng/ml) et d’Ionomycine (0,5µg/ml) afin de connaitre le profil des lymphocytes T 

(Th1, Th2…). 

 

E Résultats 

Les pDCs de patients hépatite B n’orientent pas les réponses 

lymphocytaires T CD4 vers un profil cytokinique particulier (Th1, Th2, Treg…) 

in vitro 

Nous avons analysé le profil cytokinique de lymphocytes T naïfs en présence de pDCs de 

patients ou de donneurs sains tout d’abord sans stimulation particulière et nous n’avons pas 

observé de production importante de cytokines dans les deux cas (<100pg/ml en général) ni 
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de profil particulier. Dans un deuxième temps, nous avons analysé la même expérience après 

restimulation non spécifique des lymphocytes T naïfs par un mélange PMA/ionomycine. 

Nous avons observé une augmentation importante de la production des différentes cytokines 

(à l’exception des IL-5, IL-6 et IL-17) en présence des pDCs de patients et de donneurs sains. 

Nous n’avons pas observé de différence significative pour les cytokines IL-2, IL-8, IL-10,    

IL-13, IL-21, TNFα, IFNγ produites en présence de pDCs issues de patients VHB ou de pDCs 

issues de donneurs sains ou sans pDCs.  

Ces résultats ne nous permettent pas de définir un profil cytokinique particulier des 

lymphocytes T qui serait induit par la pDC chez les patients atteints d’hépatite B. 

Les patients hépatite B chronique ont des pDCs phénotypiquement différentes des donneurs 

sains. L’une des conséquences possible de la modification des pDCs de patients aurait pu être 

l’induction d’une réponse lymphocytaire TCD4 particulière (TH1, TH2, Treg) qui aurait pu 

expliquer en partie comment le VHB parvient à échapper au système immunitaire et à passer 

en phase chronique. Au vu de nos résultats in vitro, les pDCs de patients hépatite B chronique 

ne modifient pas la polarisation des lymphocytes T CD4, les modifications sur les pDCs de 

patients pourraient donc jouer sur d’autres mécanismes comme le cross-talk pDC/NK, les NK 

de patients hépatite B chronique ayant été décrits comme moins fonctionnels.  
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F Schéma récapitulatif 

 

Figure 20. Rôle physiopathologique des pDCs dans l’infection par le VHB. 

L’IP10, retrouvé en quantité plus importante dans le plasma des patients atteints d’hépatite B chronique, semble 

capable de diminuer l’expression d’Ox40L et la production d’IFN de type I par les pDCs. Les pDCs de patients 

hépatite B chronique ne sont plus capables après une stimulation TLR9 de produire de grandes quantités d’IFN 

de type I. On retrouve ainsi chez les patients hépatite B chronique une perturbation du cross-talk pDC/NK liée à 

la diminution de la production d’IFN de type I et la plus faible expression d’Ox40L par la pDC limitant 

l’activation des fonctions cytotoxiques des cellules NK. Cette perturbation du cross-talk pDC/NK pourrait 

expliquer en partie comment le VHB est capable d’échapper au système immunitaire. 
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Discussion 

L’hépatite B est une infection virale chronique dont les mécanismes physiopathologiques sont 

fortement liés à l’immunité de son hôte. Le VHB est capable d’échapper au système 

immunitaire pour se développer de manière chronique, et les signes cliniques de la maladie 

sont liés à une activation inappropriée de l’immunité. Les pDCs sont des cellules spécialisées 

dans l’immunité antivirale de par leurs capacités de reconnaissance des motifs viraux (TLR7 

et 9), de production d’IFN de type I et de présentation de l’antigène. Elles jouent un rôle 

important au cours des infections virales, mais n’ont encore été que peu étudiées au cours du 

VHB. 

Pour mieux comprendre le rôle des pDCs dans l’hépatite B ainsi que leur potentiel 

thérapeutique, nous avons au cours de cette étude analysé la capacité d’une lignée de pDCs à 

stimuler l’immunité lymphocytaire T CD8 spécifique du VHB in vitro et in vivo. Nous avons 

aussi étudié in vitro les interactions entre la pDC et le VHB ainsi que les modulations 

fonctionnelles des pDC et les conséquences que cela induit, en particulier dans le cross-talk 

PDC/NK. 

 

1 Potentiel thérapeutique des pDCs dans l’hépatite B 

Les thérapeutiques antivirales actuelles utilisées dans l’hépatite B ont pour but de réduire la 

prolifération du virus en ciblant les protéines du cycle virale, mais ne sont pas capables 

d’éliminer définitivement le virus. La résolution de l’infection par le VHB requiert 

l’élimination du virus (sous forme de cccDNA) des hépatocytes infectés ou la lyse de ces 

cellules par les lymphocytes T spécifiques du virus. Les pDCs sont d’importantes cellules 

présentatrices de l’antigène, et sont surtout capables de produire de grandes quantité d’IFN de 

type I lors des pathologies virales. Au cours de notre étude, nous avons démontré qu’une 

lignée de pDC HLA-A*0201 irradiée et chargée avec des peptides HLA-A*0201 restreints 

dérivés d’antigènes du VHB était capable d’amplifier des lymphocytes T spécifiques du virus, 

fonctionnels ex vivo. De plus, nous avons pu démontrer l’efficacité de la lignée de pDC à 

réduire la charge virale et éliminer les hépatocytes infectés in vivo dans un modèle de souris 

humanisées Hepato-HuPBL. 
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Efficacité de la stratégie basée sur les pDCs par rapport aux stratégies d’immunothérapies 

existantes 

Dans l’article 1, nous avons vu que la lignée de pDC était capable d’amplifier des 

lymphocytes T spécifiques du VHB ex vivo à partir de PBMC ou de LIL issus de patients 

atteints d’hépatite B chronique et ce, alors que les lymphocytes T spécifiques du VHB intra-

hépatiques ont été décrits comme étant dans un état d’exhaustion chez les patients atteints 

d’hépatite B chronique
54

. De plus, la lignée de pDC a induit une plus grande amplification de 

lymphocytes T spécifiques de l’antigène HBc que l’utilisation du peptide HBc seul ex vivo, et 

une stimulation immunitaire plus rapide que lors de l’utilisation de mDCs où des niveaux 

similaires de lymphocytes T spécifiques ont été obtenus mais après 3 semaines de 

stimulation
88

. Nous avions aussi testé la capacité de la lignée de pDC à induire des cellules T 

CD8 spécifiques d’autres peptides immuno-dominants issus des autres antigènes de HBV : 

HBs (335-343) et pol (575-583). Nous avons obtenu une amplification de lymphocytes T anti-

HBs chez le patient HBV résolu et chez 1 patient HBV chronique sur 65 testés, et nous 

n’avons pas pu amplifier de cellules T spécifiques de pol dans aucun groupe. Ceci pourrait 

être lié à un niveau trop faible de précurseurs T spécifiques présents dans les PBMC initiaux. 

En effet la fréquence basale de lymphocytes T spécifiques de HBc (18-27) chez les patients 

HBV chroniques est de 0,032% alors qu’elle est de 0,024% pour les lymphocytes T 

spécifiques de HBs. Afin d’augmenter l’efficacité de la stratégie, nous pourrions la combiner 

avec le blocage de PD-1, le blocage de la protéine Bim, l’addition d’arginine ou la déplétion 

des lymphocytes T régulateurs. Comme nous l’avons vu précédemment, tous ces mécanismes 

sont associés à l’echappement du virus à l’immunité lymphocytaire T, leur blocage pourrait 

donc renforcer l’amplification des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB par la lignée de 

pDC. 

Intérêts et limites du modèle Hepato-HuPBL 

Afin de pouvoir tester la stratégie thérapeutique utilisant la lignée de pDC, nous avons 

développé un modèle de souris humanisées transplantées avec des hépatocytes humains 

produisant du VHB. Les modèles existants (souris transgéniques ou chimériques) se révèlent 

peu adaptés pour tester une immunothérapie. En effet, il est nécessaire d’être dans le contexte 

d’un système immunitaire humain, dans un modèle d’infection le plus proche possible de 

celui retrouvé chez l’homme pour obtenir des résultats possiblement le plus transposables à 

l’homme. Les modèles déjà existants, bien qu’intéressants pour évaluer le virus in vivo, sont 

limités quand à l’évaluation des immunothérapies. Ainsi, les modèles de souris trimera et 
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uPA-SCID transplantés avec des hépatocytes humains 
91, 92

 ne possèdent pas de système 

immunitaire humain, les souris transgéniques VHB 
93

 sont réduites au contexte murin alors 

que les souris transgeniques HLA-A*0201
94

, bien qu’ayant permis la découverte des épitopes 

du virus, ne permettent pas l’évaluation d’immunothérapies. Le modèle de souris hepato-

HuPBL que nous avons développé nous a permis de démontrer que la stratégie thérapeutique 

utilisant la lignée de pDCs comme vaccin, permettait de restaurer une immunité 

lymphocytaire T spécifique contre le VHB et fonctionnelle, capable à la fois de lyser les 

hépatocytes infectés et de réduire la charge virale dans le contexte d’un système immunitaire 

humain et d’hépatocytes humains transfectés par le virus. De plus, ce modèle qui a démonté 

son utilité lors de cette étude, pourrait être utilisé pour permettre le développement d’autres 

immunothérapies anti-VHB.  

Cependant, ce modèle nécessite des quantités importantes de PBMC (50.10
6
 par souris). Pour 

des raisons éthiques, nous avons pu utiliser seulement des PBMC issus de patients HBV 

résolus. Il aurait été cependant très intéressant de pouvoir tester in vivo la capacité de la lignée 

de pDC à induire une réponse T spécifique de HBV dans des souris reconstituées avec des 

PBMC de patients HBV chroniques, HBeAg négatifs ou positifs, afin de valider nos 

observations in vitro. De plus, pour analyser l’efficacité thérapeutique de la stratégie, nous 

avons transplanté par voie sous-cutanée une lignée d’hépatocytes humains transfectée ou non 

avec HBV. Ceci nous a permis de suivre directement le développement de la lignée, 

cependant cette situation ne reflète pas complètement la situation des patients où les cellules 

infectées se trouvent dans le foie. Nous n’avons donc pas pu évaluer l’effet bystander toxique 

des CTL induits sur les hépatocytes environnants normaux. 

Paramètres cliniques et réponse à l’immunothérapie 

Au cours de cette étude, nous avons pu observer que le statut HBe et le taux de lymphocytes T 

régulateurs des patients atteints d’hépatite B chronique jouent un rôle important dans la 

réponse à la stimulation par la lignée de pDC. Le rôle de l’antigène HBe a été décrit dans la 

littérature comme celui d’un immunomodulateur capable d’inhiber la réponse    

lymphocytaire T anti-HBc
208

. Ainsi, dans un autre essai de thérapie anti-VHB utilisant des 

mDCs comme cellules présentatrices de l’antigène, les réponses lymphocytaires T ont été 

retrouvées plus forte chez les patients HBe négatifs par rapport aux réponses chez les patients 

HBe positifs
90

. Comme nous l’avons vu précédemment, les lymphocytes T régulateurs jouent 

un rôle dans l’évolution vers la chronicité de l’hépatite B de par leur capacité à inhiber les 

lymphocytes T spécifiques du virus
58

. Nos résultats vont dans le sens d’un rôle 
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immunomodulateur de ces deux éléments et confirme que ce sont des facteurs critiques quand 

à la possible efficacité d’une immunothérapie anti-VHB utilisant les pDCs. Il semble donc 

qu’une immunothérapie utilisant la lignée de pDC serait le plus efficace chez des patients de 

statut HBe négatif, possédant un niveau de lymphocytes T régulateurs faible. Il serait au vu de 

ces résultats très intéressant d’approfondir l’étude des mécanismes par lesquels l’antigène 

HBe peut moduler l’activation des lymphocytes T par les pDCs. Afin de confirmer le rôle de 

l’antigène HBe, il serait tout d’abord possible de vérifier si les patients répondeurs deviennent 

non répondeurs en présence de l’antigène HBe. Il pourrait aussi être intéressant d’évaluer si 

l’antigène HBe peut modifier la polarisation des lymphocytes T CD4 vers une voie 

particulière (TH1, TH2, Treg…) ainsi que l’expression des différentes molécules de co-

stimulation afin de mieux comprendre comment l’antigène HBe peut inhiber la capacité des 

lymphocytes T CD8 à répondre à une stimulation par la lignée de pDCs. L’antigène HBe 

pourrait aussi avoir un effet inhibiteur direct sur la lignée de pDC inhibant ses capacités à 

induire une réponse T spécifique. 

Potentiel d’utilisation de GENiusVac en thérapie chez les patients atteints d’hépatite B 

chronique 

Nous avons donc pu démontrer que la lignée de pDC pouvait être utilisée comme 

immunothérapie dans un modèle expérimental d’infection par le VHB. Ce type 

d’immunothérapie ayant pour but de restaurer l’immunité lymphocytaire anti-VHB a déjà été 

testé avec des mDCs et a montré son innocuité
90

. La réponse lymphocytaire T est décrite 

comme nécessaire pour l’élimination du VHB, mais aussi comme étant à l’origine de la lyse 

hépatique lors de l’hépatite B, ce qui pourrait conduire à un effet délétère de 

l’immunothérapie. Néanmoins, il a été décrit dans certaines situations une forte réponse 

lymphocytaire T cytotoxique sans lésions hépatiques
24

 qui semble être liée à la charge virale, 

le taux de VHB semblant être capable de moduler la fonctionnalité des lymphocytes T anti-

VHB
53

. Afin de réduire le risque de lésions hépatiques lors de la thérapie, il pourrait donc être 

intéressant de prétraiter les patients avec un traitement antiviral classique, afin de réduire le 

nombre d’hépatocytes infectés cibles de la lyse lymphocytaire. De plus, ces traitements 

antiviraux peuvent dans certains cas changer le statut HBe des patients
34

, ce qui au vu des 

résultats précédents pourrait améliorer l’élimination du VHB au cours de l’immunothérapie. 

Le risque de cytotoxicité hépatique doit ainsi être évalué avant de passer cette 

immunothérapie en clinique avec ou sans l’utilisation d’un traitement antiviral préalable afin 

de pouvoir définir le schéma thérapeutique le plus efficace et le moins risqué pour le patient. 
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2 Rôle des pDCs dans la physiopathologie de l’hépatite B 

Les pDCs jouent un rôle important dans l’immunité antivirale. Le VHB est capable de 

moduler cette immunité grâce à divers mécanismes plus ou moins connus entrainant ainsi le 

développement de l’hépatite B chronique. Lors de ce travail, nous avons analysé si le VHB 

était capable de moduler l’activité des pDCs vis-à-vis du système immunitaire. Nous avons pu 

démontrer qu’en présence du virus, le cross-talk pDC/NK était perturbé, les pDCs n’étant plus 

capable d’activer correctement l’activité cytotoxique des cellules NK par l’intermédiaire d’un 

mécanisme mettant en œuvre l’IP10, Ox40L et l’IFNα. Ces résultats pourraient expliquer en 

partie les mécanismes d’échappement du VHB à l’immunité de son hôte. 

Phénotype des pDCs chez les patients hépatite B chronique 

Nous avons tout d’abord pu observer qu’il n’y avait pas de différence en terme de proportion 

de pDC dans le sang ou au niveau hépatique entre des patients atteints d’hépatite B chronique 

et des donneurs sains. En revanche, nous avons pu observer que les pDCs de patients VHB 

présentaient un phénotype basal plus activé (CD40, CD86) que les donneurs sains. Ces 

résultats ne semblent pas corrélés avec la charge virale, confirmant des publications 

précédentes qui ne montrent pas de rôle direct du virus sur la pDC
171, 172

. Au cours de la phase 

aigue de la maladie, les pDCs s’accumulent au niveau hépatique, suggérant quelles jouent un 

rôle dans l’orientation de la réponse immune vers la résolution de l’infection ou le passage en 

phase chronique
170

. Le défaut d’activation de la pDC aux ligands de TLR9 chez les patients 

hépatite B chronique est désormais bien décrit
171-173

 et nous l’avons retrouvé au cours de cette 

étude (défaut de production d’IFNα par exemple). 

Implication des modifications induites par l’infection par le VHB sur la fonctionnalité 

des pDCs (orientation des réponses lymphocytaires et cross-talk pDC/NK) 

Les pDCs sont capables d’activer et d’orienter les réponses lymphocytaires T CD4 or, un 

défaut d’activation pourrait expliquer l’échappement du VHB au système immunitaire. Nous 

avons analysé l’activation de lymphocytes T CD4 de donneurs par des pDCs de patients 

hépatite B chronique et n’avons pas retrouvé d’orientation particulière vers l’une des 

différentes voies (TH1, TH2, Treg, TH17…). Les cellules NK sont décrites comme perturbées 

chez les patients hépatite B chronique, or comme nous l’avons vu précédemment, les pDCs 

jouent un rôle important dans l’activation de ces cellules. Le cross-talk PDC/NK en contexte 
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d’hépatite B n’a été que peu décrit pour le moment
175

. Au cours de ce travail, nous avons pu 

démontrer que les pDCs de patients atteints d’hépatite B chronique n’étaient plus capable 

d’activer les fonctions cytotoxiques des cellules NK après stimulation TLR9 par un 

mécanisme lié a un déficit d’expression en Ox40L et de production d’IFNα. Ainsi 

l’expression d’Ox40L par la pDC était fortement liée à la charge virale chez les patients, 

mettant en lien expression du virus et statut de la pDC. Il a été démontré que chez les patients 

dont la charge virale diminue sous traitement, les fonctionnalités des pDCs circulantes sont 

restaurées
168

. Ce cross-talk PDC/NK pourrait être nécessaire pour l’élimination du virus. En 

effet, lors des cancers, l’activation de la pDC par des ligands de TLR9 entraine l’activation 

des cellules NK grâce à l’expression d’Ox40L et la production d’IFNα, ce qui aide au cross-

priming des lymphocytes T et à l’activation de l’immunité
130

. De plus, Ox40L et l’IFNα sont 

aussi associés à la polarisation des lymphocytes T par les pDCs
147

. Ce défaut d’activation des 

pDCs pourrait toucher, outre les cellules NK, d’autres cellules immunitaires comme les 

lymphocytes T régulateurs ou les lymphocytes B
174

. Il serait intéressant d’étudier également la 

relation entre pDCs et lymphocytes B ou lymphocytes T régulateurs. Un défaut de l’immunité 

lymphocytaire B, associée à l’absence de production des anticorps protecteurs anti-HBs 

explique aussi en partie l’échappement du virus et le passage en phase chronique. Le défaut 

de production d’IFNα des pDCs primaires de patients hépatite B chronique pourrait expliquer 

en partie le défaut de production d’anticorps protecteurs 
128

 ? C’est pourquoi il serait 

intéressant d’analyser si des pDCs de patients sont toujours capables de stimuler la 

transformation des lymphocytes B en plasmocytes. 

Le VHB entraine un défaut d’activation de la pDC qui limite sa capacité à stimuler les 

fonctions cytotoxiques des cellules NK. Néanmoins, l’activation des autres fonctions des 

cellules NK n’est pas modifiée par le virus. L’expression de CD69 ou la production d’IFNγ 

sont bien stimulées par la pDC activée en présence de virus. Une autre étude
175

 a trouvé des 

résultats opposés avec une inhibition de la stimulation de la production d’IFNγ par les cellules 

NK plutôt qu’une inhibition de l’activité cytotoxique. Néanmoins, une grande partie de cette 

étude a été réalisée avec des pDCs et cellules NK de donneurs sains, et a utilisé comme source 

de virus des surnageant de la lignée HepG22.15. Or ces surnageant contiennent de nombreux 

éléments libérés par la lignée qui peuvent affecter la pDC et la cellule NK indépendamment 

du VHB. De plus, dans cette publication des essais ont été fait en utilisant des pDCs issues 

uniquement de 6 patients hépatite B chronique, hors dans une autre publication
209

 il a été 

montré que la réponse des cellules NK était dépendante du statut des ALAT, et dans notre 
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étude la charge virale semble aussi avoir une influence, ce qui pourrait expliquer les 

différences observées entre ces différentes études. En lien avec nos résultats, il a ainsi été 

observé que les dysfonctions des cellules NK pouvaient être rétablies chez les patients dont la 

charge virale diminue
210

. De plus, ce type de dysfonctionnement a déjà pu être observé dans 

d’autres pathologies virales comme le VIH avec un défaut dans le crosstalk pDC/NK 

dépendant de la charge virale
137, 138

. En complément de notre étude, il pourrait être intéressant 

d’évaluer si d’autres paramètres cliniques que la charge virale (ALAT, traitement, antigène 

HBe, concentration d’antigène HBs)  sont associés à un défaut de fonctionnalité des pDCs et 

du cross-talk pDC/NK afin de pouvoir mettre en corrélation nos résultats avec ceux des études 

précédentes et peut être mettre en évidence de nouveaux mécanismes pouvant expliquer ces 

défauts. 

Rôle de l’IP10 dans le défaut du cross-talk pDC/NK au cours de l’hépatite B 

Le défaut dans le crosstalk PDC/NK est observé lorsque nous mettons des pDCs et des 

cellules NK de donneurs en présence du plasma de patients VHB, plusieurs publications ont 

montré que le virus n’a pas d’effet direct sur la pDC, ce qui tendrait à montrer qu’un autre 

élément dans le plasma de ces patients est en cause. Après analyse, nous avons trouvé chez les 

patients hépatite B une augmentation de la concentration d’IP10 dans le plasma associée à une 

diminution de l’expression de son récepteur (CXCR3) sur les pDCs de patients hépatite B 

chronique par rapport aux donneurs sains, ce qui suggère que l’IP10 pourrait moduler 

l’activité de la pDC. En effet, la baisse de l’expression de CXCR3 pourrait être due à une 

internalisation du récepteur à cause de l’exposition chronique à de fortes doses d’IP10. De 

manière très intéressante, des pDCs de donneurs sains mises en présence de fortes doses 

d’IP10 diminuent leur expression d’Ox40L en fonction de la dose d’IP10, renforçant 

l’hypothèse que le VHB module la pDC et le crosstalk pDC/NK par l’intermédiaire de la 

production d’IP10. De plus, nous avons pu observer que les niveaux de production d’IP10 et 

d’expression d’Ox40L semblaient être liés à la charge virale chez les patients hépatite B 

chronique. Parmi l’ensemble des cellules capables de produire de l’IP10, les monocytes 

pourraient être une cible intéressante à étudier, Woltman et al ayant déjà montré que le VHB 

est capable de modifier la relation entre monocytes et pDCs
171

. Il faudrait analyser si les 

monocytes de patients hépatite B chronique produisent plus d’IP10 que ceux de donneurs 

sains et essayer de comprendre par quels mécanismes le VHB peut modifier cette production. 

L’action chimiotactique de l’IP-10 pourrait de plus permettre de recruter les cellules modulées 

par le VHB sur le site d’infection et ainsi faciliter l’échappement du virus. Ces résultats nous 
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permettent de supposer que la production d’IP10 chez les patients hépatite B permet au VHB 

de moduler le crosstalk pDC/NK et d’expliquer en partie l’échappement du virus à la réponse 

immunitaire antivirale.  

Le cross-talk pDC/NK est bidirectionnel, les cellules NK étant capables comme nous l’avons 

vu précédemment de moduler la réponse des pDCs
132, 136

. Il serait intéressant d’étudier 

comment les cellules NK régulent la fonction des pDCs en contexte d’infection hépatite B 

chronique. Pour cela, l’étude de la capacité des cellules NK issues de patients atteints 

d’hépatite B chronique à moduler la fonctionnalité des pDCs de donneurs sains pourrait nous 

permettre de mieux comprendre l’ensemble des mécanismes associés aux défaut du croos-talk 

bidirectionnel pDC/NK au cours de l’infection par le VHB.  

 

3 Les pDCs au cours de l’infection par le VHB, rôle 

protecteur ou délétère ? 

Les pDCs, au vu des résultats de cette étude, jouent un rôle important dans la pathogénie de 

l’infection par le VHB. Le virus est capable de moduler leur réponse à une stimulation par les 

ligands de TLR9 et d’inhiber l’activation des fonctions cytotoxiques des cellules NK par les 

pDCs. Ce mécanisme d’échappement passerait par la production de grandes quantités d’IP10 

capables de moduler la production d’IFN de type I et l’expression d’Ox40L par les pDCs qui 

sont nécessaires à son action sur les cellules NK. Néanmoins, nous avons aussi pu montrer 

que l’utilisation d’une lignée de pDCs en condition allogénique HLA-A*0201 restreinte et 

irradiée, peut restaurer une réponse lymphocytaire T CD8 cytotoxique spécifique du VHB à la 

fois in vitro et in vivo dans un modèle de souris Hepato-HuPBL et pourrait être utilisée pour 

restaurer l’immunité antivirale chez les patients hépatite B chronique. Ces caractéristiques 

apparement opposées peuvent être expliquées par l’extrême modularité des pDCs, qui peuvent 

à la fois activer l’immunité antivirale et jouer un rôle dans les mécanismes de tolérance et de 

régulation. Alors que pour les pDCs primaires de patients hépatite B chronique, on observe 

une perte de fonctionnalité au niveau du cross-talk pDC/NK et un dysfonctionnement de 

l’immunité antivirale, l’utilisation d’une lignée de pDCs en condition allogénique HLA-

A*0201 restreinte, non subvertie par le VHB et correctement activée permet de restaurer 

l’immunité lymphocytaire T CD8 spécifique du virus, laissant entrevoir la possibilité de mise 

en place d’une nouvelle immunothérapie anti-VHB.  
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Résumé :  
La réponse immune lors d’une infection par le VHB est essentielle pour éliminer le virus. Ainsi la restauration d’une 

immunité fonctionnelle anti-VHB pourrait représenter une approche d’immunothérapie très intéressante. Les cellules 

dendritiques plasmocytoides (pDC) jouent un rôle crucial dans l’immunité antivirale de par leur capacité à capturer et 

apprêter les antigènes viraux afin d’induire une réponse immune adaptative. C’est pourquoi nous avons pour la première fois 

évalué le potentiel des pDCs à restaurer l’immunité anti-VHB en contexte d’hépatite B chronique. Nous avons utilisé une 

lignée de pDCs HLA-A*0201+ chargée avec des peptides HLA-A*0201 restreints dérivés des antigènes HBc et HBs du virus 

afin d’amplifier des lymphocytes T spécifiques ex vivo à partir de patients atteints d’hépatite B chronique. Nous avons 

ensuite établi un modèle de souris humanisées (Hepato-HuPBL) afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de la stratégie in 

vivo. La stimulation de PBMC ou de lymphocytes infiltrant le foie (LIL) issus de patients HLA-A*0201+ par la lignée de 

pDC chargée avec le peptide HBc a pu amplifier une réponse lymphocyte T spécifique dans 45,8% des cas. Les lymphocytes 

T spécifiques amplifiés dans le groupe répondeur étaient fonctionnels. Le groupe de non répondeurs était caractérisé par la 

présence d’Ag HBe et un plus fort niveau de lymphocytes T régulateurs. L’efficacité thérapeutique du vaccin de pDC a été 

évaluée dans le modèle de souris Hepato-HuPBL avec des PBMC issues d’un patient ayant résolu l’infection au VHB. La 

vaccination de ces souris avec la lignée de pDC chargée avec les peptides HBc et HBs a permis l’amplification de 

lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB capables de lyser spécifiquement les hépatocytes infectés in vivo. Ainsi, la lignée 

de pDC chargée avec des peptides dérivés du VHB est capable d’amplifier des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB et 

fonctionnels in vitro et in vivo. Cette nouvelle stratégie d’immunothérapie pourrait donc restaurer une immunité antivirale et 

permettre l’élimination du virus chez les patients atteints d’hépatite B chronique. D’un autre cotè, le VHB est capable 

d’échapper au systéme immunitaire. Le mécanisme par lequel le virus peut moduler l’immunité est encore mal connu. Les 

pDCs pourraient être impliquées tout comme les cellules NK dont les fonctions sont réduites au cours de l’infection 

chronique. C’est pourquoi nous avons investigué le rôle physiopathologique des pDCs au cours de l’infection chronique par 

le VHB et les consequences fonctionnelles sur le cross-talk pDC/NK. Nous avons étudié le phénotype et la capacité de 

répondre à une stimulation TLR des pDCs de patients comparé aux pDCs de donneur sain puis nous avons étudié les 

consequences sur le cross-talk entre pDCs de patients (virémiques ou avirémiques) et cellules NK de donneur sain. Les pDCs 

de patients montrent un phénotype plus activé que les pDCs de donneurs sains mais ne sont pas capables de répondre (IFNα) 

à une stimulation TLR9. Les pDCs de patients virémiques ne sont pas capables d’activer les fonctions cytotoxiques des 

cellules NK. Cette perturbation du cross-talk pDC/NK semble liée à une faible production d’IFNα et expression d’Ox40L par 

les pDCs de patients virémiques. La présence d’une quantité importante d’IP10 semble liée à ce défaut du cross-talk 

pDC/NK. En conclusion, les pDCs en contexte VHB semblent être à la fois capable d’éliminer le virus dans un contexte de 

lignée non subvertie par l’infection et correctement activées et être un des éléments permettant l’échappement du VHB à 

l’immunité par perturbation du cross-talk pDC/NK.   

 

 

 

Abstract: 
The immune control of HBV infection is essential for viral clearance. Restoring functional anti‐HBV immunity is therefore a 

promising immunotherapeutic approach. Plasmacytoid dendritic cells (pDC) play a crucial role in anti‐viral immunity due to 

their ability to capture and process viral antigens and subsequently induce adaptive immune responses. We therefore 

investigated for the first time the potential of pDCs in triggering anti‐viral immunity against HBV. We used a HLA‐A*0201+ 

pDC line loaded with HLA‐A*0201-restricted peptides derived from HBc/HBs antigens to amplify specific T cells ex-vivo 

from chronic HBV patients and established an Hepato-HuPBL humanized mouse model to address the therapeutic potential 

of the strategy in vivo. Stimulation of PBMC or liver-infiltrated lymphocytes from HLA‐A*0201+ chronic HBV patients by 

the HBc peptide-loaded pDC line elicited HBV-specific CD8 T cells in 45.8% of cases. The specific T cells of the 

“responder” group were functionnal. The “non-responder” group of patients was characterised by the presence of HBeAg or 

higher level of regulatory T cells. The therapeutic efficacy of the pDC-vaccine was evaluated in immunodeficient NOD-

SCIDβ2m-/- mice reconstituted with HBV patients’ PBMC and xenotransplanted with human HBV-infected hepatocytes. 

Vaccination of Hepato‐HuPBL mice with the HBc/HBs peptide‐loaded pDC line elicited HBV-specific T cells in-vivo able to 

specifically lyse infected hepatocytes. pDCs loaded with HBV‐derived peptides can elicit functional virus-specific T cells in-

vitro and in-vivo. This new cell-based immunotherapeutic strategy could restore functional anti‐viral immunity and clear the 

virus in chronic HBV patients. On the other hand, HBV modulates the immune system to escape this control, but the 

mechanisms involved remain largely unknown. PDCs and NK cells whose functions are reduced during chronic infection 

could be involved. So, we investigated the pathophysiological role of pDCs from chronic HBV patients and the functional 

consequences on pDC-NK cross-talk. We studied the phenotype and the ability to respond to a TLR stimulation of the pDCs 

from patients and healthy donors, then we investigated the consequences on the cross-talk between patients (viremic or 

aviremic) pDCs and healthy donors NK cells. Circulating and hepatic pDCs show higher levels of activation in chronic HBV 

patients than in non-infected donors but are not able to response (IFNα) to TLR9-L stimulation. PDCs from viremic chronic 

HBV patients failed to trigger a normal NK cytolytic function after TLR9-L stimulation. This pDC-dependant NK 

dysfunction was related to impaired IFNα secretion and OX40L expression by pDCs from viremic patients. The pDC 

subversion was related to high plasma IP-10 levels found in patients and viral load. In conclusion, pDCs during HBV chronic 

infection seems to be able to clear the virus in a context of a non infected and activated pDC cell line but they also seems to 

be one of the elements of the HBV escape from the immune response.  


