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I.  Le virus de l’hépatite C  

 

I.1. Classification et variabilité génomique 

 

Les premiers pas vers la découverte du virus de l’hépatite C (VHC) ont eu lieu au 

milieu des années 70 lorsque Feinstone et al. mettent en évidence l’existence d’un agent 

infectieux encore méconnu, responsable d’une hépatite qui n’était pas due au virus de 

l’hépatite A ni à celui de l’hépatite B (Feinstone et al., 1975). Ce n’est que deux 

décennies plus tard que le virus responsable de cette hépatite initialement appelée non-A 

non-B (NANBH) est identifié ; en 1989, ses caractéristiques moléculaires ont été mises 

en évidence à partir de sérums de patients présentant une NANBH (Choo et al., 1989). 

Par la suite baptisé virus de l’hépatite C (VHC), il appartient au genre Hepacivirus de la 

famille des Flaviviridae (Moradpour et al., 2007).  

Il est réparti en 6 génotypes (1 à 6) dont les séquences nucléotidiques diffèrent 

de 30-35%, divisés eux-mêmes en sous-types (a, b, c…) qui ont un taux de variation de 

20-25% (Figure 1). Les différents génotypes et leurs sous-types sont inégalement 

répartis au niveau mondial. Les génotypes 1a et 1b sont prédominants en Europe et aux 

Etats-Unis. Le génotype 2 est majoritaire en Afrique de l’Ouest, les sous-types 2a et 2b 

étant également fréquents en Europe, en Amérique du Nord et au Japon alors que le 

sous-type 2c prédomine dans le nord de l’Italie. Le génotype 3 est très répandu en Asie 

du Sud, le génotype 4 en Egypte, au Moyen Orient et en Afrique Sub-Saharienne, le 

génotypes 5 en Afrique du Sud et le génotype 6 en Asie du Sud Est (Simmonds, 2004). 

Par ailleurs, du fait de mutations constantes du génome viral pendant l’infection 

chronique, de nombreuses quasi-espèces coexistent au sein d’un même individu, ce qui 

reflète une importante hétérogénéité génétique du virus.  

 

 

 

 
 

Figure 1 : Arbre phylogénétique des génotypes du VHC. Adapté de Schultz et al., 2006 
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I.2. Structure du virion et circulation dans l’hôte 

 

D’un diamètre de 55-65 nm, le VHC est entouré d’une bicouche lipidique dans 

laquelle sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 (Figure 2). Cette enveloppe 

renferme une nucléocapside d’un diamètre de 30-35 nm qui, formée par la protéine Core, 

contient le génome viral. Ce dernier est constitué d’un ARN simple brin de polarité 

positive de 9.6kb.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Le VHC est présent dans la circulation sanguine de l’hôte sous différentes formes ; 

il peut circuler sous forme libre, mais il est de façon plus fréquente associé à des Low-

Density Lipoproteins (LDL), à des Very-Low-Density Lipoproteins (VLDL) ou à des 

immunoglobulines (Moradpour et al., 2007). En effet, les particules virales circulantes 

constituent une population hétérogène de virions, qui ont des densités variant de 1,03 à 

1,20g/cm3 (Negro, 2010). Les associations virus-LDL ou virus-VLDL, appelées lipo-viro-

particules (LVP), sont riches en triglicérides, apoliprotéines B (apoB), apoE et apoCII et 

CIII (Figure 3). Elles sont davantage infectieuses que le virus sous forme libre, 

l’ensemble des étapes du cycle viral du VHC étant étroitement lié au métabolisme 

lipidique des hépatocytes (Negro, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Schéma structural de la lipo-viro-particule (LVP). D’après Negro et al., 2010 

Sous sa forme la plus infectieuse, le VHC est associé à des lipoprotéines (LDL ou VLDL) constituées des apolipoprotéines 

apoCII, apoCIII, apoB et apoE pour former un complexe appelé une lipo-viro-particule. 

Figure 2 : Structure du VHC.  
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I.3. Le cycle viral 

  

Le VHC a un tropisme particulièrement restreint puisque les seules cellules cibles 

du virus sont les hépatocytes, cellules du foie. D’autres types cellulaires tels que les 

lymphocytes B et les cellules dendritiques peuvent être des réservoirs du virus mais n’ont 

pas la capacité de supporter la réplication virale (Dustin and Rice, 2007). Seuls les 

humains et les chimpanzés peuvent être infectés par le VHC, ce qui reflète l’existence de 

facteurs de l’hôte spécifiques de l’espèce et indispensables pour l’infection, et cela au 

niveau de l’ensemble des différentes étapes du cycle viral du VHC. Ceci rend impossible, 

par exemple, l’infection des hépatocytes murins (Frentzen et al., 2011). 

Les étapes clés du cycle viral sont représentées Figure 4. Suite à l’interaction avec 

des récepteurs membranaires spécifiques, le virus est endocyté dans la cellule cible puis 

l’ARN viral est relargué dans le cytoplasme après décapsidation. La traduction et la 

réplication de l’ARN ont lieu au niveau du réticulum endoplasmique, puis les particules 

virales sont assemblées, maturées dans l’appareil de Golgi avant d’être relarguées à 

l’extérieur de la cellule. Les virions nouvellement formés peuvent alors infecter de 

nouvelles cellules cibles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Cycle viral du VHC. (Fukasawa, 2010) 

Après attachement à la cellule cible (1), le VHC interagit avec des récepteurs membranaires pour être 

endocyté (2). Après décapsidation (3), l’ARN viral est relargué dans le cytoplasme puis traduit (4) et répliqué 

au niveau du RE (5) où il va être assemblé (6). Sa maturation a lieu dans l’appareil de Golgi (7), puis le virion 

nouvellement formé est exocyté dans l’espace extracellulaire (8) pour l’infection de nouvelles cellules. 

GL, gouttelette lipidique; RE, réticulum endoplasmique 
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I.3.1. L’entrée 

 

L’entrée du VHC constitue le premier contact entre le virus et la cellule hôte, et 

initie le cycle viral ; elle est donc indispensable à l’infection. Il s’agit d’un processus 

complexe nécessitant plusieurs étapes, impliquant de nombreux facteurs de l’hôte et 

médié principalement par les glycoprotéines virales E1/E2 (Figure 5). Le virus, associé 

aux lipoprotéines, interagit avec des molécules d’attachement que sont les récepteurs 

des LDL (LDL-R), des glycosaminoglycanes (GAG) et des lectines de type C, Dendritic 

Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN) et 

Liver-SIGN (L-SIGN), avant de reconnaître spécifiquement le scavenger récepteur BI 

(SR-BI) puis le CD81. Suite à ces interactions, le virus est dirigé vers les jonctions serrés 

formées par les protéines de jonctions Claudine-1 (CLDN1) et Occludine (OCLN). La 

particule virale est ensuite internalisée par endocytose de façon clathrine-dépendante, et 

l’acidification de l’endosome précoce entraîne la fusion de l’enveloppe virale avec la 

membrane de l’endosome et la libération de la capside dans le cytoplasme cellulaire 

(Zeisel et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figure 5 : Modèle de l’entrée du VHC dans les hépatocytes. (Eyre et al., 2009)  

Associé aux lipoprotéines, le VHC interagit avec les récepteurs des LDL, les GAGs et les lectines de type C (DC-

SIGN et L-SIGN) avant de reconnaître SR-BI et CD81. Le virus est ensuite dirigé vers les jonctions serrées où il 

interagit avec CLDN1 et OCLN pour être endocyté de façon clathrine-dépendante. L’endosome est acidifié avant 

la fusion de l’enveloppe virale et de la membrane de l’endosome pour le relarguage de la capside dans le 

cytoplasme cellulaire. 

LDL, Low-Density Lipoprotéine ; GAGs, Glycosaminoglycanes ; SR-BI, Scavenger Récepteur-BI ; CLDN1, 

Claudine 1 ; OCLN, Occludine 
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Les GAGs 

 

Polysaccharides linéaires présents de façon abondante à la surface des cellules, 

les GAGs sont des récepteurs de faible affinité permettant d’initier l’interaction de 

nombreux virus avec leur cellules cibles, et notamment le VHC avec les hépatocytes 

(Burlone and Budkowska, 2009). Plusieurs types de GAGs existent, mais ceux hautement 

sulfatés tels que les héparanes sulfates semblent davantage impliqués dans 

l’attachement des virus à leurs cellules cibles. Cependant, des études ont suggéré qu’une 

interaction avec l’hétérodimère E1/E2 seul ne suffit pas pour permettre l’entrée des 

particules virales, ce qui laisse supposer que l’attachement aux héparanes sulfates fait 

intervenir les lipoprotéines auxquelles est lié le virus (Andréo et al., 2007). Le rôle exact 

des GAGs dans l’entrée du virus reste encore à élucider. 

 

 

Les lectines de type C 

 

 DC-SIGN et L-SIGN sont des protéines membranaires de la famille des lectines de 

type C, non spécifiques du VHC. En effet, elles ne sont pas exprimées par les hépatocytes 

mais par les cellules de Kuppfer, les cellules dendritiques et les lymphocytes dans le cas 

de DC-SIGN, et par les cellules endothéliales sinusoïdales du foie dans le cas de L-SIGN. 

Le rôle de ces lectines consiste initialement à capturer les pathogènes et à les internaliser 

afin qu’ils soient éliminés. Cependant, certains virus détournent les fonctions des lectines 

pour les utiliser comme facteurs d’attachement à leur cellule cible. Ainsi, DC-SIGN et L-

SIGN capturent le VHC via E2 de façon calcium-dépendante et l’adressent aux 

hépatocytes (Burlone and Budkowska, 2009). Une contribution importante de ces lectines 

dans l’infection consisterait donc à concentrer le virus aux abords des hépatocytes. 

 

 

Le récepteur des LDLs 

 

Le récepteur des LDLs (R-LDL) est impliqué dans l’endocytose du cholestérol dans 

les hépatocytes. Les LDLs, responsables du transport du cholestérol, sont internalisés 

dans des puits à clathrine, dirigés vers les endosomes puis dégradés dans les lysosomes 

pour le relarguage du cholestérol dans le cytosol. De plus, le R-LDL est un récepteur 

spécifique de ApoB et ApoE (Negro, 2010). Ainsi, il a été suggéré que le R-LDL participe 

à l’entrée du VHC via l’interaction avec les LDL associées aux particules virales avant 

l’interaction du VHC avec les autres récepteurs. Une voie d’entrée du virus exclusivement 

médiée par le R-LDL n’est pas exclue (Burlone and Budkowska, 2009). 
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SR-BI 

 

 La glycoprotéine SR-BI est exprimée par divers types cellulaires, mais de façon 

élevée au niveau du foie, des organes stéroïdogènes et des cellules présentatrices 

d’antigènes (Zeisel et al., 2007). Il est constitué de deux domaines cytoplasmiques, de 

deux domaines transmembranaires et d’une grande boucle extracellulaire (Timpe and 

McKeating, 2008) (Figure 6). SR-BI peut interagir avec plusieurs classes de lipoprotéines, 

les High-Density Lipoproteins (HDL), les LDL et les VLDL, ainsi qu’avec des formes 

modifiées telles que les LDL oxydées. Le récepteur est impliqué dans le transport du 

cholestérol, des HDL vers l’intérieur de la cellule mais également dans le sens inverse 

(Burlone and Budkowska, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il a été identifié en 2002 comme facteur potentiel intervenant dans l’entrée du 

VHC, grâce à sa capacité de lier la glycoprotéine E2 soluble (Scarselli et al., 2002). 

L’utilisation d’anticorps bloquants anti-SR-BI ainsi que la diminution de l’expression de 

SR-BI par des ARN interférants (siARN) inhibent in vitro l’infection de cellules par du VHC 

produit par culture cellulaire (VHCcc) (Zeisel et al., 2007). Ainsi, il joue un rôle majeur 

dans l’entrée du virus en intervenant après l’étape d’attachement, et cela en association 

étroite avec le CD81 (Zeisel et al., 2007). 

 

CD81 

 

 Le CD81 a été le premier récepteur du VHC a avoir été identifié (Pileri et al., 

1998). Membre de la famille des tétraspanines, la molécule CD81 est formée de 

domaines intracellulaires N- et C-terminaux, de quatre domaines transmembranaires et 

de deux boucles extracellulaires, SEL (Small Extracellular Loop) et LEL (Large 

Extracellular Loop) (Figure 7). CD81 est exprimée de façon ubiquitaire et possède 

différentes fonctions d’adhésion cellulaire ou de différenciation (Timpe and McKeating, 

2008). 

Figure 6 : Structure de SR-BI. (Timpe and McKeating, 2008) 
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Le rôle majeur de CD81 dans l’entrée du VHC a notamment été montré par le fait 

que l’induction de l’expression de CD81 par des cellules normalement non-permissives au 

VHC rend ces cellules susceptibles à l’infection (Lavillette et al., 2005). Par ailleurs, des 

anticorps CD81 et des siARN bloquant l’expression de CD81 inhibent l’infection in vitro 

d’hépatocytes primaires humains (HPH) par du sérum de patients chroniquement infectés 

par le VHC, et cela indépendamment du génotype VHC (Molina et al., 2008). De façon 

très intéressante, des anticorps CD81 peuvent prévenir l’infection in vivo par le VHC chez 

des souris humanisées avec des HPH humains (Meuleman et al., 2008). CD81 interagit 

avec la glycoprotéine d’enveloppe E2 à un stade tardif de l’entrée. Le complexe CD81/E2 

est dirigé vers les protéines de jonction OCLN et CLDN1, co-récepteurs clés du virus. De 

plus, l’interaction CD81/E2 déclenche des cascades de signalisation nécessaires au cycle 

viral (Burlone and Budkowska, 2009).  

 

 

Claudine-1 

 

Identifiée comme co-récepteur du VHC en 2007 par Evans et al., la protéine 

Claudine-1 (CLDN1) fait partie de la superfamille des tétraspanines et de la famille des 

claudines. Elle est constituée de deux domaines intracellulaires N- et C-terminaux, quatre 

domaines transmembranaires et deux boucles extracellulaires EL1 et EL2 (Evans et al., 

2007) (Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Structure de CLDN-1. (Evans et al., 2007) 

Figure 7 : Structure de CD81. (Timpe and McKeating, 2008) 
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Elle est exprimée de façon importante au niveau du foie, mais également au sein 

d’autres tissus épithéliaux, principalement le rein (Furuse et al., 1998). Il s’agit d’une 

protéine entrant dans la composition des jonctions serrées, ces dernières étant localisées 

au niveau de la partie apicale des membranes latérales cellulaires (Figure 9) (Tsukita et 

al., 2008). Ces jonctions sont également constituées de la protéine Occludine et de 

molécules adaptatrices cytoplasmiques (la molécule d’adhésion jonctionnelle (JAM), ZO-

1, ZO-2…) permettant un ancrage au cytosquelette d’actine. Les jonctions serrées jouent 

un rôle important dans la perméabilité et la polarité des hépatocytes, et permettent un 

transport intercellulaire, passif, médié par des gradients électrochimiques (Will et al., 

2008). 

En plus de sa présence au sein des jonctions serrées, CLDN1 se localise également 

au niveau de la surface basolatérale des hépatocytes (Zeisel et al., 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Malgré l’absence de contact direct avec le VHC, CLDN1 a été identifiée comme 

récepteur clé du virus au niveau des jonctions serrées et potentiellement au niveau 

basolatéral. Elle co-localise au niveau apical et basolatéral avec le CD81, récepteur avec 

lequel elle forme un complexe permettant l’entrée du virus, et cela à un stade tardif du 

processus (Evans et al., 2007). Des anticorps dirigés contre un épitope inséré dans EL1 

inhibe l’infection par le VHC, indiquant que cette boucle extracellulaire est 

particulièrement impliqué dans l’entrée (Evans et al., 2007). Krieger et al. sont les 

premiers à produire et à caractériser des anticorps dirigés contre les boucles 

Figure 9 : Les jonctions serrées. (Tsukita et al., 2008; Will et al., 2008).  

A : Image de microscopie électronique des jonctions cellulaires (TJ, tight junction ; AJ, adherent junction) 

B : Image de microscopie électronique représentant des jonctions serrées 

C : Protéines composant les jonctions serrées (JAM, junctional adhesion molecule) 

Barres noires = 100nm 
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extracellulaires de CLDN1 qui inhibent efficacement l’entrée du VHC (Krieger et al., 

2010). Ces anticorps agissent en empêchant l’interaction de E2 avec la surface de la 

cellule cible, même si aucune interaction de CLDN1 avec E1/E2 n’a pu être mise en 

évidence, et en induisant la dissociation du complexe CLDN1/CD81 (Krieger et al., 2010). 

Peu après, la même équipe a produit six anticorps monoclonaux reconnaissant des 

épitopes conformationnels présents au niveau de EL1 (Fofana et al., 2010). Ces anticorps 

monoclonaux, et en particulier le clone OM-7D3-B3, inhibent de façon dose-dépendante 

l’infection de HPH par le VHC in vitro, et cela quelque soit le génotype du VHC (1 à 6). 

Cet effet est obtenu sans toxicité envers les hépatocytes, l’intégrité des jonctions serrées 

étant préservée (Fofana et al., 2010). 

La transplantation hépatique (TH), option thérapeutique de choix pour les patients 

atteints de cirrhose ou de carcinome hépatocellulaire, se limite chez les patients 

chroniquement infectés par le VHC par une réinfection extrêmement rapide et 

systématique du greffon. Des quasi-espèces, ou « variants », présentes avant la greffe 

deviennent dominantes après la greffe, et échappent aux anticorps neutralisants 

autologues en plus d’être particulièrement infectieux par rapport aux variants non-

sélectionnés (Fafi-Kremer et al., 2010). L’effet de l’anticorps anti-CLDN1 a été étudié sur 

l’infectiosité de ces variants, et il a été montré qu’il est capable de bloquer l’entrée de 

variants issus de patients chroniquement infectés et résistants aux anticorps 

neutralisants autologues (Fofana et al., 2010). 

L’expression de CLDN1 dans des cellules non-hépatocytaires rend ces cellules 

permissives au VHC (Evans et al., 2007). Le remplacement de la CLDN1 humaine par la 

CLDN1 murine n’affecte que légèrement l’infection des cellules par le VHC, suggérant que 

CLDN1 n’est pas un facteur majeur responsable de la spécificité d’espèce du VHC 

(Frentzen et al., 2011). 

 Deux autres membres de la famille claudine, CLDN-6 et CLDN-9, semblent être 

impliquées dans l’entrée du VHC (Zheng et al., 2007). Elles possèdent une région EL1 

très conservée et ont des fortes homologies de séquence avec CLDN1. Elles sont 

exprimées par les hépatocytes, mais également par les cellules du sang périphérique ce 

qui rend possible l’existence d’un réservoir de virus au sein de ces cellules. Comme 

CLDN1, elles sont capables de médier l’entrée du VHC dans des cellules normalement 

non-permissives au virus (Zheng et al., 2007). 

 

 

Occludine 

 

Un autre composant des jonctions serrées a été identifié comme un facteur 

d’entrée important du VHC, la protéine occludine (OCLN) (Ploss et al., 2009). Elle est 
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formée de deux domaines intracellulaires N- et C-terminaux, quatre domaines 

transmembranaires et deux boucles extracellulaires (Figure 10) (Ploss et al., 2009). 

Contrairement à CLDN1, OCLN semble interagir directement avec la glycoprotéine 

d’enveloppe E2 afin de permettre l’entrée du virus (Liu et al., 2009), et cela à un stade 

tardif de l’entrée. Son expression rend permissives au VHC des cellules normalement 

non-infectables par le virus, et l’inhibition de son expression empêche l’infection de 

cellules permissives par VHCpp ou VHCcc (Liu et al., 2009; Ploss et al., 2009). 

La protéine OCLN est responsable, avec le CD81, de la spécificité d’espèce 

puisqu’il a été montré que l’expression de ces deux facteurs d’entrée humains rend des 

hépatocytes murins permissifs au VHC, en association avec CLDN1 et SR-BI murins 

(Ploss et al., 2009). Les taux d’infection des cellules murines par VHCpp sont cependant 

plus faibles que ceux obtenus avec des cellules humaines.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NPC1L1 et CD229 

 

Très récemment, deux nouveaux facteurs d’entrée du VHC ont été mis en 

évidence (18th international symposium on hepatitis C virus and related virus, Seattle, 8-

12/09/2011).  

Sainz et al. décrivent la protéine Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) qui, impliquée 

dans le transport du cholestérol, jouerait un rôle dans le processus d’entrée du VHC. En 

effet, l’utilisation d’anticorps bloquants ou de siARN permet d’inhiber l’infection de lignées 

cellulaires par des VHCcc. De plus, un antagoniste de NPC1L1 disponible en clinique, 

l’ezetimibe, a été testé in vivo chez des souris repopulées avec des HPH : cet antagoniste 

empêche l’apparition d’une infection aigüe lorsqu’il est utilisé en prévention, et induit une 

diminution de la charge virale en combinaison avec de l’interféron-alpha (IFN-α) chez des 

animaux chroniquement infectés.  

 

Figure 10 : Structure d’occludine. (Ploss et al., 2009) 
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De leur côté, Cartier et al. montrent in vitro que le CD229, exprimé à la surface 

des lymphocytes T et B et jouant un rôle dans la production des IFN de type I et II, serait 

également exprimé par les hépatocytes et impliqué dans l’entrée du VHC. 

 

 

Les co-facteurs d’entrée 

 

L’expression hépatique du récepteur SR-BI est principalement régulée de manière 

post-transcriptionnelle par la protéine adaptatrice PDZK1 (Eyre et al., 2010). L’inhibition 

de l’expression de PDZK1 induit une baisse de susceptibilité à l’infection VHC, l’effet 

inverse étant observé en cas de surexpression de la molécule. L’interaction de SR-BI 

avec PDZK1 au niveau cytoplasmique a ainsi été identifiée comme nécessaire pour une 

entrée efficace du virus, faisant de PDZK1 un co-facteur d’entrée important pour 

l’infection par le VHC (Eyre et al., 2010). 

 Deux co-facteurs ont été plus récemment mis en évidence : Epidermial Growth 

Factor Receptor (EGFR) et Ephrin Receptor A2 (EphA2) (Lupberger et al., 2011). Il s’agit 

de deux récepteurs à activité tyrosine kinase fortement exprimés au niveau du foie. Alors 

que EGFR régule la prolifération et la survie cellulaire, la différentiation tissulaire et la 

carcinogenèse, EphA2 est davantage impliqué dans la morphologie, la polarité et la 

motilité cellulaire. L’inhibition de leur expression par des siARN induit une diminution 

importante de l’infection de Huh7.5.1 par des VHCcc, et cela quelque soit le génotype 

(1a, 1b, 2a, 3 et 4). EGFR et EphA2 sont impliqués dans la mise en place des complexes 

formés par les différents facteurs d’entrée, et notamment l’association CLDN1 / CD81 qui 

médie l’entrée du virus. L’activation de EGFR avec son ligand semble être nécessaire 

pour son rôle dans le processus d’entrée du VHC, alors qu’une voie ligand-dépendante et 

une voie ligand-indépendante semblent exister pour EphA2. Par conséquent, il s’agit de 

deux co-facteurs jouant un rôle clé dans l’entrée du virus et représentant de nouvelles 

cibles thérapeutiques prometteuses, d’autant plus que deux inhibiteurs de protéines 

kinases, l’erlotinib (inhibiteur de EGFR) et le dasatinib (inhibiteur de EphA2), sont déjà 

utilisés en clinique pour le traitement du cancer du poumon et induisent une diminution 

de l’infection par le VHC in vitro (erlotinib et dasatinib) et in vivo (erlotinib) (Lupberger et 

al., 2011).  

 

 

I.3.2. Traduction de l’ARN viral et réplication 

 

Une fois dans le cytoplasme de la cellule hôte, le virion est décapsidé, libérant 

ainsi l’ARN viral qui est constitué de trois régions distinctes : 2 régions non-codantes aux 
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extrémités 5’ et 3’ (5’-NCR et 3’-NCR) essentielles à la traduction et à la réplication, et 

un cadre de lecture unique (Open Reading Frame, ORF) codant pour une polyprotéine 

d’environ 3000 acides aminés (Figure 11). L’ARN est directement traduit au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE), via un mécanisme dépendant du site interne d’entrée du 

ribosome (IRES) se trouvant à l’extrémité 5’ (Moradpour et al., 2007). La polyprotéine 

est clivée par des protéases cellulaires et virales, conduisant à la production de trois 

protéines structurales (E1, E2, Core) et sept non-structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A, NS5B). Les protéines E1, E2, Core et p7 sont clivées par la signal peptidase 

du RE, alors que les protéines non-structurales sont clivées par la protéase NS2-3 et par 

la sérine protéase NS3-4A (Moradpour et al., 2007). L’ensemble de ces clivages ont lieu 

au niveau de la membrane du RE, où les protéines virales vont se localiser.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Organisation du génome du VHC et génération des protéines virales. 

(Moradpour et al., 2007) 

Le génome du VHC, d’une taille de 9,6kb, est constitué de deux régions non-codantes au niveau 5’ et 3’ (5’-

NCR et 3’-NCR) et d’un cadre de lecture unique codant pour une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés. 

Des protéases cellulaires (losanges) et virales (flèches) vont cliver la polyprotéine en protéines structurales qui 

vont former l’enveloppe virale (E1, E2) et la capside (Core), et en protéines non-structurales (NS2, NS3, NS4B, 

NS5A et NS5B). Les positions des acides aminés sont indiquées au dessus de chaque protéine. 

Losanges : sites de clivage de la polyprotéine par la signal peptidase du RE (losanges noirs) ou par une signal 

peptide peptidase (losange blanc) 

Ronds : sites de glycosylation des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 
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Au niveau de la membrane du RE se forme un complexe de réplication (CR), 

composé de protéines virales non-structurales, de l’ARN en réplication et de membranes 

cellulaires (Figure 12) (Fukasawa, 2010). Suite à la formation du CR, un réseau 

membranaire appelé « membranous web » est synthétisé, permettant la concentration 

de lipides qui facilitent la réplication et l’assemblage (Georgel et al., 2010). La protéine 

NS5B médie la réplication en catalysant la synthèse d’un ARN complémentaire servant de 

matrice à un nouveau brin d’ARN. Cette polymérase ne possède pas d’activité correctrice, 

ou « proof-reading », expliquant la haute variabilité du VHC et la diversité des quasi-

espèces au sein d’un même individu (Moradpour et al., 2007). 

Plusieurs facteurs cellulaires jouent un rôle dans la traduction et la réplication de 

l’ARN du VHC. Le micro-ARN-122 (miARN-122) interagit avec 5’-NCR du génome viral et 

renforce l’association ribosome-ARN viral, ce qui stimule la traduction de la polyprotéine 

(Henke et al., 2008). De son côté, la cyclophilline A, en interagissant avec NS5B, 

contribue à l’amplification de l’ARN et à l’assemblage du virion. Il s’agit d’une protéine 

cytoplasmique ciblée par la cyclosporine A (CsA) et par son analogue non 

immunosuppresseur, DEBIO-025, qui sont deux drogues inhibant la réplication du VHC 

(Kaul et al., 2009). 

 

 

I.3.3. Assemblage et relarguage des particules virales 

 

Les dernières étapes du cycle viral sont encore très mal connues à ce jour. Il 

paraît néanmoins que l’assemblage du virus soit effectué par bourgeonnement dans le 

lumen du RE, suivi d’une étape de maturation au niveau de l’appareil de Golgi avant 

l’excrétion des particules virales par exocytose (Ploss and Rice, 2009).  

Au niveau du RE, NS5A et Core interagissent à la surface des gouttelettes 

lipidiques, ce qui induit le recrutement des autres protéines non-structurales (Tang and 

Grisé, 2009). La protéine non-structurale NS2 semble aussi jouer un rôle essentiel dans 

l’assemblage en se liant aux glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et à la viroporine p7 qui 

est impliquée dans la morphogenèse des virions (Popescu et al., 2011). 

Ces étapes apparaissent ainsi étroitement liées au métabolisme lipidique ; en plus 

d’être le support de l’assemblage des particules virales, les gouttelettes lipidiques 

fournissent les lipoprotéines qui vont s’associer au virion avant d’être excrétées (Figure 

12) (Tang and Grisé, 2009).  
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I.3.4. Voies de transmission du virus 

 

Il existe deux modes selon lesquelles une cellule naïve peut être infectée par les 

particules virales nouvellement formées (Figure 13) : la transmission du virus libre 

(« cell-free » transmission) ou la transmission directe de cellule à cellule (« cell-to-cell » 

transmission) (Timpe and McKeating, 2008).  

Lors de la transmission « cell-free », le virus est exocyté de la cellule infectée et 

relargué dans l’environnement extracellulaire, puis peut infecter une cellule naïve par un 

mécanisme d’entrée classique en utilisant les récepteurs spécifiques du virus à la surface 

de la cellule cible. Lors de la transmission « cell-to-cell », le virus ne transite pas par 

l’espace extracellulaire mais est transmis directement à la cellule naïve grâce aux 

jonctions cellulaires. Les récepteurs CD81, SR-BI, CLDN1 et OCDN, qui médient l’entrée 

du virus dans la transmission « cell-free », semblent également jouer un rôle pour la 

transmission « cell-to-cell » (Brimacombe et al., 2011). Ce mode de transmission permet 

au virus d’échapper aux réponses immunitaires et notamment aux anticorps 

neutralisants, ainsi qu’aux drogues anti-virales ciblant le virus libre présent dans l’espace 

extracellulaire (Timpe and McKeating, 2008).  

Alors que le virus extracellulaire est responsable de la primo-infection par le VHC 

lors de la transmission entre les hôtes et de la réinfection du greffon hépatique post-

transplantation, la transmission « cell-to-cell » serait la voie dominante pour la 

persistance virale au niveau hépatique chez les patients chroniquement infectés 

(Brimacombe et al., 2011). 

Figure 12 : Modèle hypothétique de la production des particules virales. (Fukasawa, 2010) 

Localisée à la surface des gouttelettes lipidiques, la protéine Core interagit avec NS5A, avant le recrutement 

des autres protéines non-structurales pour la formation d’un complexe de réplication au niveau de la 

membrane du réticulum endoplasmique. Cet environnement riche en lipides est également le lieu de formation 

des VLDL. Après la réplication, le virus est assemblé et la lipo-viro-particule est formée. 

VLDL, Very-Low-Density Lipoprotein; LVP, Lipo-Viro-Particule 
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I.4. Les modèles d’études in vitro 

 

I.4.1.  Les réplicons subgénomiques 

 

L’étude du cycle viral du VHC a longtemps été limitée par l’impossibilité d’infecter 

des cellules in vitro. Dix ans après l’identification du virus grâce au clonage de son ADNc, 

le développement de réplicons subgénomiques a permis d’étudier la réplication du VHC 

(Lohmann et al., 1999). Les réplicons sont des ARNs réplicatifs bicistroniques dont les 

portions codant pour les protéines structurales du VHC ont été remplacées par un gène 

de résistance à un antibiotique, la néomycine (gène Neo). Un IRES issu du VHC à 

l’extrémité 5’ permet la traduction du gène Neo, qui est suivi d’un IRES provenant du 

ECMV initiant la traduction des protéines non-structurales, à partir de NS2 ou de NS3 et 

jusqu’à NS5B (Figure 14).   

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure 14 : Structure du réplicon sub-génomique. (Boonstra et al., 2009) 

Les réplicons subgénomiques sont constitués du génome du VHC délété des protéines structurales, certains 

étant aussi délétés pour la protéine non-structurale NS2 (flèche rouge). Ces protéines ont été remplacées par 

le gène de sélection Neo. 

IRES, internal ribosome entry site ; Neo, gène de résistance à la néomycine ; ECMV, Encephalomyocarditis 

virus 

 

Génome complet  
du VHC 

Réplicon sub-
génomique 

 

Figure 13 : Modes de transmission du VHC d’une cellule infectée à une cellule naïve. (Timpe 

and McKeating, 2008) 

Deux modes de transmission d’une cellule à une autre ont été rapportés : la transmission du virus libre (« cell-

free ») et la transmission directe de cellules à cellules (« cell-to-cell »).  
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Ces ARNs peuvent être transfectés dans des cellules Huh7, lignée de carcinome 

hépatocellulaire, qui, après sélection à la néomycine, répliquent de façon autonome l’ARN 

sans toutefois de production de particules virales. Ce modèle permet d’étudier la 

réplication virale, ainsi que de tester in vitro l’efficacité de molécules anti-virales. 

L’utilisation de réplicons subgénomiques a permis de sélectionner des lignées 

cellulaires ayant une forte capacité de répliquer le virus. En effet, des clones dérivés de 

cellules Huh7 ont été transfectées avec le réplicon, puis traitées avec de l’IFN-α. 

Transfectées à nouveau avec l’ARN viral, elles ont supporté une plus forte réplication du 

virus par rapport à des Huh7 non-traitées (Blight et al., 2002). Cela a ainsi permis de 

générer une nouvelle lignée plus permissive à la réplication virale, nommée Huh7.5.. 

 

 

I.4.2.  Les pseudo-particules virales (VHCpp) 

  

En 2003, des pseudo-particules du VHC (VHCpp) ont été produites (Bartosch et 

al., 2003), permettant l’étude des étapes d’entrée du virus. Il s’agit de virus chimériques 

obtenus après co-transfection de trois vecteurs dans des cellules 293T : un plasmide 

codant pour les glycoprotéines d’enveloppes E1 et E2 du VHC, un second codant pour les 

protéines GAG et POL du virus de la leucémie murine (MLV) ou du virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH), et un troisième codant pour un gène rapporteur tel 

que la Green Fluorescent Protein (GFP) ou la luciférase (Figure 15). Le surnageant de 

culture des cellules transfectées, contenant les particules virales sécrétées par les 293T, 

peut être utilisé pour infecter des cellules naïves, telles que des Huh7 ou des hépatocytes 

primaires humains (HPH). Le gène rapporteur permet de quantifier l’infection des cellules 

cibles par les VHCpp.  

Les VHCpp infectent les cellules cibles via un mécanisme dépendant des 

glycoprotéines E1 et E2 du VHC, ce qui permet l’étude des étapes d’entrée du virus et de 

la capacité d’anticorps neutralisants à empêcher l’infection des cellules cibles. Il est 

possible de produire des VHCpp à partir de sérums de patients infectés par différents 

génotypes du VHC, afin d’étudier leur capacité d’entrée et leur susceptibilité à la 

neutralisation (Lavillette et al., 2005).  
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I.4.3. Le système de culture cellulaire du VHC (VHCcc) 

 

En 2001, un clone particulier du VHC de génotype 2a a été isolé à partir d’un 

patient présentant un cas très rare d’hépatite C fulminante, qui a été dénommé JFH-1 

(Japanese Fulminant Hepatitis 1) (Kato et al., 2001). Deux ans plus tard, l’ARN de ce 

clone a été transfecté dans des Huh7 ; cet ARN viral se réplique sans pression de 

sélection antibiotique, et permet directement la production de particules virales 

infectieuses. Le surnageant de culture des cellules transfectées contenant les particules 

virales peut être récupéré pour infecter des Huh7 naïves (Lindenbach et al., 2005; 

Wakita et al., 2005). Ce système, appelé VHCcc (culture cellulaire du VHC), a permis 

pour la première fois d’étudier le cycle viral complet du VHC. Par la suite, des virus 

exprimant un gène rapporteur tel que la luciférase ont été produits afin de détecter les 

cellules infectées. Aussi, des virus chimériques intra- et inter-génotypiques ont été 

générés (Lindenbach et al., 2005; Pietschmann et al., 2006). Le principe de ces virus 

chimériques consiste à remplacer les protéines structurales du JFH1 par des protéines 

structurales issues d’autres souches de virus, permettant d’une part d’améliorer la 

Figure 15 : Stratégie de production des VHCpp. (Voisset and Dubuisson, 2004) 

Les VHCpp sont généralement constituées des glycoprotéines d’enveloppes E1 et E2, d’une capside du MLV (ou 

du VIH) et d’un gène rapporteur codant pour la luciférase (ou pour la GFP). Après transfection de cellules 293T 

avec les trois plasmides, les particules virales excrétées sont utilisées pour infecter des cellules Huh7 naïves. 

L’infection est quantifiées par lecture de l’activité luciférase (ou par analyse de la fluorescence pour la GFP). 

CMV, promoteur du cytomégalovirus ; LTR, long terminal repeat ; PBS, site de fixation du primer ; PPT, 

séquence poly-purine 
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production de particules virales infectieuses et d’autre part de tester l’infectiosité de 

différents génotypes. Les protéines non-structurales de JFH-1 sont néanmoins 

nécessaires pour l’obtention d’une infection robuste par ces VHCcc.  

Les particules virales générées par le système VHCcc sont infectieuses pour des 

cellules naïves in vitro, mais également in vivo chez des chimpanzés et chez des souris 

partiellement repopulées avec des HPH (Georgel et al., 2010). Cependant, des avancées 

techniques sont encore nécessaires pour parvenir à infecter de façon efficace les HPH in 

vitro, modèle cellulaire le plus pertinent. 

 

 

I.5.  Le foie, organe privilégié de la réplication du VHC 

 

I.5.1.  Fonctions hépatiques 

 

Organe le plus volumineux du corps humain, le foie est aussi l’un des plus 

complexes. Il assure des fonctions vitales pour l’organisme en jouant un rôle dans le 

métabolisme glucidique (formation de glycogène et stockage, glycogénolyse et 

glycogénogenèse) pour la régulation de la glycémie, le métabolisme lipidique (synthèse 

de cholestérol et formation des lipoprotéines, dégradation du cholestérol en acides 

biliaires), le métabolisme protéique (synthèse de l’albumine et des facteurs de 

coagulation), le stockage du fer et de la vitamine B12. Il est responsable de la sécrétion 

de la bile dans l’intestin et a des fonctions d’épuration qui consistent à médier 

l’uréogenèse et la métabolisation des diverses toxines ou médicaments. Environ 30% du 

sang total de l’organisme passe par le foie chaque minute. Il est doté d’une forte capacité 

de régénération.  

 

 

I.5.2.  Structure et populations cellulaires 

    

Le foie est principalement constitué d’hépatocytes, qui représentent 80% des 

cellules hépatiques et qui sont responsables de la plupart des fonctions métaboliques du 

foie. Ce sont de larges cellules épithéliales polyédriques et polarisées, reliées entre elles 

par des jonctions serrées. Les hépatocytes peuvent comporter un ou plusieurs noyaux, et 

sont pourvues de nombreux organites intracellulaires tels que des mitochondries, RE et 

appareil de Golgi, témoignant de leur grande activité métabolique. Ils peuvent être 

pourvus de grains de lipofuscine constitués de débris lipidiques. Les marqueurs 

histologiques des hépatocytes sont classiquement l’albumine et la cytokératine 18, cette 
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dernière étant une protéine cytoplasmique qui constitue les filaments intermédiaires de la 

cellule. 

Les hépatocytes sont organisés en travées séparées par des capillaires sanguins 

appelés sinusoïdes (Figure 16). Cette organisation repose sur un réseau de réticuline qui 

forme la matrice extracellulaire. Dans la lumière des sinusoïdes se trouvent les cellules 

de Kupffer, macrophages qui représentent 2% des cellules du foie. Elles phagocytent les 

agents pathogènes ou étrangers et interviennent dans la présentation antigénique et la 

modulation des réponses immunitaires. Les sinusoïdes sont tapissées par des cellules 

endothéliales sinusoïdales (Liver Sinusoidal Endothelial Cells, LSEC) qui, contrairement 

aux épithéliums classiques, ne possèdent pas de membrane basale et sont fenestrées. 

Ces caractéristiques uniques des LSEC assurent aux hépatocytes un accès direct aux 

nutriments présents dans le sang. L’espace entre les cellules endothéliales et le pôle 

basolatéral des hépatocytes est appelé « Espace de Disse ». Il joue un rôle important 

d’échange entre le sang circulant et les hépatocytes. Il contient les cellules stellaires, 

aussi appelées cellules de Ito, qui stockent la vitamine A, produisent du collagène et sont 

très riches en lipides. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Représentation schématique de l’endothélium sinusoïdal hépatique. (Bertolino 

et al., 2002) 

Les hépatocytes sont organisés en travées séparées par les sinusoïdes. Dans la lumière des sinusoïdes se 

trouvent des macrophages hépatiques (cellules de Kuppfer), des cellules endothéliales et des cellules stellaires 

hépatiques, ces dernières se localisant dans l’espace de Disse.  

LSEC, Liver Sinusoidal Endothelial Cells 
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II.  L’hépatite chronique C  

 

II.1. Epidémiologie 

 

L’infection par le virus de l’hépatite C (VHC) représente un problème majeur de 

santé publique, puisqu’elle concerne environ 3% de la population mondiale, soit 170 

millions d’individus, et 1,1% en France, soit près de 650.000 personnes. La prévalence 

est cependant très variable selon les zones géographiques ; elle reste assez faible en 

Europe du Nord, en Amérique du Nord et en Australie (<1%) mais est extrêmement 

élevée dans de nombreux pays d’Afrique, d’Asie et d’Amérique du Sud (parfois >10%) 

(Figure 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II.2. Modes de transmission et diagnostic 

 

 La transmission du VHC se fait principalement par voie parentérale, mais les 

facteurs de risque diffèrent selon les régions. Dans les pays développés, la 

consommation de drogue par voie intraveineuse et par voie nasale reste la première 

source de contamination par le VHC. Alors que la transmission par transfusion sanguine 

ou transplantation d’organe est presque nulle dans les pays industrialisés depuis le 

dépistage automatique de tous les produits biologiques, elle reste très importante dans 

les pays en voie de développement où la prévalence du VHC est particulièrement élevée 

(Alter, 2007). L’utilisation de matériel chirurgical mal aseptisé est également source de 

contamination dans ces pays, alors que le piercing et le tatouage sont aussi des facteurs 

Figure 17 : Prévalence mondiale de l’hépatite chronique C. (Enserink, 2011) 
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de risque non-négligeables dans les pays industrialisés (Lavanchy, 2011). Les 

contaminations mère-enfant et par voie sexuelle sont possibles mais très rares (Alter, 

2007). 

 

 Le diagnostic de l’infection par le VHC repose sur l’analyse de différents 

marqueurs présents dans le sérum. Il peut s’agir de tests virologiques permettant la 

détection directe du virus ou de tests sérologiques mettant en évidence la présence 

d’anticorps anti-VHC (Chevaliez, 2011). 

 Les tests ciblant le virus permettent la détection de l’ARN viral ou de l’antigène 

Core. Dès sept jours après l’infection, l’ARN viral peut être quantifié par RT-PCR afin de 

déterminer la charge virale, méthode utilisée en routine pour le diagnostic de l’infection. 

La détection de l’antigène Core par tests immunologiques est facilement réalisable, peu 

coûteuse mais moins sensible que la quantification de l’ARN viral (Chevaliez, 2011). Les 

anticorps anti-VHC apparaissent entre deux et huit semaines après le début de 

l’infection, et peuvent être quantifiés grâce à des tests immunologiques très spécifiques 

(Chevaliez, 2011). Ils peuvent être complètement automatisés et sont adaptés pour 

l’analyse de multiples échantillons.  

 Un génotypage est systématiquement effectué chez les patients candidats à une 

thérapie anti-virale pour déterminer la dose et la durée du traitement. Deux techniques 

peuvent être utilisées ; le séquençage direct qui consiste en l’analyse de séquences après 

amplification de fragments du génome viral par PCR, et l’hybridation inverse qui identifie 

des nucléotides ou motifs spécifiques à des positions données (Chevaliez, 2011).  

 

 

II.3. Physiopathologie 

 

L’infection par le VHC conduit dans 10 à 25% des cas à une infection aigüe 

associée à une guérison spontanée (Figure 18). Cependant, dans la majorité des cas, 

l’infection devient chronique et peut aboutir à des complications très sévères que sont la 

cirrhose (20 à 30% des porteurs chroniques) et le carcinome hépatocellulaire (CHC) (1 à 

4% des patients cirrhotiques). La maladie progresse lentement puisqu’un délai de 20 à 

30 ans sépare l’infection et la survenue d’un CHC (Pawlotsky, 2004). 

Les mécanismes impliqués dans la progression des lésions hépatiques ne sont pas 

complètement connus. Il est largement admis que le virus n’a pas d’effet cytopathique 

direct sur les hépatocytes, excepté le phénomène d’accumulation de lipides au sein des 

cellules hépatocytaires appelé stéatose. Les lésions au niveau du foie sont principalement 

inflammatoires, résultant d’infiltrations lymphocytaires (Pawlotsky, 2004). 
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II.3.1. L’hépatite aigüe 

 

La primo-infection par le VHC est généralement asymptomatique, même si elle 

peut conduire dans certains cas à des nausées, des vomissements ou un ictère (Post et 

al., 2009). L’ARN viral peut être détecté dans le sérum en quelques jours, puis un pic de 

virémie (quantité d’ARN viral dans le sang) est observable après plusieurs semaines. A 

lieu également une augmentation sérique des transaminases, dont l’alanine amino 

transférase (ALAT) qui prédomine au niveau du foie, signe d’une atteinte hépatique 

(Figure 19). 

Une baisse extrêmement importante de la virémie a lieu chez une minorité de 

patients, grâce à l’établissement d’une forte réponse immunitaire. Au niveau des 

hépatocytes, le Toll-like récepteur-3 (TLR-3) à la surface membranaire et les RIG-I-like 

récepteurs (RIR) dans le cytoplasme sont stimulés par la reconnaissance de l’ARN viral et 

induisent une production d’IFNs de type I (IFN-α et IFN-β) et de type II (IFN-γ). Ces IFNs 

vont activer la voie Jak/STAT, qui va à son tour activer les gènes stimulés par l’IFN 

(ISGs) qui sont responsables d’un effet anti-viral immédiat (Figure 21) (Dustin and Rice, 

2007).  

 

Les cellules présentatrices d’antigènes présentes dans le foie telles que les cellules 

dendritiques migrent au niveau des ganglions lymphatiques afin d’activer les 

lymphocytes T CD4+ et T CD8+ qui induisent une forte réponse anti-virale de part leur 

production d’IFN-γ et leur cytotoxicité vis-à-vis des cellules infectées (Georgel et al., 

Hépatite aigüe  
 

Hépatite chronique (75-90%) 

Cirrhose (20-30%) 

Carcinome Hépatocellulaire (1-4%) 

Guérison spontanée 

(10-25%) 

20-30 ans 

Figure 18 : Histoire naturelle de l’infection par le VHC. 
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2010). La mort des hépatocytes infectés active les cellules dendritiques myéloïdes qui 

stimulent les cellules NK et NKT produisant aussi de grandes quantités d’IFN-γ. Cette 

forte réponse cellulaire résulte en une résolution spontanée de l’infection, et cela dans les 

six mois suivant le début de l’infection. Les lymphocytes T spécifiques du virus peuvent 

être retrouvés encore 20 ans après la résolution de l’infection (Diepolder, 2009). 

Une corrélation entre la présence de symptômes et la résolution de l’infection a pu 

être mise en évidence, certainement en raison de la réponse immunitaire intense qui, 

responsable de la chute de la virémie, conduit à des lésions fonctionnelles au niveau du 

foie. Une hépatite fulminante peut survenir lors de la phase aigüe de l’infection mais de 

manière très exceptionnelle (Post et al., 2009). Des facteurs de l’hôte peuvent influencer 

la résolution ou non de l’infection tels que la consommation d’alcool, qui semble diminuer 

les chances de guérison, ou encore l’âge et le sexe, les femmes ayant un taux de 

résolution de l’infection plus élevé. Enfin, une infection résolue n’empêche pas une 

réinfection postérieure, même si le risque de développer une infection chronique est plus 

faible lors de la réexposition au virus (Post et al., 2009). 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 
 
 
 
II.3.2. L’hépatite chronique 

 

Dans la majorité des cas (75-90%), l’ARN viral persiste au delà de 6 mois après le 

début de l’infection, on parle alors d’hépatite chronique (Figure 20). La charge virale est 

 

Figure 19 : Cinétique des différents marqueurs lors de l’infection aigüe par le VHC. 

(Chevaliez, 2011) 

L’infection aigüe, caractérisée par la présence l’ARN viral dans le sérum, s’accompagne d’un pic des 

transaminases (ALT), puis des anticorps anti-VHC spécifiques apparaissent pour persister après la résolution de 

l’infection.  

ALT, Alanine amino Transférase 
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généralement stable, et varie selon les individus de 104 à 107 copies d’ARN par millilitre 

de sang (Shoukry et al., 2004).  

L’hépatite chronique se caractérise par des lésions histologiques au niveau du foie, 

des ALAT élevées mais est rarement symptomatique, tout comme la phase aigüe de 

l’infection (Post et al., 2009). Par ailleurs, environ 50% des porteurs chroniques du VHC 

présentent une stéatose, qui peut être liée à une consommation d’alcool importante, à un 

fort indice de poids corporel ou encore à un diabète, alors que seul le VHC de génotype 3 

peut l’induire directement via la protéine Core (Hwang and Lee, 2011). L’accumulation 

lipidique semble être corrélée avec une progression vers la fibrose plus rapide et une 

réponse aux traitements plus faible. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de persister de façon chronique, le virus a développé des stratégies pour 

échapper aux réponses immunitaires de l’hôte. Au niveau de l’immunité innée, la 

protéase NS3/4A bloque les voies de signalisation en aval de RIG-1 et du TLR-3, ce qui 

diminue la production d’IFNs par les hépatocytes. De son côté, la protéine Core altère la 

fonction de STAT, empêchant l’activation des ISGs (Figure 21) (Georgel et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Cinétique des différents marqueurs lors de l’infection chronique par le VHC. 

(Chevaliez, 2011) 

La primo-infection s’accompagne d’un pic de transaminases qui restent détectables au cours de l’infection. 

L’ARN viral persiste malgré la présence d’anticorps anti-VHC. 
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Les cellules dendritiques voient leurs fonctions altérées par Core, E1, E2 et NS3, 

ce qui résulte en une mauvaise présentation des antigènes viraux aux cellules T. La 

cytotoxicité non-spécifique des cellules NK et leur production d’IFN-γ sont inhibées par 

E2, suggérant que le VHC agit directement sur la fonctionnalité de ces cellules. La 

production d’IL-10, cytokine anti-inflammatoire, est stimulée par NS3 et NS4 (Hiroishi et 

al., 2008).              

Malgré le fait que les lymphocytes T infiltrent abondamment le foie, ils ne 

parviennent pas à combattre l’infection, notamment car le virus agit activement pour 

inhiber les réponses cellulaires de l’hôte. En effet, la protéine Core interagit avec le 

récepteur du complément gC1q présent à la surface des lymphocytes T intrahépatiques, 

ce qui induit une surexpression de la molécule Programmed Death-1 (PD-1) à la surface 

de ces mêmes cellules. Cette surexpression inhibe l’activation des cellules T et induit un 

épuisement fonctionnel en terme de prolifération et de production de cytokines pro-

inflammatoires (Larrubia et al., 2009). Le blocage de l’interaction de PD-1 avec ses 

ligands, PD-L1 exprimé de façon ubiquitaire et PD-L2 exprimé uniquement par les CPA, 

permet de restaurer les fonctions des lymphocytes T spécifiques du virus (Golden-Mason 

et al., 2007).  

Figure 21 : Stratégies d’évasion du VHC au système immunitaire inné. (Georgel et al., 

2010) 

Suite à la détection du virus par les TLR et les RLR, des signaux sont transmis par les molécules adaptatrices 

TRIF et CARDIF qui peuvent être clivées par la protéase NS3/4A. Cela induit une altération de la production 

des IFNs de type I (IFN-α/β) et de type III (IFN-λ). Le VHC peut aussi agir plus en aval dans la voie de 

signalisation de l’IFN ; les protéines Core et NS5A peuvent affecter les ISGs en bloquant STAT. 

TLR, Toll-like Récepteur ; RLR, RIG-1-like Récepteur ; ISGs, Interferon-Stimulated Genes 
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La diversité génétique des différentes quasi-espèces circulant dans l’hôte permet 

l’échappement aux anticorps neutralisants et aux réponses cellulaires spécifiques. En 

effet, des changements d’acides aminés dans la région hypervariable 1 (HVR-1) de la 

glycoprotéine E2 permet l’échappement aux anticorps neutralisants, et des mutations 

dans des régions immunogènes ont pour conséquence la non-reconnaissance par les 

cellules T spécifiques du virus (Hiroishi et al., 2008). 

 

 

II.3.3. La fibrose et la cirrhose 

 

 L’infection chronique par le VHC a comme principale complication le 

développement d’une fibrose qui est directement liée à une inflammation chronique au 

niveau du foie. La fibrose se caractérise par une accumulation anormale de composants 

de la matrice extracellulaire dans le parenchyme hépatique (Pawlotsky, 2004). La 

synthèse de ces composants (collagène, laminine, fibronectine, protéoglycanes), appelée 

fibrogenèse, est effectuée par des myofibroblastes générés suite à l’activation des 

cellules stellaires hépatiques (Pawlotsky, 2004).  

Le rôle direct du VHC dans la fibrogenèse n’est pas encore établi, mais l’influence 

de facteurs exogènes a clairement été identifiée. En effet, la consommation d’alcool, 

l’âge, le diabète, l’obésité, la stéatose ou encore la co-infection avec le VIH sont des 

facteurs associés à une accélération de la survenue d’une fibrose (Lavanchy, 2011). 

L’éradication du virus suite à un traitement anti-viral peut conduire à l’inactivation ou à 

l’apoptose des cellules stellaires hépatiques, ce qui permet au foie fibrotique de retrouver 

un état sain (Pawlotsky, 2004). Cependant, chez 20 à 30% des patients, les lésions au 

niveau du foie s’aggravent et évoluent en cirrhose qui se caractérise par une 

désorganisation du tissu hépatique et de la micro-vascularisation.  

 

 

II.3.4. Le carcinome hépatocellulaire (CHC) 

 

Epidémiologie et facteurs de risque 

 

 Chez 1 à 4% des patients, la cirrhose peut aboutir au développement d’un CHC, 

un cancers des plus agressifs (Pang et al., 2008). Parmi les 500 000 nouveaux cas de 

CHC par année au niveau mondial, 22% (soit plus de 100 000 de cas) sont attribuables 

au VHC (Lavanchy, 2011). Principale forme de cancer primitif du foie, il est le cinquième 

cancer le plus fréquent avec plus de 1,3 millions de cas chaque année, et la troisième 

cause de mortalité par cancer dans le monde, représentant ainsi un problème majeur de 
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santé publique (El-Serag and Rudolph, 2007). Son incidence est en nette progression 

depuis une dizaine d’années, et les prévisions indiquent que le nombre de nouveaux cas 

par an sera multiplié par 3 d’ici 2020 au niveau mondial. La prévalence du CHC connaît 

de grandes disparités selon les pays, les régions les plus touchées étant l’Asie (76% des 

cas), puis l’Afrique Sub-Saharienne et l’Europe (Bosch et al., 2004), et est directement 

liée à l’épidémiologie des hépatites chroniques B et C qui sont les causes les plus 

fréquentes de la maladie (Sherman, 2010). La consommation excessive d’alcool, la 

stéatohépatite non-alcoolique, l’ingestion de toxines (aflatoxines) et certaines maladies 

métaboliques (hémochromatose, déficit héréditaire en alpha-1 antitrypsine…) sont 

également des facteurs de risque du CHC. La coexistence de l’ensemble de ces facteurs 

augmente davantage le risque de développer la maladie. 

 

 

Carcinogenèse 

 

Dans la grande majorité des cas, le CHC se développe sur un foie cirrhotique. 

Dans ce contexte, l’inflammation chronique du foie et le stress oxydatif induisent une 

altération de plusieurs voies de signalisation, ce qui participe au développement d’un 

CHC. La voie Wnt/β-catenin, impliquée dans l’homéostasie, la prolifération cellulaire ou 

encore l’apoptose, est particulièrement altérée, comme c’est le cas dans de nombreux 

cancers (Aravalli et al., 2008). Les voies de signalisation Mitogen-Activated Protein 

Kinase (MAPK), Ras ou encore JAK/STAT semblent également impliquées dans la 

carcinogenèse (Aravalli et al., 2008).  

Par ailleurs, il a été montré que le VHC peut avoir une action directe sur le 

développement du CHC, et en particulier la protéine Core qui interagit avec de 

nombreuses protéines cellulaires. Elle induit l’expression de proto-oncogènes, inhibe 

l’apoptose et interagit avec les gènes suppresseur de tumeur p53, p73 et pRb pour 

interférer avec leur fonctions (Tsai and Chung, 2010). Elle agit aussi directement sur les 

voies de signalisation évoquées ci-dessus. Les protéines NS3 et NS5A interagissent 

également avec p53 afin d’inhiber ses fonctions pro-apoptotiques, et NS5B a la capacité 

de réduire l’expression de pRb. 

 

 

Anatomie pathologique 

 

 Le CHC se présente le plus souvent sous la forme d’une masse unique, mais peut 

également être multifocal. Par ailleurs, il peut être nodulaire ou infiltrant ; dans le 

premier cas, une capsule tumorale est présente autour des nodules, alors que dans le 
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deuxième cas, le CHC possède des limites floues. Le CHC est assez hétérogène, du fait 

de zones de fibrose, de nécrose ou d’hémorragie, et les cellules tumorales sont similaires 

morphologiquement et fonctionnellement aux hépatocytes. La prolifération tumorale se 

fait selon une architecture similaire à celle du foie, c’est-à-dire en travées, cependant 

plus épaisses, séparées par des sinusoïdes. Les tumeurs hépatiques sont très 

vascularisées, ce qui résulte en un risque important de métastases ainsi que de récidive 

après résection chirurgicale (Pang et al., 2008).  

 

 

II.4. Traitement standard et thérapies émergentes de l’hépatite chronique C 

 
 
II.4.1. (PEG-IFN)-α et ribavirine 

 

Actuellement, le traitement standard de l’infection chronique par le VHC est 

l’interféron-alpha pégylé (PEG-IFN)-α, forme stabilisée de l’IFN-α, associé à la ribavirine, 

analogue nucléosidique. Il est efficace chez seulement 50% des patients infectés par le 

génotype 1 et chez 80% de ceux infectés par les génotypes 2 et 3. 

Plusieurs réponses au traitement peuvent avoir lieu (Figure 22) (Ghany et al., 

2009) : suite à l’initiation du traitement, les patients répondeurs peuvent être sujets à 

deux types de réponses, une réponse virologique rapide (RVR, Rapid Virological 

Response) caractérisée par une élimination complète du virus après quatre semaines de 

traitement, ou une réponse virologique précoce (EVR, Early Virological Response) 

caractérisée par une réduction de la charge virale d’au moins deux log après 12 semaines 

de traitement et qui devient ensuite indétectable. L’arrêt du traitement conduit 

également à deux types de réponses (ETR, End-of-Treatment Response) : une réponse 

virologique soutenue (SVR, Sustained Virological Response) lors de laquelle la charge 

virale reste négative pendant 6 mois et plus et qui conduit à une guérison dans 99% des 

cas, ou une rechute qui se traduit par une charge virale détectable et pouvant atteindre 

des taux similaires à ceux d’avant traitement. Enfin, une réponse partielle se définie par 

une diminution de la charge virale de 2 log durant le traitement mais qui reste toujours 

détectable après le traitement, alors que les patients non-répondeurs se caractérisent 

par une charge virale stable tout au long des 24 ou 48 semaines de traitement. 

 

Ces différentes réponses au traitement peuvent s’expliquer d’une part par le 

génotype du virus, un virus de génotype 1 étant par exemple plus difficile à éradiquer 

qu’un virus de génotype 2, et d’autre part par des déterminants de l’hôte. Concernant ce 

dernier point, un facteur génétique prédictif majeur de réponse au traitement a été 

décrit ; il s’agit d’un polymorphisme à proximité du gène IL-28B codant pour l’IFN-λ-3 
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qui est fortement associé à une meilleure réponse au traitement chez des patients 

infectés par le génotype 1 (Ge et al., 2009). Ce même polymorphisme a par ailleurs été 

identifié comme responsable d’une éradication spontanée du virus chez des patients non 

traités (Thomas et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Afin de maximiser ses chances de réussite, cette thérapie par (PEG-IFN)-α et 

ribavirine doit être suivie sur une longue période (48 semaines pour les génotypes 1 et 4, 

24 semaines pour les autres génotypes) et est de ce fait associée à des coûts élevés. 

Aussi, elle est responsable d’effets secondaires importants tels qu’une pancytopénie, des 

symptômes grippaux, des nausées ou encore un état dépressif, ce qui conduit souvent à 

un arrêt prématuré du traitement (Vermehren and Sarrazin, 2011). Elle est également 

contre-indiquée en cas de grossesse ou d’insuffisance rénale.    

Par ailleurs, il n’existe pas de vaccin préventif à ce jour, c’est pourquoi il est 

urgent de développer de nouveaux traitements contre le VHC. 

 

 

Figure 22 : Réponses virologiques au traitement (PEG-IFN)-α / ribavirine. (adapté de 

Ghany et al., 2009) 

RVR, réponse virologique rapide (élimination du virus après 4 semaines de traitement) ; EVR, réponse 

virologique précoce (réduction de la charge virale d’au moins 2 log après 12 semaines de traitement) ; ETR, 

réponse de fin de traitement ; SVR, réponse virologique soutenue (charge virale négative 24 semaines après 

l’arrêt du traitement) ; rechute (réaugmentation de la charge virale après arrêt du traitement) ; pas de 

réponse (pas d’élimination du virus après 24 semaines de traitement) ; réponse partielle (diminution de la 

charge virale de 2 log mais virus toujours détectable après 24 semaines de traitement). 
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II.4.2. Les « Direct-Acting Anti-viral agents » (DAA) 

 

Les avancées récentes concernant la compréhension du cycle viral ont permis 

l’identification de nouvelles cibles thérapeutiques et le développement de drogues 

agissant directement sur le virus, molécules appelées « DAA » pour « Direct-Acting Anti-

viral agents ».  

 

Deux inhibiteurs de la protéase NS3/4A, empêchant le clivage de la polyprotéine, 

ont reçu en 2011 une autorisation temporaire d’utilisation en France : le telaprevir et le 

boceprevir. En monothérapie, ils ont montré leur capacité à induire une diminution 

importante de la charge virale (2 log en deux semaines), mais celle-ci remonte 

rapidement du fait de l’émergence de variants résistants au traitement (Sarrazin et al., 

2007; Susser et al., 2009). Des mutations, responsables de ces résistances, au niveau 

du site catalytique de NS3 ont pu être identifiées (Susser et al., 2011). Utilisés en 

combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine, le telaprevir et le boceprevir augmentent le 

taux de SVR chez des patients infectés par le génotype 1, naïfs de tout traitement ou 

déjà traités auparavant (Hézode et al., 2009; Kwo et al., 2010; McHutchison et al., 

2010). De façon intéressante, il a été récemment montré que, chez des patients infectés 

par le génotype 1, le telaprevir permet de limiter la période de traitement combinant 

(PEG-IFN)-α et ribavirine : des SVR sont obtenues chez 75% des patients après 12 

semaines de trithérapie suivie de 12 semaines de (PEG-IFN)-α et ribavirine seuls (groupe 

sans telaprevir, 24 semaines de (PEG-IFN)-α et ribavirine seuls : 44% de SVR) (Jacobson 

et al., 2011). Parmi les patients répondeurs au telaprevir, 99% ont maintenu une SVR 

(temps médian de suivi : 21 mois) (Sherman et al., 62e annual meeting of the American 

Association for the Study of Liver Diseases (AASLD), San Francisco, 4-8/11/2011).  

D’autres inhibiteurs de protéase sont actuellement en étude clinique : administré 

pendant 12 semaines en combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine, le danoprevir 

permet d’obtenir des SVR chez 83% des patients traités, alors que 43% de SVR sont 

observées chez les patients recevant le placebo (Terrault et al., 62e annual meeting of 

the AASLD). Egalement en association avec (PEG-IFN)-α et ribavirine, BI201335 permet 

une RVR chez 82,1% des patients traités pendant 24 semaines, avec un taux de SVR de 

71,8% (Dieterich et al., 62e annual meeting of the AASLD). 

 

Ciblant l’étape de réplication du VHC, les inhibiteurs de l’ARN-polymérase NS5B se 

divisent en deux catégories : les analogues nucléosidiques qui sont incorporés dans la 

chaîne d’ARN pendant l’élongation causant l’arrêt de la synthèse d’ARN, et les analogues 

non-nucléosidiques qui se lient à l’enzyme empêchant la formation du complexe de 

réplication et bloquant ainsi l’initiation de la synthèse d’ARN (Vermehren and Sarrazin, 
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2011). Le site actif de NS5B étant très conservé, ses inhibiteurs ont montré une efficacité 

similaire contre tous les génotypes du VHC. L’analogue nucléosidique PSI-7977 a un effet 

anti-viral élevé en combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine chez les patients infectés 

par le génotype 1, 2 ou 3, puisqu’une SVR est observée chez 100% des patients traités 

pendant 12 semaines (Lalezari et al., 46th annual meeting of the European Association for 

the Study of the Liver (EASL), Berlin, 30/03/2011-03/04/2011). Chez les patients 

infectés par le génotype 1, PSI-7977 a également un effet très élevé en monothérapie, 

des charges virales devenant indétectables dès 3 jours de traitement (Lawitz et al., 46th 

annual meeting of the EASL).  

Plusieurs inhibiteurs non-nucléosidiques, qui se lient à des sites différents de 

l’enzyme, sont actuellement en essai clinique mais sont plus fréquemment responsables 

de mutations entraînant des résistances que les analogues nucléosidiques car ils se lient 

à des séquences éloignées du site actif de NS5B. Cependant, l’analogue non-

nucléosidique BI207127 permet, en combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine, une 

réduction importante de la charge virale chez patients infectés par le génotype 1 naïfs de 

tout traitement, et cela sans rechute (Vermehren and Sarrazin, 2011). 

 

Les inhibiteurs de NS5A, potentiellement actifs contre tous les génotypes du VHC, 

se lient à un domaine de NS5A impliqué dans la réplication, l’assemblage et le relarguage 

des particules virales. Actuellement en phase II, BMS-790052 a un effet anti-viral rapide 

en combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine, avec des RVR observées chez 92% des 

patients (Vermehren and Sarrazin, 2011). De son côté, PPI-461 permet une inhibition de 

la charge virale de 3 à 4 log dans les deux jours après le début du traitement. Cette 

diminution extrêmement rapide de la charge virale rend prometteurs de futurs essais 

associant PPI-461 avec d’autres drogues anti-virales (Lalezari et al., 62e annual meeting 

of the AASLD). 

 

Les effets secondaires associés à l’IFN-α étant souvent la cause de l’arrêt 

prématuré des traitements, l’objectif est de s’affranchir de cette molécule. Dans ce but, 

des combinaisons de DAA sont en étude clinique pour tenter d’obtenir des SVR sans IFN-

α, l’association de plusieurs molécules permettant également de limiter les résistances.   

Chez des patients infectés par le génotype 1, BI201335 (inhibiteur de NS3/4A) et 

BI207127 (inhibiteur de NS5B) ont été testés en combinaison avec la ribavirine pendant 

4 semaines, avant que BI207127 soit remplacé par (PEG-IFN)-α pour les 20 semaines de 

traitement qui ont suivies (Zeuzem, 62e annual meeting of the AASLD). Une RVR a été 

observée chez 100% des patients après les 4 semaines initiales, sans effets secondaires 

majeurs ni arrêts de traitement prématurés. Les données concernant les SVR n’ont pas 

encore été communiquées.  
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Concernant l’analogue nucléosidique PSI-7977, il a été testé chez des patients 

infectés par les génotypes 2 et 3 en combinaison avec la ribavirine, avec ou sans (PEG-

IFN)-α : tous les patients traités, avec ou sans (PEG-IFN)-α, ont éliminé de façon rapide 

le virus et cela sans rechute au moment de la communication des résultats (Gane et al. 

62e annual meeting of the AASLD). Une étude de phase III, mettant en œuvre un 

protocole sans (PEG-IFN)-α, doit être débutée très prochainement. 

Le danoprevir, inhibiteur de protéase, et l’analogue nucléosidique RG7128 ont été 

testés en combinaison chez des patients infectés par le génotype 1. Au bout de 14 jours 

de traitement, une diminution de 5 log de la charge virale a été observée en moyenne, 

indiquant qu’il est possible d’obtenir un effet anti-viral important avec des traitements 

dépourvus de (PEG-IFN)-α (Gane et al., 2010).  

 

 

II.4.3. Les anticorps neutralisants 

 

Les anticorps neutralisants jouent un rôle important dans le contrôle de l’infection, 

les individus qui résolvent spontanément l’infection ayant des réponses immunes 

médiées par les anticorps neutralisants nettement plus précoces que ceux qui 

développent une infection chronique (Georgel et al., 2010).  

A partir d’un patient chroniquement infecté (patient H) par une souche du VHC 

isolée en 1977 (H77), des anticorps polyclonaux isolés en 2006 (H06) à partir de ce 

patient ont montré une forte capacité de cross-neutralisation in vitro, mais également in 

vivo en prévenant l’infection de souris humanisées par le virus autologue de génotype 1 

mais également par d’autres souches virales de génotypes 4 et 6 du VHC (Meuleman et 

al., 2011a). L’utilisation de cocktails d’anticorps monoclonaux sélectionnés pour leur forte 

capacité de neutralisation serait ainsi envisageable en vue du développement d’un vaccin 

prophylactique. 

La région hypervariable 1 (HVR1) de la glycoprotéine E2 est une cible des 

anticorps neutralisants, mais sa haute variabilité est responsable d’une faible efficacité 

des anticorps face aux différentes quasi-espèces (Zeisel et al., 2011). Des anticorps 

monoclonaux anti-E2 reconnaissant des épitopes conservés dans la région N-terminale 

de E2 ont la capacité de neutraliser différentes souches de VHC et de prévenir l’infection 

par différentes quasi-espèces dans un modèle de souris humanisée (Law et al., 2008). 

Par ailleurs, un anticorps polyclonal, le Civacir, est actuellement en phase II, et un 

anticorps monoclonal ciblant l’apolipoprotéine E nécessaire à l’assemblage des particules 

virales a été identifié mais ne fait pas encore l’objet d’étude clinique (Zeisel et al., 2011). 
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II.4.4. Les molécules ciblant les facteurs de l’hôte 

 

Différents facteurs de l’hôte ont été identifiés comme cibles thérapeutiques 

potentielles. Les molécules ciblant ces facteurs ont l’avantage d’être dotés d’une haute 

barrière génétique, ce qui signifie qu’un nombre important de mutations par le virus est 

nécessaire pour l’acquisition d’une résistance à ces molécules. De ce fait, ces drogues 

induisent peu de résistances. 

Etape clé du cycle viral, l’entrée est une cible thérapeutique de choix pour inhiber 

l’infection par le VHC. Les anticorps reconnaissant les récepteurs du VHC sont de ce fait 

largement étudiés. Il a été montré que des anticorps monoclonaux dirigés contre CD81 

ont la capacité d’empêcher l’infection par le VHC de génotype 1 et de génotype 4 chez 

des souris humanisées, mais n’induisent pas de diminution de la charge virale s’ils sont 

administrés une fois l’infection établie (Meuleman et al., 2008). Des anticorps anti-SR-BI 

inhibent l’infection de cellules in vitro par des VHCcc (Zeisel et al., 2007) et in vivo 

(Meuleman et al., 2011b). Dans cette dernière étude, un anticorps monoclonal anti-SR-BI 

a été généré et permet, chez des souris humanisées, la prévention de l’infection par du 

VHC de génotype 1, 4 et 6. Enfin, des anticorps monoclonaux anti-CLDN, en particulier le 

clone OM-7D3-B3, inhibent efficacement l’infectivité du VHC vis-à-vis de HPH in vitro, et 

bloquent l’entrée de variants issus de patients chroniquement infectés qui sont résistants 

aux anticorps neutralisants autologues (Fofana et al., 2010). Des anticorps anti-OCLN 

n’ont pas encore été décrits à ce jour. 

Protéines ubiquitaires dans les cellules humaines, les cyclophillines participent à la 

réplication virale en régulant NS5B. La cyclosporine (CsA), et son analogue Debio 025, se 

lient avec une forte affinité aux cyclophillines et inhibent la réplication virale. Cependant, 

la CsA a une fonction immunosuppressive importante en plus de son activité anti-virale, 

ce qui n’est pas le cas de la molécule Debio 025 (Kaul et al., 2009). Cette dernière a 

ainsi été utilisée avec succès chez des patients infectés par les génotypes 1 à 4 en 

combinaison avec (PEG-IFN)-α et ribavirine (Flisiak et al., 2009).  

Un antagoniste du miARN-122, miARN présent de façon abondante au niveau du 

foie, interagissant avec le génome du VHC et nécessaire pour la réplication virale, a été 

testé chez des chimpanzés infectés par le génotype 1 (Lanford et al., 2010). Cet 

antagoniste a permis une diminution de la charge virale chez les chimpanzés, de façon 

prolongée après le traitement. L’étude a montré l’innocuité de molécule ainsi que 

l’absence de résistance au traitement (Lanford et al., 2010).  
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II.5. Stratégies thérapeutiques du CHC 

 

 L’importante mortalité causée par le CHC est notamment due à un diagnostic trop 

tardif. En effet, seuls 30 à 40% des patients sont diagnostiqués à un stade précoce et 

sont alors éligibles pour la résection chirurgicale, l’ablation locale par injection 

percutanée d’alcool ou par radiofréquence, ou encore pour la transplantation hépatique 

(TH). La chimioembolisation transartérielle concerne particulièrement les patients 

présentant un CHC de stade intermédiaire, alors que seule la chimiothérapie s’est révélée 

efficace chez les patients ayant atteint le stade terminal de la maladie (Worns and Galle, 

2010).  

 

 

II.5.1. La résection chirurgicale 

 

En l’absence de cirrhose, la résection chirurgicale est le traitement standard des 

CHC peu avancés car le foie résiduel est sain ; il peut se régénérer suite à la résection et 

être fonctionnel, ce qui n’est pas le cas chez les patients cirrhotiques (El-Serag et al., 

2008). Cependant, il est associé à un fort taux de récidive puisqu’une rechute est 

observée dans les 5 années qui suivent dans 70% des cas (Worns and Galle, 2010). Le 

risque de récidive est notamment dépendant de la taille de la tumeur, du nombre de 

nodules et des marges de l’exérèse. 

 

 

II.5.2. L’ablation locale percutanée 

 

 Méthode peu invasive, l’ablation locale percutanée consiste à induire une nécrose 

de la tumeur par injection d’éthanol absolu ou par radiofréquence (El-Serag et al., 2008). 

Ce traitement est réservé aux patients présentant un CHC de stade précoce mais non-

éligibles pour la résection chirurgicale. L’injection d’alcool permet l’élimination de 70 à 

80% des tumeurs de moins de 3cm et de 100% des tumeurs de moins de 2 cm. 

Cependant, cette technique est fréquemment remplacée par la radiofréquence qui 

permet une ablation complète de la tumeur plus rapidement, et qui est plus efficace pour 

les tumeurs de plus de 2 cm (El-Serag et al., 2008). 
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II.5.3. La chimioembolisation transartérielle (TACE) 

 

 L’embolisation transartérielle est une technique visant à induire une nécrose de la 

tumeur par ischémie, c’est-à-dire en obstruant les artères qui l’irriguent. Elle peut être 

effectuée seule ou en combinaison avec un agent de chimiothérapie (doxorubicine, 

cisplatine) qui sera alors administré directement au sein de la tumeur (TACE) (El-Serag 

et al., 2008). Ce traitement concerne les patients présentant un CHC de stade 

intermédiaire avec des fonctions hépatiques préservées ; il permet l’augmentation de la 

survie de 16 à 20 mois mais ne constitue pas une approche curative (Worns and Galle, 

2010). 

 

 

II.5.4. La transplantation hépatique 

 

La TH est l’option thérapeutique de choix pour le CHC chez les patients 

cirrhotiques car elle permet le traitement simultané du CHC et de la cirrhose sous-

jacente (El-Serag et al., 2008). Elle est cependant très limitée par la pénurie de greffon. 

Ainsi, les patients éligibles pour la TH doivent répondre aux critères de Milan (une tumeur 

inférieure à 5cm ou trois nodules inférieurs à 3cm) afin de privilégier les individus ayant 

un risque faible de récidive ou de métastases. Ainsi, chez ces patients, elle permet une 

survie supérieure à 70% dans les 5 ans post-greffe et moins de 15% de récidive 

(Mazzaferro et al., 1996). 

Cependant, la TH a une efficacité limitée chez les patients chroniquement infectés 

par le VHC car le greffon est systématiquement et très rapidement réinfecté par le virus 

(Peveling-Oberhag et al., 2010). Une hépatite aigüe est observée entre 1 et 3 mois après 

la greffe, et les lésions hépatiques causées par le VHC progressent très rapidement du 

fait du contexte d’immunosuppression dans lequel se trouvent les patients transplantés. 

Une hépatite chronique s’établit dans 70% des cas, et une cirrhose survient dans les 5 

ans suivant la greffe chez 30% des patients, les facteurs de risque étant un âge avancé 

et une charge virale élevée avant la TH (Peveling-Oberhag et al., 2010). La combinaison 

(PEG-IFN)-α et ribavirine peuvent être utilisés avant ou après la greffe pour diminuer la 

charge virale, mais une faible tolérance au traitement et une efficacité limitée sont 

constatées. Ainsi, le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques visant à 

empêcher cette réinfection est indispensable. 
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III.  Les modèles animaux de l’infection par le VHC 

 

III.1. Le chimpanzé 

 

Le VHC a la capacité d’infecter uniquement l’homme et le chimpanzé. Ainsi, ce 

dernier a été longtemps l’unique modèle d’infection à VHC et a permis des avancées 

considérables dans la compréhension de la physiopathologie et de l’immunobiologie de la 

maladie. Le chimpanzé développe une hépatite aigüe, avec des lésions inflammatoires au 

niveau du foie et des taux sériques élevés d’ALAT, qui peut évoluer en hépatite 

chronique. Dès trois jours après l’infection, la charge virale augmente de façon 

exponentielle pour ensuite diminuer légèrement et atteindre un plateau de 105 à 107 

copies / ml (Boonstra et al., 2009). La progression de l’infection chez le chimpanzé étant 

similaire à celle observée chez l’homme, de nombreux aspects de l’histoire naturelle de la 

maladie ont pu être décryptés. Aussi, le rôle des réponses immunitaires innées et 

adaptatives dans la résolution de l’infection a pu être étudié, rendant ce modèle éligible 

pour tester notamment des vaccins prophylactiques ou thérapeutiques (Bukh, 2004). 

Cependant, ce modèle comporte d’importantes limitations ; l’infection chronique 

se développant chez le chimpanzé est moins sévère que chez l’homme et les réponses 

immunes plus faibles. Les stades de fibrose et de cirrhose n’ont jamais été reportés, 

même si un cas de CHC a été décrit (Boonstra et al., 2009). L’entretien de l’animal est 

difficile, coûte extrêmement cher, et doit se faire dans des locaux appropriés. De façon 

encore plus importante, il s’agit d’un animal menacé et faisant l’objet d’une protection 

depuis 1991, d’où des problèmes éthiques majeurs pour son utilisation en laboratoire. Le 

développement d’autres modèles animaux pour l’étude de l’infection à VHC est ainsi 

incontournable et représente un challenge de taille. 

 

 

III.2. Le tupaia 

 

Petit mammifère du sud-est asiatique proche des primates, le tupaia est utilisé 

depuis les années 90 comme modèle d’étude de différentes maladies infectieuses 

humaines. Il peut notamment supporter des infections par le virus de l’herpès simplex ou 

par le VHB (Walter et al., 1996). Plus récemment, il a été montré que des hépatocytes de 

tupaia peuvent être infectés in vitro par du sérum de patients chroniquement infectés par 

le VHC, et cela grâce à leurs récepteurs CD81, SR-BI, CLDN1 et OCLN qui sont capables 

de médier l’entrée du VHC comme le font les récepteurs humains (Tong et al., 2011). In 

vivo, le sérum s’est révélé infectieux et capable d’induire une légère hépatite (Tong et 
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al., 2011). Il s’agit donc d’un modèle prometteur pour l’étude de l’infection à VHC, 

pouvant être utilisé plus facilement que le chimpanzé. 

 

 

III.3. Les modèles murins 

 

De part leur petite taille, leur période de gestation courte et leur facilité 

d’entretien, les souris sont les modèles animaux les plus couramment utilisés. L’obstacle 

majeur au développement d’un modèle murin d’infection à VHC est l’incapacité du virus à 

infecter les hépatocytes de souris. En vue de pallier à cette limitation, deux types de 

modèles ont été mis en place : des modèles de souris transgéniques, afin de rendre les 

hépatocytes murins susceptibles au VHC, et des modèles de souris chimériques avec un 

foie humanisé. 

 

 

III.3.1. Les souris transgéniques 

  

Une des stratégies en vue de l’établissement d’un modèle murin d’infection à VHC 

consiste à développer des souris transgéniques exprimant les facteurs de l’hôte 

nécessaires à l’entrée et à la réplication du VHC. Il a été montré que l’expression des 

récepteurs CD81 et OCLN par des hépatocytes murins rend ces cellules permissives au 

VHC in vitro (Ploss et al., 2009). Cependant, cette stratégie se limite par le fait que les 

cellules ne peuvent supporter une infection soutenue, en raison d’un défaut de réplication 

et d’assemblage du virus. Récemment, une étude a montré que l’expression des 

récepteurs humains CD81, SR-BI, CLDN1, OCLN ne permet pas aux hépatocytes murins 

d’être infectés par le VHC in vivo (Hikosaka et al., 2011). Les auteurs posent alors deux 

hypothèses ; des facteurs humains supplémentaires pourraient être requis pour 

l’obtention d’une infection, ou les hépatocytes murins possèdent des facteurs de 

restriction dominants empêchant la susceptibilité au VHC.  

Cependant, lors d’une autre étude, l’expression des facteurs d’entrée humains a 

été induite au niveau du foie murin via des vecteurs adénoviraux (Dorner et al., 2011) ; 

pour la première fois, l’entrée du VHC a pu être observée dans un modèle murin 

immunocompétent. Différentes combinaisons des récepteurs humains CD81, SR-BI, 

CLDN1 et OCLN ont été testées, et les auteurs montrent que l’expression de CD81 et 

OCLN humains est nécessaire et suffisante pour obtenir une infection. De son côté, SR-BI 

est également nécessaire à l’infection, mais, contrairement à CD81 et OCLN, peut être 

d’origine murine ou humaine (Dorner et al., 2011). Des anticorps anti-CD81 et anti-E2 

inhibent efficacement l’entrée du VHC dans ce modèle de souris transgéniques. Par 
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ailleurs, du fait de la présence d’un système immunitaire compétent, un vaccin préventif 

constitué d’un virus recombinant exprimant des protéines du VHC issues du génotype 1a 

(Core, E1, E2, p7, NS2) a pu être testé et a permis l’induction de fortes concentrations 

sériques d’anticorps anti-E2, corrélées avec une diminution de la susceptibilité à 

l’infection par des particules virales exprimant des protéines structurales des génotypes 

1b, 2a et 4a (Dorner et al., 2011). Par conséquent, il s’agit du premier modèle murin 

dans lequel il est possible d’induire une immunisation contre le VHC, et pouvant ainsi être 

utilisé pour l’étude de vaccins en développement. Ce modèle se limite néanmoins par 

l’absence de réplication virale au sein des hépatocytes murins, ce qui indique que 

d’autres facteurs de l’hôte sont nécessaires pour la mise en place d’un cycle viral 

complet. Le miARN-122, exprimé spécifiquement et abondamment au niveau hépatique, 

joue un rôle clé dans la réplication virale (Jopling et al., 2005). En effet, l’induction de 

son expression rend des cellules humaines non-hépatocytaires susceptibles au VHC 

(Bode et al., 2009). Son absence dans les cellules murines pourrait expliquer 

l’impossibilité de ces cellules à répliquer le VHC. 

 

Des modèles de souris transgéniques exprimant des protéines virales telles que 

Core, E1, E2, NS2, NS5A ou même la polyprotéine complète du VHC ont été mis en 

place. Différentes combinaisons ont été testées, l’expression de ces protéines permettant 

le développement d’une stéatose ou d’un CHC (Lerat et al., 2002; Moriya et al., 1998; 

Moriya et al., 1997; Wakita et al., 1998). L’expression des protéines Core ou NS5A induit 

l’accumulation de lipides au niveau du foie, mimant la survenue d’une stéatose, et a 

également un effet oncogène qui a pour conséquence le développement d’un CHC 

spontané (Moriya et al., 1998; Wang et al., 2009). Exprimées conjointement avec Core, 

les protéines E1 et E2 accélèrent la progression tumorale, ce qui met clairement en 

évidence leur rôle dans la carcinogenèse hépatique (Kamegaya et al., 2005). 

 

La technique de transgenèse la plus répandue et la mieux caractérisée consiste à 

induire une expression constitutive du transgène par microinjection embryonnaire. 

D’autres approches ont pour objectif de maîtriser l’expression du transgène au niveau 

temporel et spatial. Pour cela, le système Cre-loxP est utilisé ; il permet l’expression 

spécifique du transgène au niveau du foie après l’administration d’un adénovirus 

exprimant la recombinase Cre (Wakita et al., 1998). Ce système offre notamment la 

possibilité d’étudier les réponses immunes de l’hôte contre les protéines virales du VHC, 

l’expression de ces protéines pouvant induire des anticorps spécifiques dirigés contre 

elles et une réponse T (Wakita et al., 2000; Wakita et al., 1998). L’induction de lésions 

hépatiques par les lymphocytes T cytotoxiques a pu être mise en évidence (Wakita et al., 

2000), faisant de cette approche un modèle de pathogenèse du VHC. 
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III.3.2. Les souris humanisées 

 

Les modèles de souris transgéniques ont pour le moment une limitation majeure : 

ils ne peuvent supporter une infection soutenue. Ainsi, deux modèles murins humanisés 

avec des HPH ont été développés afin de permettre une infection par le VHC. 

  

 

Les souris Alb-uPA/SCID 

 

Les souris Alb-uPA/SCID présentent une immunodéficience combinée sévère 

(SCID) et sont porteuses du gène « urokinase-like Plasminogen Activator » (uPA) sous le 

contrôle d’un promoteur Albumine (Alb-uPA) qui permet l’expression du gène 

exclusivement au niveau du foie. Le gène uPA induit une toxicité hépatique très sévère 

dès la naissance. La dégénérescence des hépatocytes murins rend alors possible la 

transplantation d’hépatocytes humains qui repopulent le foie et qui peuvent supporter 

une infection par le VHC (Figure 8) (Mercer et al., 2001).  

 

Isolée à l’origine dans l’urine, l’urokinase est également retrouvée dans le sang où 

elle est impliquée dans un processus inhibant la coagulation appelé fibrinolyse. Il s’agit 

d’une enzyme activatrice du plasminogène, forme inactive de la plasmine. La plasmine 

est une protéase clivant la fibrine, résultant en la dissolution des caillots sanguins (Figure 

23). En 1991, Sandgren et al. décrivent un modèle murin dans lequel la surexpression du 

gène uPA sous promoteur Albumine induit une toxicité au niveau du foie : la fibrine 

dégrade la matrice extracellulaire, ce qui résulte en la mort des hépatocytes murins 

(Dandri et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figure 23 : Rôle de l’enzyme uPA dans la fibrinolyse. 

L’enzyme uPA active le plasminogène, qui se transforme en sa forme active, la plasmine. Cette dernière est 

une protéase qui clive la fibrine, ce qui conduit à l’inhibition de la coagulation par dissolution des caillots 

sanguins. L’induction de l’expression de l’enzyme uPA au niveau du foie chez la souris entraîne une 

protéolyse excessive par la fibrine, ce qui conduit à la dégénérescence des hépatocytes murins porteurs du 

transgène. 
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La dégénérescence hépatique induite par l’expression du gène uPA crée un 

environnement favorable pour la greffe et la prolifération d’hépatocytes xénogéniques 

fonctionnels (Figure 24). Cependant, le système immunitaire de la souris peut rejeter les 

cellules transplantées, d’où la nécessité de croiser les souris uPA avec des souches de 

souris immunodéficientes. En 2001, Dandri et al. sont les premiers à reporter une 

transplantation de HPH chez des souris Alb-uPA/Rag2-/-, déficientes en lymphocytes T et 

B matures. La repopulation du foie par les HPH atteint un maximum de 15% seulement, 

les souris utilisées étant hétérozygotes pour le gène uPA (Dandri et al., 2001). Chez des 

souris Alb-uPA/SCID homozygotes (Alb-uPA+/+/SCID), déficientes en lymphocytes T et B 

matures, Meuleman et al. parviennent à obtenir jusqu’à 87% de repopulation, traduite 

par des concentrations sériques d’albumine atteignant un plateau à 7mg/ml environ 7 

semaines après la greffe (Meuleman et al., 2005). L’homozygotie est indispensable pour 

maintenir un niveau élevé de repopulation par les HPH en raison d’une forte pression de 

sélection. En effet, chez les souris hétérozygotes, des délétions du transgène ont lieu 

dans une minorité d’hépatocytes qui retrouvent ainsi un phénotype normal. Ces cellules 

vont alors avoir un avantage sélectif de croissance par rapport aux hépatocytes murins 

exprimant toujours le transgène et vont entrer en compétition avec les hépatocytes 

humains greffés (Meuleman and Leroux-Roels, 2008). Des souris Alb-uPA+/+ ont été 

récemment croisées avec des souris immunodéficientes Rag2-/-γc
-/-, avec comme principal 

avantage l’absence de cellules NK grâce à la mutation γc (Kremsdorf and Brezillon, 2007). 

En effet, les cellules NK, toujours présentes au sein des Alb-uPA+/+/SCID, peuvent 

constituer un obstacle quand à l’obtention d’une bonne prise de greffe. 

Environ un mois post-transplantation, le dosage sérique de l’albumine humaine 

permet d’estimer le niveau de repopulation par les HPH, ainsi que de vérifier l’intégrité et 

la fonctionnalité des cellules greffées sur le long terme. 

Après avoir été transplantées, les souris Alb-uPA+/-/Rag2-/- et Alb-uPA+/+/SCID 

peuvent être infectées par du VHB (Dandri et al., 2001; Meuleman et al., 2005) ou du 

VHC (Mercer et al., 2001; Meuleman et al., 2005), l’infection par le VHC nécessitant une 

prise de greffe plus importante que l’infection par le VHB (Meuleman and Leroux-Roels, 

2008). L’inoculation du VHC peut se faire soit à partir de VHCcc (Lindenbach et al., 

2006), soit grâce à du sérum de chimpanzés (Meuleman et al., 2005) ou de patients 

chroniquement infectés (Mercer et al., 2001). En quelques semaines, la charge virale 

peut être de l’ordre ou même excéder celles retrouvées chez les patients (>107 UI/ml), et 

l’infection est stable pendant au moins quatre mois sans induire d’hépatotoxicité. Le 

sérum de souris infectées peut être utilisé pour infecter des souris naïves, ce qui donne 

lieu à des charges virales similaires (Lindenbach et al., 2006). 
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Ce modèle est à ce jour le mieux caractérisé, et permet d’évaluer l’efficacité de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. Meuleman et al. ont montré qu’un anticorps 

monoclonal dirigé contre le récepteur CD81 peut prévenir l’infection par le VHC 

(Meuleman et al., 2008). Dans cette étude, l’anticorps a été administré 24h avant et 24h 

après l’inoculation du VHC (génotype 1 et 4) à une dose de 400µg, permettant la 

prévention complète de l’infection. Cependant, l’administration de l’anticorps après 

l’établissement de l’infection n’a eu aucun effet. D’autres molécules ont pu être testées 

dans ce modèle telles que des anticorps neutralisants pour la prévention de l’infection, et 

des inhibiteurs de protéase ou de polymérase pour son traitement (Meuleman and 

Leroux-Roels, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les limitations de ce modèle sont nombreuses. Premièrement, sa mise en place 

est difficile ; une source de HPH et les compétences nécessaires pour les isoler sont 

indispensables. De plus, la transplantation est une étape délicate car elle doit être 

effectuée chez les nouveaux nés, généralement dans les deux à quatre semaines après la 

 

Figure 24 : Etablissement du modèle Alb-uPA+/+/SCID. (Chayama et al., 2011) 

Les souris Alb-uPA+/+/SCID, obtenues par croisement de souris immunodéficientes SCID et de souris 

transgéniques Alb-uPA+/+, ont une dégénérescence hépatique qui permet la greffe de HPH. Les cellules 

hépatocytaires humaines vont repopuler le foie murin, qu’il est alors possible d’infecter avec du VHCcc ou du 

sérum de patient chroniquement infecté par le VHB ou le VHC. 
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naissance. La mortalité pendant ou après la greffe, notamment causée par des 

hémorragies, peut être fréquente. Toutes les souris n’atteignent pas un niveau suffisant 

de repopulation pour être infectées par le VHC. 

Par ailleurs, les souris homozygotes pour le gène uPA sont hypofertiles ; des 

hétérozygotes sont ainsi utilisés pour la reproduction, et un génotypage uPA doit être 

effectué sur chaque souriceau. Une méthode alternative consiste à greffer des 

hépatocytes de souris uPA-/- à des Alb-uPA+/+/SCID réservées pour la reproduction, la 

greffe restaurant une fertilité à peu près normale (Brezillon et al., 2008). 

La limitation majeure de ce modèle est l’absence de système immunitaire 

compétent. Les réponses immunitaires lors de l’infection par le VHC, déterminantes pour 

la résolution ou non de l’infection, ne peuvent être étudiées. Les stades avancés de 

l’hépatite chronique que sont la fibrose, la cirrhose et le CHC ne se développent pas chez 

ces souris en raison de l’absence d’inflammation. Ainsi, le développement d’un modèle 

murin humanisé immunocompétent représente un enjeu capital. 

 

 

Les souris FRG 

 

Un modèle de souris déficientes pour l’hydrolase fumarylacetoacetate (Fah) a été 

décrit en 2004 par Luijerink et al. L’absence de cette enzyme résulte en une 

accumulation toxique de son substrat, le fumarylacetoacetate (FAA) au niveau du foie 

(Figure 25). Néanmoins, cette accumulation peut être prévenue par l’administration de 2-

(2-nitro-4-trifluoromethylbenzoyl)-1,3-cyclohexanedione (NTBC) qui bloque une enzyme 

agissant en amont de la Fah, la p-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase (HPD) (Luijerink 

et al., 2004). Les souris Fah-/- sont ainsi des modèles inductibles d’hépatodéficience 

puisque le NTBC peut être ajouté dans l’eau de boisson, puis retiré pour induire la 

dégénérescence hépatique.  

 

En 2007, deux groupes (Azuma et al., 2007; Bissig et al., 2007) ont croisé ces 

souris Fah-/- avec des souris immunodéprimées Rag2-/-IL2rg-/-, déficientes en 

lymphocytes T, B et NK, pour obtenir des souris pouvant être greffées avec des HPH 

(souris FRG). De façon similaire aux souris Alb-uPA+/+/SCID, les souris FRG xéno-

transplantées sont susceptibles au VHB et au VHC, le VHC nécessitant un niveau plus 

élevé de repopulation que le VHB (Bissig et al., 2010). De plus, les souris FRG semblent 

convenir pour l’évaluation de drogues anti-virales puisque Bissig et al. ont mis en 

évidence l’efficacité du Debio 025 associé au PEG-IFN-α. 
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Ce modèle présente plusieurs avantages par rapport aux souris Alb-uPA+/+/SCID. 

La dégénérescence des hépatocytes murins a lieu grâce à une délétion et non à 

l’expression d’un transgène, ce qui rend impossible le retour au phénotype sauvage par 

mutation ou délétion du transgène. De plus, la greffe des HPH peut être effectuée 

quelque soit l’âge de la souris puisque l’hépatotoxicité est inductible par une drogue, ce 

qui permet de faciliter le geste chirurgical sur souris adulte. Cependant, même si le 

niveau de repopulation peut être équivalent à celui obtenu chez les souris Alb-

uPA+/+/SCID, la transplantation d’un nombre de HPH trois à cinq fois plus important est 

nécessaire. Aucune maladie hépatique (fibrose, CHC) n’est observée en raison de 

l’absence de système immunitaire compétent (de Jong et al., 2010). Des études 

complémentaires sont encore nécessaires pour une meilleure caractérisation du modèle.  

 

 

Les souris immunocompétentes 

 

Le développement d’un modèle murin humanisé immunocompétent d’infection à 

VHC constitue un défi majeur. Pour cela, il s’agit d’obtenir des souris entièrement 

humanisées, c’est-à-dire repopulées avec des hépatocytes humains et reconstituées avec 

un système immunitaire humain fonctionnel. Idéalement, les hépatocytes et les cellules 
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Figure 25 : Dégénérescence hépatique induite par l’absence de l’enzyme Fah. 

L’enzyme Fah, impliquée dans la voie catabolique de la tyrosine, permet la transformation de FAA en fumarate 

et en acétoacétate. Son absence induit une accumulation toxique de FAA au niveau du foie, responsable d’une 

maladie grave chez l’homme, la tyrosinémie de type I, et de la dégénérescence des hépatocytes murins. Le 

NTBC bloque l’enzyme hydroxyphénylpyruvate dioxygénase en amont de la Fah, ce qui prévient l’accumulation 

de FAA et ce qui permet d’induire la dégénérescence hépatique de façon conditionnelle. 
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immunitaires doivent provenir d’un même donneur pour éviter un éventuel rejet des 

hépatocytes par le système immunitaire reconstitué. Dans le cadre des modèles 

immunodéficients décrits ci-dessus, les hépatocytes humains sont obtenus à partir de 

donneurs adultes subissant une hépatectomie partielle pour le traitement d’une maladie 

hépatique. Des cellules souches hématopoïétiques (CSH) pourraient être isolées à partir 

de la moelle osseuse ou du sang périphérique de ces mêmes donneurs afin de 

reconstituer un système immunitaire humain chez la souris, mais de tels prélèvements 

seraient très difficiles à obtenir tant d’un point de vue éthique que logistique. Ainsi, 

plusieurs stratégies alternatives incluant différentes sources de cellules hépatocytaires et 

immunitaires ont été envisagées.  

En raison de leur pluri- ou multipotence, les cellules souches sont des candidates 

idéales pour la reconstitution d’un système immunitaire humain et d’un compartiment 

hépatocytaire. L’administration de CSH à partir de sang de cordon (Traggiai et al., 2004) 

ou de foie fœtal (Melkus et al., 2006) à des souris immunodéficientes permet la mise en 

place d’un système immunitaire humain fonctionnel. Par ailleurs, les CSH issues du sang 

de cordon peuvent également se différencier en hépatocytes fonctionnels (Moon et al., 

2009), de même que les cellules souches embryonnaires (Basma et al., 2009). Des 

lignées de cellules souches pluripotentes inductibles (induced Pluripotent Stem cells, iPS) 

sont des fibroblastes matures qui peuvent être reprogrammées pour générer tous les 

types cellulaires in vitro (Sullivan et al., 2010). Ces cellules peuvent ainsi être utilisées 

pour constituer un compartiment lymphocytaire et des hépatocytes humains (Legrand et 

al., 2009). Enfin, il a été montré que des monocytes issus de sang périphérique adulte ou 

de sang de cordon peuvent être dédifférenciées puis redifférenciées en cellules de type 

hépatocytaire, alors appelées « néo-hépatocytes » (Ruhnke et al., 2005). 

  

 Très récemment, Washburn et al. décrivent le premier modèle murin susceptible 

au VHC et reconstitué avec un système immunitaire humain (Washburn et al., 2011). 

Pour cela, les auteurs ont utilisé des souris Balb/c-Rag2-/-γc-/- exprimant la caspase 8 

fusionnée à un domaine de liaison au FK506 (FK506 Binding Domain, FKBP). Ce 

transgène, sous le contrôle d’un promoteur albumine, dimérise en présence de la 

molécule AP20187 induisant alors l’apoptose des cellules qui l’expriment. Ainsi, les 

hépatocytes murins dégénèrent de façon inductible, rendant possible la repopulation par 

des cellules humaines. Des cellules de foie fœtal humain ont été utilisées comme source 

d’hépatocytes et de cellules immunitaires. Issues du même donneur, les cellules 

parenchymateuses, précurseurs des hépatocytes, et les CSH exprimant le marqueur 

CD34, ont été séparées par tri immunomagnétique et co-injectées à des nouveaux nés 

avant d’administrer le AP20187. Des cellules exprimant l’albumine humaine ont pu être 

observées au niveau du foie, avec un pourcentage de repopulation d’environ 15%, et des 



  INTRODUCTION 

 - 64 - 

cellules immunitaires humaines (lymphocytes T, NK et cellules dendritiques) ont été 

retrouvées dans tous les organes lymphoïdes y compris le foie. Les souris ont été 

infectées avec du VHC de génotype 1a issu d’un patient infecté, et de l’ARN viral a pu 

être identifié dans le foie de 50% des animaux infectés mais reste indétectable dans le 

sérum, probablement en raison d’un taux de repopulation trop faible. Une réponse 

immunitaire spécifique du VHC a pu être mise en évidence ; les lymphocytes T humains 

issus de la rate et des ganglions lymphatiques des souris infectées prolifèrent et 

produisent efficacement des cytokines pro-inflammatoires en réponse à une restimulation 

in vitro par des peptides du VHC. Des infiltrations hépatiques de lymphocytes 

fonctionnels induisent une inflammation et des lésions hépatiques évoluant jusqu’au 

stade de fibrose (Washburn et al., 2011). 

 Ce modèle semble constituer une avancée majeure pour la compréhension des 

réponses de l’hôte face à l’infection par le VHC. Cependant, il est limité par un faible taux 

de repopulation par les hépatocytes humains, par le fait que la charge virale ne peut être 

détectée dans le sérum des souris et par l’absence de réponse humorale. 
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IV.  Les Cellules Génétiquement Modifiées exprimant un gène de 

toxicité conditionnelle (« gène suicide ») 

 

IV.1. L’alloréactivité 

 

L’alloréactivité est définie classiquement comme la réaction du système 

immunitaire d’un individu à l’encontre des cellules d’un autre individu. Il s’agit du 

mécanisme responsable du phénomène de rejet de greffe, les cellules du receveur (« du 

soi », « autologues ») réagissant face aux cellules du donneur (« du non-soi », 

« allogéniques ») pour les éliminer. L’alloréactivité peut également avoir lieu dans le sens 

inverse, à savoir que les lymphocytes présents au sein du greffon peuvent réagir vis-à-

vis des tissus du receveur ; on parle alors de « réaction du greffon contre l’hôte » (Graft-

versus-Host Disease, GvHD), qui est particulièrement délétère. On l’observe lorsque le 

receveur est fortement immunodéprimé, surtout après allogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques (CSH), mais aussi après greffe de foie. Cependant, l’alloréactivité  a 

été utilisée pour l’obtention d’effets bénéfiques dans le cadre du traitement 

d’hémopathies malignes grâce à la greffe de CSH. En effet, des études cliniques ont 

montré que l’allogreffe de CSH est associée, en plus de la reconstitution du système 

immunitaire, à une activité anti-leucémique très importante du fait de la présence de 

cellules immunitaires matures au sein du greffon de CSH. L’alloréactivité représente un 

outil très puissant d’immunothérapie anti-tumorale, médiée par les lymphocytes T (LT) et 

les cellules NK, qui mettent en jeu des mécanismes différents de reconnaissance des 

alloantigènes. 

 

 

IV.1.1. L’alloréactivité T 

 

Acteurs majeurs de l’immunité adaptative, les LT circulent en permanence entre 

les différents organes lymphoïdes afin de mettre en place une réponse immunitaire 

rapide en cas de rencontre avec un antigène. Ils se caractérisent par l’expression d’un 

récepteur spécifique des cellules T (T-Cell Receptor, TCR) contenant deux chaînes 

extracellulaires de la famille des immunoglobulines, α et β, reliées de façon covalente par 

un pont disulfure (Figure 26). Chacune comporte une région variable avec trois domaines 

hypervariables, sites de liaison avec l’antigène, une région constante, un domaine 

transmembranaire et une queue cytoplasmique très courte. Chaque TCR est complexé au 

CD3 qui a un rôle de transduction du signal. Les LT ne peuvent reconnaître des cellules 

cibles (cellules étrangères à l’organisme, cellules infectées ou tumorales) de manière 
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directe ; les antigènes doivent être présentés par des molécules présentes à la surface 

des cellules cibles, les molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH). 

Les LT se divisent en deux populations majeures, les LTCD4+ et les LTCD8+, CD4 

et CD8 faisant référence aux co-récepteurs exprimés par ces cellules qui renforcent 

l’interaction du TCR avec le complexe peptide-CMH (Figure 26). Les LTCD4+ sont des LT 

appelés auxiliaires (« helper ») car ils initient la réponse immunitaire adaptative. Elles 

reconnaissent les antigènes présentés par les cellules présentatrices d’antigènes (CPA), 

les cellules dendritiques et les macrophages, via les molécules CMH de classe II (CMH-

II). Les LTCD8+, aussi appelés LT cytotoxiques (CTL), reconnaissent les antigènes 

présentés par les molécules CMH de classe I (CMH-I) à la surface des CPA ou de cellules 

anormales (infectées ou tumorales). Elles ont la capacité de détruire des cellules cibles 

grâce à la production des granules cytotoxiques (perforine / granzyme) et d’IFN-γ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’une façon générale, un LT reconnaît un peptide antigénique présenté par une 

molécule du CMH à la surface d’une CPA de manière « restreinte » ; un LT peut 

reconnaître un antigène uniquement s’il est présenté par une molécule du CMH du soi et 

par une CPA du soi. Cependant, 1 à 10% des LT sont allogéniques ; ils peuvent réagir 

avec des molécules du CMH étrangères, et être ainsi activés. Dans le cadre du rejet de 

greffe, trois modes d’alloreconnaissance ont été identifiés : directe, indirecte et semi-

directe (Jiang et al., 2004).  

Figure 26 : Mécanisme de reconnaissance des LTCD4+ (A) et LTCD8+ (B). 

Les LTCD4+ (A) et les LTCD8+ (B) possèdent un TCR formé d’une chaîne α et d’une chaîne β comportant 

chacune trois domaines hypervariables au niveau des domaines α1 et β1, sites de liaison avec l’antigène. Le 

complexe TCR-CD3 permet la reconnaissance du peptide antigénique présenté par les molécules du CMH de 

classe I et II, les co-récepteurs CD4 et CD8 renforçant l’interaction du TCR avec les molécules du CMH. 
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Dans le cas de l’alloreconnaissance directe (Figure 27A), des antigènes du 

donneur sont présentés par les molécules du CMH-I et du CMH-II du donneur à la surface 

des CPA du donneur, et reconnus par les LTCD4+ et LTCD8+ du receveur. Cette 

reconnaissance a lieu en raison de la réactivité croisée du TCR du receveur vis-à-vis des 

molécules de CMH du soi et du non-soi.  

Les CPA du receveur circulent en permanence dans l’organisme et passent 

inévitablement par le greffon. Elles captent alors des antigènes étrangers, principalement 

des peptides dérivés des molécules du CMH du donneur, qu’elles présentent aux LTCD4+ 

via des molécules du CMH-II autologues ; il s’agit de l’alloreconnaissance indirecte 

(Figure 27B). 

Enfin, une troisième voie de reconnaissance a été mise en évidence : 

l’alloreconnaissance semi-directe (Figure 27C). Dans ce cas, les CPA du receveur 

acquièrent des molécules de CMH du donneur intactes, soit par fusion de membranes de 

CPA du donneur et de CPA du receveur, soit par fusion avec des exosomes dérivés des 

APC du donneur et contenant des molécules de CMH du donneur. Les CPA du receveur 

présentent ainsi des antigènes aux LT du receveur via des molécules du CMH du 

donneur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 27 : Mécanismes de présentation des alloantigènes aux lymphocytes  T. (Sánchez-

Fueyo and Strom, 2011) 

Lors de l’alloreconnaissance directe (A), les cellules T du receveur reconnaissent les antigènes du donneur 

présentés par les  CPA du donneur via les molécules du CMH de classe I et II du donneur. Dans la voie 

indirecte (B), les antigènes sont présentés aux cellules T du receveur par des molécules du CMH de classe II 

du receveur. Lors de l’alloreconnaissance semi-directe (C), les molécules du CMH du donneur sont transférées 

sur des CPA du receveur et présentées aux cellules T du receveur via les molécules du CMH du donneur. 
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IV.1.2. L’alloréactivité NK 

 

Les cellules NK représentent 5 à 10% des lymphocytes du sang et sont présentes 

de façon abondante dans la rate, le foie et l’utérus. Ce sont de grands lymphocytes 

granuleux capables de lyser spontanément (« natural killing ») des cellules tumorales ou 

infectées par un agent pathogène, sans avoir été préalablement en contact avec un 

antigène spécifique. Ainsi, elles sont considérées comme l’une des premières lignes de 

défense de l’organisme. Au niveau phénotypique, elles se définissent classiquement par 

l’expression membranaire du CD56, molécule d’adhérence, et par l’absence des 

marqueurs des lymphocytes T (CD3, TCR) et B (CD19, B-Cell Receptor (BCR)).  

Deux populations distinctes de cellules NK ont pu être identifiées sur la base de 

l’expression du CD56 et du CD16. La majorité des cellules NK (environ 90%) expriment 

faiblement le CD56 (CD56dim) et hautement le CD16 (CD16high) alors que 10% des 

cellules expriment de façon élevée le CD56 (CD56bright) et sont CD16low ou CD16-. Les 

cellules NK CD56dimCD16high sont très cytotoxiques du fait du leur forte expression du 

CD16, alors que les cellules NK CD56brightCD16low ont davantage un rôle de régulation de 

la réponse immune par la production de cytokines pro- ou anti-inflammatoires (Cooper et 

al., 2001). 

  

Un grand nombre de récepteurs inhibiteurs (Killer-cell Immunoglobulin-like 

Receptors (KIR), NKG2A/CD94…) ou activateurs (Natural Cytotoxicity Receptor (NCR), 

NKG2D, CD244…) peuvent être exprimés à la surface des cellules NK et ont la capacité 

de reconnaître spécifiquement une multitude de ligands (Figure 28). Cette 

reconnaissance va conditionner l’état d’inhibition ou d’activation des cellules NK, les 

signaux d’inhibition étant prédominants par rapport aux signaux d’activation s’ils sont 

concomitants (Figure 29). Si des récepteurs inhibiteurs tels que les KIRs ou 

l’hétérodimère CD94/NKG2A reconnaît de façon spécifique une molécule HLA du soi à la 

surface d’une cellule normale de l’organisme, la cellule NK est inhibée, empêchant toute 

cytotoxicité envers les cellules saines de l’organisme. Pour permettre cette tolérance au 

soi, chaque cellule NK d’un individu possède au moins un récepteur inhibiteur spécifique 

d’une molécule HLA autologue. Si la cellule NK ne reconnaît aucun HLA du soi à la surface 

d’une cellule, l’inhibition sera levée ; il s’agit du principe du « soi manquant » (« missing 

self ») (Velardi et al., 2009). Ainsi, toute cellule étrangère à l’organisme sera éliminée, 

ainsi que les cellules tumorales ou infectées qui sous-expriment les molécules HLA. Par 

ailleurs, les récepteurs activateurs peuvent reconnaître des molécules de stress 

exprimées par des cellules tumorales, telles que les MHC class I-related molecules A/B 

(MICA/MICB), ou des protéines virales exprimées par des cellules infectées, ce qui 
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constitue une autre stratégie de reconnaissance permettant le déclenchement des 

signaux d’activation des cellules NK et la lyse des cellules cibles (Figure 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28 : Récepteurs inhibiteurs (A) et activateurs (B) des cellules NK et leurs ligands. 

(Roetynck et al., 2006) 
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L’importance de l’alloréactivité NK a été mise en évidence dans le cadre des 

greffes de CSH (Ruggeri et al., 1999). Elle met en jeu les différences d’expression des 

KIR et de leurs ligands entre le donneur et le receveur. Récepteurs inhibiteurs, les KIR 

ont pour ligands les molécules du CMH-I (HLA-A, HLA-B ou HLA-C) (Figure 30) qui 

induisent l’inhibition des cellules NK. Une cellule NK peut exprimer un ou plusieurs KIR, 

qui fonctionnent indépendamment les uns des autres. Chaque cellule NK au sein d’un 

individu donné exprime au moins un KIR spécifique d’une molécule HLA autologue, ce qui 

permet d’éviter toute cytotoxicité envers les cellules autologues normales.  

Pour chaque molécule HLA existent différents allèles, répartis en trois groupes 

majeurs (Figure 30A). En situation de greffe, les cellules NK du donneur qui possèdent un 

KIR spécifique pour une molécule HLA autologue appartenant à un groupe donné seront 

alloréactives si aucune molécule HLA de ce groupe n’est présente chez le receveur 

(Figure 30B). 

 

Figure 29 : Inhibition et activation des cellules NK. (Fauci et al., 2005)    

La reconnaissance des cellules cibles par les cellules NK est basée sur le niveau d’expression des molécules du 

CMH de classe I à la surface des cellules cibles ; les cellules normales expriment des molécules du CMH de 

classe I qui sont reconnues par les récepteurs inhibiteurs des cellules NK, ce qui inhibe leur activation. Si une 

cellule cible (cancéreuse ou infectée) sous-exprime ou n’exprime pas la molécule de CMH que reconnaît le 

récepteur inhibiteur, les signaux activateurs deviennent dominants et la cellule NK est activée pour la lyse de la 

cellule cible. 
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IV.2. Utilisation thérapeutique de l’alloréactivité : l’allogreffe de cellules 

souches hématopoïétiques 

 

L’allogreffe de CSH est utilisée notamment pour le traitement d’hémopathies 

malignes, en particulier les leucémies aigües, les lymphomes et les myélomes. Elle a 

deux objectifs majeurs : une reconstitution hématopoïétique et un effet anti-leucémique 

contre d’éventuelles cellules tumorales résiduelles. Dans ce cadre, il a été montré que 

l’alloréactivité représente un outil extrêmement puissant d’immunothérapie anti-

tumorale. 

Figure 30 : Les mismatch KIR / KIR-L sont responsables de l’alloréactivité NK. 

Il existe trois groupes d’allèles du CMH de classe I (HLA-CAsn80, HLA-CLys80 et HLA-Bw4) reconnus 

spécifiquement par quatre récepteurs inhibiteurs (A). En situation allogénique, les récepteurs inhibiteurs des 

cellules NK du donneur reconnaissent les molécules HLA à la surface des cellules du receveur (B) ; si une 

molécule HLA appartenant à un groupe d’allèle est absente chez le receveur, les cellules NK du donneur 

possédant le récepteur inhibiteur ayant pour ligand la molécule HLA absente vont être activées et vont exercer 

leur alloréactivité.  
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IV.2.1. CSH et reconstitution hématopoïétique 

 

Les CSH peuvent être issues de trois sources différentes : la moelle osseuse, le 

sang périphérique et le sang placentaire. La moelle osseuse constitue le réservoir le plus 

important de CSH, c’est pourquoi elle a longtemps été la principale source de CSH. 

Cependant, elle se voit progressivement remplacée par le sang périphérique qui contient 

peu de CSH mais qu’il est possible de mobiliser grâce à des facteurs de croissance 

hématopoïétiques. Le sang placentaire, issu du sang de cordon ombilical, contient un 

nombre assez élevé de CSH malgré un faible volume de sang disponible. Les CSH 

placentaires se trouvent dans un état davantage « naïf » par rapport aux autres CSH, 

laissant une certaine tolérance quant à la compatibilité HLA entre le donneur et le 

receveur. A l’origine réservée à l’enfant, la greffe de CSH placentaires peut être à présent 

effectuée chez l’adulte grâce à l’utilisation conjointe de plusieurs cordons. 

 

Lors d’une allogreffe de CSH, le donneur est différent du receveur et est 

sélectionné selon certains critères d’histocompatibilité suite à un typage HLA. Un 

conditionnement pré-greffe doit être effectué dans le but d’éradiquer la maladie 

cancéreuse du patient, mais également d’induire un état d’immunosuppression 

empêchant le rejet du greffon. Le conditionnement met en jeu une chimiothérapie 

intensive (cyclophosphamide, busulfan, melphalan…) parfois associée à une irradiation 

corporelle totale.  

 

La reconstitution permet l’établissement d’un nouveau système immunitaire 

fonctionnel. Les composants de l’immunité innée sont les premiers à être reconstitués ; 

quelques jours pour les polynucléaires, un mois pour les cellules NK et les 

monocytes/macrophages et quelques mois pour les cellules dendritiques. Les cellules de 

l’immunité adaptative atteignent un niveau normal au bout de plusieurs mois pour les 

lymphocytes B et de quelques mois, voire quelques années pour les lymphocytes T 

(Seggewiss and Einsele, 2010). 

 

 

IV.2.2. CSH et alloréactivité 

 

Le potentiel anti-tumoral des cellules alloréactives, appelé l’effet « greffon contre 

tumeur » (GvT, Graft-versus-Tumeur) dans le cas des tumeurs solides, ou « greffon 

contre leucémie » (GvL, Graft-versus-Leukemia) dans le cas du traitement des 

hémopathies malignes, est médié par des lymphocytes allogéniques présents dans le 

greffon. Ces lymphocytes du donneur reconnaissent les cellules tumorales du receveur 
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non pas comme étant tumorales mais comme étant allogéniques, via la reconnaissance 

des différences immunogénétiques (HLA, KIR-L) du receveur. Ils permettent également 

d’améliorer la prise de greffe en prévenant le rejet du greffon, et ont des effets anti-

infectieux (Dazzi and Goldman, 1998) non-négligeables étant donné le contexte 

d’immunosuppression dans lequel se trouve le patient. Cependant, ces lymphocytes 

allogéniques sont responsables d’un effet très grave appelé « maladie du greffon contre 

l’hôte » (GvHD, Graft-versus-Host Disease). Ils vont reconnaître les tissus du receveur 

comme étant allogéniques et vont induire une toxicité généralisée. La GvHD peut être 

aigüe (apparition dans les cent jours post-greffe) ou chronique (au-delà). La GvHD aigüe, 

principalement à médiation cellulaire, se caractérise par des atteintes au niveau de la 

peau, du foie et du système digestif, alors que la GvHD chronique, principalement à 

médiation humorale, peut être dommageable pour de multiples sites au sein de 

l’organisme (Scaife et al., 2009).  

Il est possible d’inhiber l’activation des cellules allogéniques par des drogues 

immunosuppressives afin de prévenir la survenue d’une GvHD mais cette approche est 

associée à des toxicités cardiaques, rénales et hépatiques sévères (Maraninchi et al., 

1987). Une alternative consiste à effectuer une déplétion ex vivo des lymphocytes du 

greffon, mais cela a pour conséquence une prise de greffe moins importante et un taux 

de rechute leucémique plus élevé (Tiberghien et al., 2001). L’objectif idéal d’une 

allogreffe de CSH consiste donc à apporter des effets bénéfiques – reconstitution 

hématopoïétique, effet GvL – tout en limitant la GvHD. Pour cela, des outils innovants ont 

été développés pour contrôler efficacement la GvHD tout en préservant les effets 

bénéfiques de la présence des lymphocytes allogéniques au sein du greffon. 

 

 

IV.3. Les Lymphocytes Génétiquement Modifiés exprimant un « gène suicide » :         

contrôle de l’alloréactivité 

 

Le système HSV-tk est le premier système de gène de toxicité conditionnelle 

(« gène suicide ») à avoir été développé pour contrôler l’alloréactivité de lymphocytes 

alloréactifs lors de greffes de CSH. Il repose sur l’activité enzymatique de la thymidine 

kinase du virus de l’herpès simplex de type 1 (HSV-tk). Cette enzyme phosphoryle le 

ganciclovir (GCV), analogue nucléosidique de la thymidine utilisé pour le traitement de 

l’infection herpétique, en GCV monophosphate. Il s’agit d’une étape limitante car les 

kinases cellulaires ne peuvent pas phosphoryler le GCV. Cependant, les kinases 

cellulaires peuvent phosphoryler le nucléoside monophosphate, qui devient di- puis tri-

phosphate. Au sein des cellules en division cellulaire, le GCV triphosphate est incorporé 

dans la chaîne d’ADN, ce qui bloque son élongation et ainsi induit la mort de la cellule. 
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 Une limitation de ce système réside dans le fait qu’environ 10% des particules 

rétrovirales peuvent subir une délétion dans le transgène HSV-tk sauvage (wtHSV-tk, 

wild-type HSV-tk), provoquant une résistance au GCV (Garin et al., 2001). Afin de 

résoudre ce problème, un transgène corrigé ne pouvant subir d’épissage a été développé 

(Chalmers et al., 2001). 

 

 

IV.3.1. Stratégie de production des LGM 

 

Afin de ne pas être perdu lors des divisions cellulaires, le transgène HSV-tk doit 

être intégré de façon stable dans le génome des cellules cibles, c’est pourquoi il doit être 

introduit grâce à un vecteur rétroviral. L’introduction du transgène par voie rétrovirale 

dans le génome nécessite que les cellules entrent en division pour perdre la membrane 

nucléaire, c’est pourquoi les cellules mononuclées (CMN) sont stimulées de manière 

polyclonale avec un anticorps monoclonal CD3 ou des anticorps CD3/CD28 co-

immobilisés sur billes. Trois jours plus tard, les cellules activées sont transduites avec un 

vecteur rétroviral codant pour le transgène HSV-tk fusionné à un gène de sélection. Ce 

dernier peut être soit un marqueur membranaire normalement non exprimé par les 

lymphocytes adultes, soit un gène de résistance à une drogue toxique. Après un délai de 

deux jours, nécessaire à l’expression du transgène, les cellules transduites sont isolées 

grâce au gène de sélection ; elles sont sélectionnées soit par tri immunomagnétique dans 

le cas d’un gène de sélection codant pour un marqueur membranaire, soit par l’ajout 

d’une drogue qui va être toxique pour les cellules non-transduites. Les cellules 

transduites purifiées peuvent ensuite être gardées en culture pour permettre leur 

expansion avant d’être cryopréservées jusqu’à leur utilisation clinique. 

 

 

IV.3.2. Différents modes d’activation et de culture 

 

L’activation et la culture des CMN reposent généralement sur l’utilisation de 

l’anticorps monoclonal CD3 et de l’IL-2, respectivement. Suite à cette stimulation, les 

CMN en culture subissent des changements phénotypiques, tels qu’un ratio CD4/CD8 

inversé, et fonctionnels avec l’expansion préférentielle de cellules effectrices mémoires 

sécrétant majoritairement des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α, IL-2) (Sauce 

et al., 2002). Cependant, leur réponse proliférative in vitro et leur production de 

cytokines sont réduites lors de réactions lymphocytaires mixtes par rapport à des CMN 

non activées (Sauce et al., 2002), et leur capacité à induire une GvHD in vivo est limitée 

(Contassot et al., 1998a), indiquant que la fonctionnalité des cellules cultivées en terme 
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d’alloréactivité est particulièrement altérée. Dans le but d’empêcher cette perte 

d’alloréactivité, l’anticorps monoclonal CD3 a été remplacé par une stimulation basée sur 

l’utilisation d’anticorps CD3/CD28 co-immobilisés sur billes. Il a été montré que ce mode 

d’activation améliore l’efficacité de transduction en induisant une prolifération cellulaire 

plus importante, empêche l’inversement du ratio CD4/CD8 et induit l’expansion 

préférentielle des cellules centrales mémoires (phénotype plus « naïf » que les cellules 

activées par CD3) prévenant ainsi la perte d’alloréactivité des cellules cultivées 

(Bondanza et al., 2006; Mercier-Letondal et al., 2008). De façon similaire, le 

remplacement de l’IL-2 par l’IL-7 permet de prévenir la perte d’alloréactivité des cellules 

pendant leur culture (Mercier-Letondal et al., 2008)  

 

 

IV.3.3. Gènes de sélection utilisés 

 

Les différents gènes de sélection pouvant être utilisés sont répertoriés dans le 

tableau 1 (Mailly et al., 2010). Le système de sélection le plus largement utilisé, 

notamment en clinique, est le gène NeoR qui est un gène de résistance à la néomycine, 

antibiotique toxique pour les cellules eucaryotes. Il code pour la néomycine 

phosphotransférase II qui confère une résistance au G418, analogue de la néomycine. 

L’ajout de G418 dans le milieu de culture permet ainsi d’éliminer les cellules non-

transduites pour ne récupérer que les cellules transduites avec succès. Ce système se 

limite par le fait qu’il affecte le métabolisme des cellules et induit une diminution de 

l’alloréactivité. Les systèmes de sélection par transduction d’un marqueur membranaire 

pour la purification des cellules par tri immunomagnétique semblent être une meilleure 

approche car ils n’induisent pas d’altération fonctionnelle et permettent une sélection 

rapide. Le récepteur tronqué du Large Nerve Growth Factor (∆LNGFR) est pour le 

moment le seul marqueur de sélection membranaire utilisé en clinique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Tableau 1 : Gènes de sélection utilisés pour la purification de LGM. (Mailly et al., 2010) 
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IV.3.4. Essais cliniques 

 

Dans le cadre des greffes de CSH, le principe consiste à isoler les lymphocytes 

présents dans le greffon et à transférer dans ces cellules le gène codant pour l’enzyme 

HSV-tk par transduction rétrovirale. Ces lymphocytes génétiquement modifiés (LGM) 

peuvent être transfusés au patient au moment de la transplantation de CSH 

précédemment déplétées en lymphocytes T (Tiberghien et al., 2001), ou peuvent être 

injectées postérieurement, en cas de rechute tumorale ou de développement d’un 

lymphome induit par le virus de l’Epstein-Barr (EBV). Ce dernier est une complication 

grave suite à la greffe de CSH en raison du contexte d’immunosuppression dans lequel se 

trouvent les patients (Bonini et al., 1997). En cas de GvHD, l’administration de GCV 

permet l’élimination spécifique des LGM allogéniques et ainsi le traitement de la GvHD, 

sans porter atteinte aux CSH greffées ni aux cellules immunitaires issues de celles-ci. Les 

deux études cliniques citées précédemment (Bonini et al., 1997; Tiberghien et al., 2001) 

ont démontré que l’injection de LGM est sûre et que la GvHD peut être efficacement 

contrôlée par l’administration de GCV. Par ailleurs, une étude clinique plus récente a 

clairement mis en évidence le potentiel anti-leucémique des LGM allogéniques (Ciceri et 

al., 2007). 
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V.  Approches d’immunothérapie du CHC et des hépatites virales 

chroniques 

 

 

V.1. Les cellules CIK 

 

V.1.1. Activité anti-tumorale 

 

De nombreuses études ont décrit diverses approches d’immunothérapie pour le 

traitement du CHC. La plupart d’entres elles se sont penchées sur l’utilisation d’un 

produit de thérapie cellulaire appelé « Cytokines-Induced Killer cells » (cellules CIK). Il 

s’agit de CMN isolées à partir de patients présentant un CHC, activées par l’anticorps 

monoclonal CD3 et cultivées en présence d’un cocktail de cytokines, généralement 

composé d’IL-2, IFN-γ et/ou IL-1 (Kim et al., 2007; Shi et al., 2004; Wang et al., 2002). 

Ces cellules sont utilisées de façon autologue, et injectées par voie intraveineuse. Elles 

ont une capacité anti-tumorale très élevée in vitro contre des lignées cellulaires de CHC 

et in vivo dans des modèles murins (Kim et al., 2007; Wang et al., 2002), principalement 

due à une expansion préférentielles de cellules CD3+CD56+ (cellules T NK-like) qui ont 

une activité cytotoxique non-restreinte par le CMH (Schmidt-Wolf et al., 1993). Ces 

cellules T NK-like représente 1 à 5% des CMN, mais leur nombre peut augmenter jusqu’à 

100 fois grâce à la culture des cellules ex vivo. Des études cliniques randomisées ont 

évalué l’efficacité des CIK suite à une résection chirurgicale (Takayama et al., 2000), ou 

en combinaison avec des traitements classiques du CHC basés sur la TACE ou l’ablation 

par radiofréquence (Weng et al., 2008). Il a alors été montré que l’immunothérapie 

utilisant les CIK permet un taux moins élevé de rechute, un temps médian de rechute 

plus important et une meilleure survie des patients traités (Tableau 2). 

  

Les CIK étant généralement administrées de façon autologue, il n’y a pas de 

risque de rejet des cellules par le système immunitaire du receveur comme cela peut être 

le cas pour les cellules allogéniques. Dans le cadre d’une étude utilisant des modèles 

murins de greffe de CSH, elles ont été testées en situation allogénique : il a été montré 

qu’elles produisent des quantités importantes d’IFN-γ, ce qui a une action protectrice vis-

à-vis de la survenue d’une GvHD (Baker et al., 2001). Malgré cette faible induction de 

GvHD, les CIK ont une forte activité anti-tumorale qu’elles exercent via le récepteur 

NKG2D dont les ligands sont davantage exprimés par les cellules cancéreuses que par les 

tissus sains (Nishimura et al., 2008). 
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Production 

des CIK 
Traitement Résultats Référence 

J0 : OKT3, IL-2 
Gpe 1 : RH 

Gpe 2 : RH + CIK 

Survie sans rechute à 3, 5 ans : 

Gpe 1 : 52%, 62% 

Gpe 2 : 67%, 78%* 

(Takayama et al., 

2000) 

J0: IFN-γ 

J1: OKT3, IL-2 
Trois injections de CIK  Régression tumorale : 23% (Shi et al., 2004) 

J0: IFN-γ 

J1: OKT3, IL-1,   

      IL-2 

Gpe 1 : TACE + ARF  

Gpe 2 : TACE + ARF + CIK 

Survie sans rechute à 6, 12, 18 mois : 

Gpe 1 : 90%, 70%, 60% 

Gpe 2 : 93.3%, 91.1%, 74.4%* 

(Weng et al., 2008) 

J0 : IFN-γ 

J1 : OKT3, IL-1,  

       IL-2 

Gpe 1 : RH 

Gpe 2 : RH + 3 injections de CIK 

Gpe 3 : RH + 6 injections de CIK 

Survie sans rechute à 1, 3, 5 ans 

Gpe 1 : 82.6%, 20.9%, 11.2% 

Gpe 2 : 83.1%, 31.7%, 23.3%* 

Gpe 3 : 84.7%, 30.5%, 19.4%* 

(Hui et al., 2009) 

J0 : IFN-γ 

J1 : OKT3, IL-1,  

       IL-2 

Gpe 1 : TACE 

Gpe 2 : TACE + CIK 

Survie sans rechute à 6, 12, 24 mois : 

Gpe 1 : 34.8%, 7.7%, 2.6% 

Gpe 2 : 72.2%, 40.4%, 25.3%* 

(Hao et al., 2010) 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.1.2. Activité anti-virale 

 

Une autre application concernant l’utilisation des CIK a été mise en évidence ; une 

étude clinique a montré que l’infusion de ces cellules à des patients infectés 

chroniquement par le VHB et résistants aux traitements antiviraux permet une 

diminution de la charge virale et une amélioration des fonctions hépatiques dans certains 

cas (Shi et al., 2009). Des cellules spécifiques du VHB au sein de la population CIK ne 

sont pas détectables, indiquant que l’activité anti-virale des CIK ne dépend pas de 

cellules T spécifiques du VHB. Elles semblent avoir un effet anti-viral direct grâce à une 

production importante d’IFN-γ et de TNF-α qui inhibent la réplication virale. Enfin, leur 

activité anti-virale élevée est favorisée par une sous-expression du récepteur 

membranaire PD-1 par rapport aux cellules T autologues spécifiques du virus (Shi et al., 

2009). En effet, la surexpression de PD-1 est largement étudiée pour son rôle dans 

l’épuisement fonctionnel des cellules T spécifiques du virus lors de nombreuses infections 

chroniques incluant les infections par le VHB et le VHC (Barber et al., 2006).  

 

 

Tableau 2 : Etudes cliniques utilisant les cellules CIK comme traitement adjuvant du CHC 

J, jour ; gpe, groupe ; OKT3, anticorps CD3 ; RH, résection hépatique ; TACE, chimioembolisation 

transartérielle ; ARF, ablation par radiofréquence  

* différences significatives avec le groupe témoin 
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V.2. Les cellules IMAK 

 

Récemment, un essai clinique de phase I s’est penché sur l’utilisation de cellules 

appelées IMAK pour « intentionally HLA-mismatched IL-2 activated killer cells » ayant 

pour objectif le traitement de patients présentant des hémopathies malignes (myélome 

multiple ou lymphome non-Hodgkinien) ou des tumeurs solides métastatiques (cancers 

du sein, poumon, ovaire, prostate ou pancréas) résistantes à la chimiothérapie 

conventionnelle (Slavin et al., 2010).  

Comme les LGM précédemment décrits, les cellules IMAK ont pour origine le sang 

périphérique d’un donneur sain et sont donc utilisées en situation allogénique. Elles sont 

activées in vitro pendant 4 jours en présence d’IL-2 puis transfusées au patient auquel 

est administré de l’IL-2 pendant 5 jours afin de permettre la survie des cellules injectées 

qui peuvent alors exercer leur activité cytotoxique vis-à-vis des cellules tumorales. Avant 

de recevoir les cellules, un conditionnement immunomodulateur, basé sur 

l’administration de fludarabine (25mg/m2) ou de cyclophosphamide (1000mg/m2), est 

effectué pour éviter leur rejet rapide par le système immunitaire du patient. Les IMAK ne 

subissent aucun transfert de gène de toxicité conditionnelle, l’innocuité de cette approche 

reposant sur le rejet anticipé des cellules après qu’elles aient effectué leur effet anti-

tumoral. Ainsi, un seul cas de GvHD de grade I a été observé sur 35 patients, 

démontrant l’absence de toxicité de cette approche d’immunothérapie. Une survie sur le 

long terme sans progression de la maladie a été observée chez 5 patients sur 21 

présentant des tumeurs solides métastatiques (survie de 10 à 96 mois) et chez 4 

patients sur 5 présentant une hémopathie maligne (survie de 14 à 88 mois). 

 

 

V.3. Les lymphocytes hépatiques 

 

Lors de la transplantation hépatique, le greffon est systématiquement réinfecté 

par le VHC, la charge virale excédant même celle avant la greffe du fait de 

l’immunosuppression indispensable à la prise de greffe. Des stratégies thérapeutiques 

sont donc urgemment nécessaires pour empêcher cette réinfection. Une approche 

originale d’immunothérapie a été mise en œuvre lors d’une étude de phase I réalisée sur 

sept patients VHC positifs (Ohira et al., 2009). Des lymphocytes issus du greffon 

hépatique ont été récupérés par perfusion du foie lors de la transplantation, activés 

durant trois jours par de l’IL-2 en présence d’anticorps CD3 (1µg/ml), puis injectés au 

patient trois jours après la greffe (Figure 31). Sept patients VHC-positifs transplantés ont 

été administrés avec des lymphocytes du greffon activés in vitro (entre 2.108 et 5.108 

cellules par individu). Une diminution de la charge virale a été observée chez quatre 
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patients traités, dont deux avec une négativation, persistante pour l’un deux (ARN viral 

absent dans le sérum du patient 20 mois après l’immunothérapie), indiquant la guérison 

de l’infection chronique. La charge virale de l’autre patient, indétectable après la 

transplantation, est devenue à nouveau détectable deux mois plus tard. La diminution de 

la charge virale est d’autant plus importante et persistante que la charge virale pré-greffe 

est faible. En effet, les trois patients non-répondeurs à l’immunothérapie sont ceux dont 

la charge virale était la plus élevée avant greffe. Or, lorsque les lymphocytes activés sont 

injectés au patient, trois jours après la greffe, le greffon est déjà réinfecté. Une 

administration plus précoce de cellules activées, pendant la transplantation, pourrait 

donc améliorer l’efficacité thérapeutique d’une telle approche de thérapie cellulaire. 

L’effet anti-viral des lymphocytes hépatiques activés est dû à une production importante 

d’IFN-γ par les cellules T, NK et T NK-like.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

A partir de sang périphérique de donneurs sains, le même groupe a par la suite 

tenté d’optimiser leur stratégie de thérapie cellulaire du CHC et de la réinfection du 

greffon hépatique lors de la transplantation (Doskali et al., 2011). Pour ce faire, des CMN 

issues de donneurs de sang sain ont été isolées, activées par l’anticorps CD3 et cultivées 

en présence d’IL-2 pendant 28 jours. Ces cellules, dénommées « LAK » pour 

« Lymphokine-Activated Killer cells », ont ensuite été testées in vitro pour leur propriétés 

 

Figure 31 : Stratégie d’immunothérapie adoptive de l’infection par le VHC lors de la 

transplantation hépatique par l’utilisation des lymphocytes du greffon. (Ohira et al., 2009) 

Avant la greffe hépatique, les lymphocytes du greffon sont extraits par perfusion et stimulés pendant 3 jours 

avec de l’IL-2. L’anticorps OKT3 a été ajouté à une dose immunosuppressive pour les cellules T (1µg/ml) deux 

jours après l’initiation de la culture. Les lymphocytes hépatiques activés ont été administrés au patient trois 

jours après la greffe par voie intraveineuse. 
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anti-virales et anti-tumorales. Par rapport aux CMN, les LAK sont hautement cytotoxiques 

vis-à-vis d’une lignée cellulaire de CHC, notamment grâce à une importante expression 

membranaire de TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Par ailleurs, elles 

produisent de grandes quantités d’IFN-γ qui sont responsables d’une activité anti-virale 

importante envers des cellules exprimant un réplicon VHC. Cette activité est renforcée 

lorsque les cellules sont à nouveau mises en présence de l’anticorps CD3 vingt-quatre 

heures avant le test d’activité anti-virale (Doskali et al., 2011).  
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Du fait de la sévérité du CHC et de l’infection par le VHC, de l’efficacité modérée 

des traitements actuels et du nombre de patients en constante augmentation, le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques représente un enjeu crucial. En 

effet, la transplantation hépatique est le traitement de choix du CHC, mais elle se limite 

d’une part par une pénurie d’organes, et d’autre part par la réinfection extrêmement 

rapide et systématique du greffon par le VHC chez les patients chroniquement infectés 

par le virus. Mon travail de thèse a consisté en le développement d’une approche 

d’immunothérapie du CHC et de l’infection par le VHC. Parallèlement, j’ai contribué à un 

autre projet d’immunothérapie de l’infection par le VHC, à savoir la validation in vivo d’un 

anticorps monoclonal ciblant un facteur d’entrée du virus. 

 

 L’alloréactivité est décrite comme un outil très puissant d’immunothérapie anti-

tumorale, notamment pour le traitement d’hémopathies malignes. Les LGM sont utilisés 

en clinique depuis plus de 15 ans, leur efficacité et leur innocuité ayant été démontrées 

dans le cadre des greffes de cellules souches hématopoïétiques. De leur côté, les cellules 

CIK, utilisées en situation autologue, ont une importante activité anti-tumorale chez des 

patients atteints de CHC en combinaison avec les traitements actuels, et ont également 

une activité anti-virale vis-à-vis du VHB.  

 Notre premier objectif est d’apporter la preuve de concept selon laquelle 

les LGM, produit de thérapie cellulaire déjà existant, pourraient être utilisés 

d’une part comme traitement adjuvant du CHC, possiblement en association 

avec les traitements actuels, et d’autre part pour la prévention de la réinfection 

du greffon par le VHC lors de la transplantation hépatique. L’étude menée en ce 

sens est présentée dans la première partie du manuscrit. 

 

 L’entrée constitue une étape clé dans le cycle viral du VHC et fait intervenir 

différents récepteurs à la surface des hépatocytes, qui sont des cibles thérapeutiques 

potentielles. La protéine des jonctions serrées CLDN1 est un facteur clé dans le processus 

d’entrée du VHC dans les cellules cibles. Un anticorps monoclonal dirigé contre CLDN1 

(clone OM-7D3-B3) a été produit au laboratoire, et il a été montré qu’il prévient 

l’infection par le virus in vitro. 

Notre second objectif est d’étudier l’effet de l’anticorps monoclonal dirigé 

contre CLDN-1 (clone OM-7D3-B3) in vivo dans le modèle Alb-uPA+/+/SCID, 

modèle murin humanisé pouvant soutenir une infection chronique par le VHC. 

L’anticorps est testé en prévention de l’infection VHC, et son innocuité vis-à-vis 

des hépatocytes humains vérifiée. Cette étude fait l’objet de la seconde partie 

du manuscrit. 
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Immunothérapie du CHC et de l’infection par 

le VHC par administration de lymphocytes 

génétiquement modifiés exprimant le gène 

de toxicité conditionnelle HSV-tk :  

preuves de concept 
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I.  Les lymphocytes génétiquement modifiés (LGM) 

 

I.1. Production du surnageant rétroviral 

 

La lignée d’empaquetage PG34TK a été utilisée pour la production du surnageant 

rétroviral nécessaire à la production des LGM. Cette lignée, issue de la transduction de la 

lignée PG13 par le vecteur MP71-T34FT, a la capacité de produire des particules 

rétrovirales codant la thymidine kinase du virus de l’herpès simplex (HSV-tk) et la forme 

tronquée du CD34 humain (Figure 32) (Fehse et al., 2002). Après avoir été décongelées, 

les cellules ont été cultivées dans du RPMI-1640 (GIBCO®, Invitrogen, Cergy Pontoise, 

France) contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF, PAN Biotech GmbH, Aidenbach, 

Germany). Trois jours plus tard, les cellules ont été incubées pendant la nuit avec du 

RPMI sans sérum, cette déprivation entraînant un stress cellulaire et une production 

massive de particules rétrovirales. Puis le surnageant a été congelé et les cellules ont été 

mises en présence de RPMI 10%SVF pendant 8h. A nouveau le milieu a été remplacé par 

du milieu sans sérum pendant 12h, la production de surnageant ayant été effectuée 

comme telle pendant deux semaines. Chaque lot de surnageant a ensuite été testé par 

transduction de cellules HeLa, centrifugées pendant 3h (1000g, 32°C) dans du 

surnageant rétroviral supplémenté avec de la protamine sulfate (5 µg/ml). L’efficacité de 

transduction, définie par le pourcentage de cellules transduites (CD34+), a été vérifiée 

par marquage membranaire des cellules HeLa avec un anticorps CD34 couplé au 

fluorochrome PE-Cy7. L’analyse a été effectuée par cytométrie en flux (cf III. Cytométrie 

en flux). 

 

 

I.2. Activation, transduction et expansion des CMN 

 

A partir de prélèvements sanguins issus de donneurs sains (Etablissement 

Français du Sang Alsace, Strasbourg, France), les cellules mononuclées (CMN) ont été 

isolées sur gradient de Ficoll, lavées et mises en culture à une concentration de 1.106 

cellules/ml dans du RPMI-1640 supplémenté de 10% de sérum humain normal (SHN) 

(EFS Bourgogne/Franche-Comté, Besançon, France). Elles ont ensuite été activées par un 

anticorps monoclonal soluble CD3 (OKT3, Jenssen-Cilag Levallois-Perret, France ; 

10ng/ml) et cultivées en présence d’Interleukine-2 (IL-2) recombinante humaine 

(Proleukin™, Novartis Pharma, Dorval, Québec; 500u/ml) (Mercier-Letondal et al., 2008). 

Trois jours plus tard, les cellules ont été transduites avec le surnageant rétroviral 

PG34TK. Pour cela, elles ont été centrifugées pendant 3h (1000g, 32°C) dans du 

surnageant rétroviral complété avec de l’IL-2 (1000u/ml) et de la protamine sulfate (5 
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µg/ml), puis remises en culture dans du RPMI 10%SHN supplémenté avec de l’IL-2 

(500u/ml). Deux ou trois jours plus tard, les cellules transduites (CD34+) ont été 

sélectionnées par tri immunomagnétique permettant ainsi l’obtention de Lymphocytes 

Génétiquement Modifiées (LGM) purifiés (cf IV. Isolement cellulaire par tri 

immunomagnétique). Les cellules ont ensuite été cultivées dans du RPMI 10%SHN 

supplémenté avec de l’IL-2 jusqu’à J14 (Figure 32). La sensibilité des LGM au ganciclovir 

(GCV) a été vérifiée par numération des cellules après culture en présence ou en absence 

de GCV (1µg/ml) pendant une semaine. 

 Parallèlement, des CMN ont été activées et cultivées pendant 14 jours mais sans 

transduction et sans sélection, cellules que nous avons identifiées par « Co » et qui ont 

été utilisées comme témoin lors de différents tests. Lorsque cela est indiqué, l’anticorps 

monoclonal CD3 a été remplacé par des anticorps CD3/CD28 co-immobilisés sur billes 

(Invitrogen, Cergy Pontoise, France ; 1 bille pour 1.106 cellules) et l’IL-2 a été remplacé 

par l’IL-7 (20ng/ml ; Cytheris ; Issy-les-Moulineaux, France). Ainsi, nous avons produit 

des cellules pour lesquelles nous avons établi la nomenclature suivante : CoCD3+IL-2, 

CoCD3/CD28+IL-2, CoCD3+IL-7 et CoCD3/CD28+IL-7. Des LGMCD3/CD28+IL-2 ont également été 

produites. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Stratégie de production des LGM. 

Des CMN ont été isolées à partir de prélèvements sanguins de donneurs sains, activées par l’anticorps 

monoclonal CD3 en présence d’IL-2 recombinante humaine (J0) et transduites trois jours plus tard à l’aide d’un 

vecteur rétroviral codant pour le gène HSV-tk fusionné au gène CD34 humain tronqué. Deux ou trois jours plus 

tard, les cellules transduites (CD34+) ont été purifiées par tri immunomagnétique, les LGM sélectionnés étant 

ensuite cultivés en présence d’IL-2 jusqu’à J14. 
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II.  Les lignées cellulaires 

 

II.1. Culture 

 

Les cellules adhérentes humaines (HeLa, Huh7, Huh7.5.1, HepG2, PLC-PRF-5, SK-

Hep1) ont été cultivées dans du Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, PAA 

Laboratories) complété de 10% de SVF, 1% d’acides aminés non-essentiels (GIBCO®) et 

10µg/ml de gentamycine (GIBCO®). Les cellules humaines en suspension (B-EBV, K562) 

ont été cultivées dans du RPMI-1640 supplémenté de 10% de SVF, 100U/ml de 

pénicilline et 100µg/ml de streptomycine. Les cellules ont été repiquées tous les 3 ou 4 

jours.  

 

 

II.2. Production de lignées exprimant la luciférase 

 

 Des cellules humaines HeLa et Huh7 exprimant de façon stable la luciférase ont 

été produites (HeLa-Luc, Huh7-Luc) après transduction avec un vecteur pCLNCX codant 

la luciférase (Dr Lorang, NIH, Bethesda, MD, USA) par centrifugation pendant 3h (1000g, 

32°C). Elles ont ensuite été clonées par dilutions limites à 10, 3 et 1 cellule(s) par puits 

(plaque 96 puits) et chaque clone a été testé pour son expression de la luciférase. Le 

clone exprimant le plus fortement la luciférase a été sélectionné, gardé en culture et 

cryopréservé. 

 

 

III. Cytométrie en flux 

 

III.1. Anticorps utilisés 

 

Le tableau 3 présente les anticorps utilisés pour les caractérisations phénotypiques 

des LGM et des lignées cellulaires utilisés dans les tests fonctionnels. 
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III.2. Immunomarquages membranaires 

 

Les cellules ont été lavées, centrifugées et incubées pendant 20 min à 4°C en 

présence des anticorps décrits ci-dessus. Elles ont été lavées avec du PBS à 4°C puis 

fixées dans du PBS 2% formaldéhyde. Les immunomarquages ont été analysés à l’aide 

d’un cytomètre en flux LSRII, 4 lasers, 16 couleurs (BD) et du logiciel Diva (BD). 

 

 

III.3. Analyse des résultats 

 

La population d’intérêt, en l’occurrence les lymphocytes, est visualisée dans une 

fenêtre montrant les paramètres Foward Scatter Chanel (FSC) et Side Scatter Chanel 

(SSC) (Figure 33A), le FCS représentant la taille des cellules et le SSC leur granularité. 

La population lymphocytaire peut alors être sélectionnée (fenêtre P1) en excluant les 

débris cellulaires, et l’expression de différents marqueurs par cette population peut être 

Tableau 3 : Anticorps utilisés pour les immunomarquages analysés par cytométrie en flux. 

PE, Phycoerythrin ; Cy, Cyanine ; AF, Alexa Fluor ; FITC, Fluorescein Isothiocyanate ; APC, Allophycocyanine  
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visualisée, soit en histogramme (Figure 33B), soit en nuages de points (Figure 33C). Des 

quadrants discriminant les populations positives ou négatives pour les différents 

marqueurs sont créés avec comme témoin négatif de fluorescence des cellules non 

marquées et/ou marquées avec un anticorps isotype. Les résultats peuvent être analysés 

en pourcentage de cellules positives ou en médiane d’intensité de fluorescence (MFI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
IV.  Isolement cellulaire par tri immunomagnétique 

 

IV.1. Purification des cellules transduites 

 

 Deux ou trois jours après la transduction rétrovirale, les cellules CD34+ ont été 

isolées à l’aide d’un kit CD34 Microbeads (Miltenyi Biotec SAS, Paris, France) selon le 

protocole fourni par Miltenyi. Brièvement, les cellules ont été lavées et marquées avec 

des microbilles CD34 pendant 30 minutes à 4°C. Après lavage, elles ont été 

resuspendues dans du PBS 0,5%SHN supplémenté de 2mM d’EDTA, filtrées puis passées 

sur colonnes LS (Miltenyi Biotec) fixées sur un aimant, ou triées de façon automatisée à 

l’aide d’un autoMACS (Miltenyi Biotec). Deux passages sur colonne successifs ont été 

effectués afin d’améliorer la pureté de la fraction positive. Les cellules ont ensuite été 

centrifugées puis resuspendues dans le milieu de culture décrit précédemment pour leur 

expansion jusqu’à J14. 

 

 

Figure 33 : Exemple de marquage CD3 / CD34 sur des LGM. 

Les lymphocytes peuvent être sélectionnés (A) et leur expression du CD34 visualisée en 

histogramme (B) ou en nuages de points (C) grâce auxquels il est possible de visualiser 

l’expression de deux marqueurs de manière simultanée (CD34 et CD3 par exemple). 

   

A 
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IV.2. Isolement des cellules T, NK, NKT 

 

Après 14 jours de culture, les LGM ont été lavés et marqués avec l’anticorps 

CD56-PE. Un kit multisort anti-PE (Miltenyi Biotec), utilisé pour séparer les cellules 

CD56+ (cellules NK et T NK-like) et CD56- (cellules T), permet en un deuxième temps de 

couper les billes fixées aux cellules CD56+ donnant la possibilité d’effectuer un second tri 

sur ces mêmes cellules. Un kit CD3 Microbeads (Miltenyi Biotec) a permis ensuite de 

séparer les cellules CD56+CD3- (cellules NK) et CD56+CD3+ (cellules T NK-like). Les 

différentes séparations ont été effectuées avec l’autoMACS, en utilisant à chaque étape 

les programmes indiqués Figure 34. Les étapes 2 et 5 ont été réalisées pour une 

meilleure pureté des fractions, et l’étape 3 pour s’assurer de l’élimination complète des 

billes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figure 34 : Méthode de tri pour l’isolement des cellules T, NK et T NK-like. 
Programmes utilisés :  POSSEL S = Sélection positive  
                                 POSSEL D2 = Sélection positive avec deux passages sur colonne 
                                 DEPLET 0,5 = Déplétion à 0,5ml/minute 
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V. Evaluation in vitro de l’activité cytotoxique des LGM 

 

Des cellules Huh7, PLC-PRF-5 et SK-Hep1, lignées adhérentes de carcinome 

hépatocellulaire, et des cellules HeLa (témoin positif de sensibilité à la lyse), ont été 

utilisées comme cellules cibles pour l’évaluation de l’activité cytotoxique des CMN, Co 

et/ou LGM (cellules effectrices). La cytotoxicité des cellules CoCD3/CD28+IL-2, CoCD3+IL-7 et 

CoCD3/CD28+IL-7 a également été testée, de même que celle des fractions purifiées 

CD3+CD56- (cellules T), CD3-CD56+ (cellules NK) et CD3+CD56+ (cellules T NK-like). 

Un nombre fixe de cellules cibles a été mis en culture en plaque 96 puits à fond 

plat (HeLa, Huh7 : 1500 cellules par puits ; SK-Hep1 : 2500 cellules par puits ; PLC-PRF-

5 : 20000 cellules par puits) puis les cellules effectrices ont été ajoutées à différents 

ratios effectrices:cibles (E:C) dans du RPMI 10%SHN supplémenté avec 500u/ml d’IL-2 

pendant 1, 3 ou 6 jours. Quand cela est indiqué, un anticorps bloquant anti-HLA de 

classe I (anti-HLA cl.I, 5µg/ml ; Tebu, Le-Perray-en-Yvelines, France), un anticorps 

isotype (5µg/ml ; Tebu) ou des anticorps bloquants anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-FasL, 

anti-TRAIL et isotype (10µg/ml ; eBioscience SAS, Paris, France) ont été ajoutés pendant 

la co-culture. Après la période de co-incubation, les cellules effectrices et les cellules 

cibles mortes, non-adhérentes, ont été éliminées par lavage au PBS. Les cellules cibles 

adhérentes résiduelles, vivantes, ont été colorées au cristal violet (Sigma-Aldrich, Lyon, 

France) pendant 15 minutes à température ambiante. Elles ont ensuite été lavées avec 

du PBS, et lysées dans un tampon Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) pendant 10 minutes. La 

lecture de l’absorbance a été effectuée à 560nm à l’aide d’un lecteur de plaque Mithras 

LB 940 (Berthold, Thoiry, France). Le pourcentage de cytotoxicité a été déterminé grâce 

à des dilutions sériées de cellules cibles incubées sans cellules effectrices. Les données 

sont exprimées en pourcentage de lyse par rapport aux différents ratios E:C, ou en 

unités lytiques (UL). Une UL est calculée comme l’inverse du nombre de cellules 

effectrices nécessaires pour lyser 50% des 1500, 2500 ou 20000 cellules cibles, les 

résultats étant exprimés en nombre d’UL rapporté à 106 cellules. 

 

 

VI. Réaction lymphocytaire mixte (MLR) 

 

Les cellules répondantes (CMN ou LGM) ont été marquées au carboxyfluorescein 

diacetate succinimidyl ester (CFSE ; Molecular Probes, Leiden, Pays-Bas) par incubation  

dans du PBS (107 cellules par ml) contenant du CFSE (5µM) pendant 15 minutes à 

température ambiante. Le marquage a été arrêté par ajout de deux volumes de SHN puis 

les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS. Les cellules stimulantes (B-EBV, HeLa, 
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Huh7, HepG2, PLC-PRF-5 ou SK-Hep1) ont été irradiées à 60 Gray (Gy) pendant 15 

minutes, puis co-cultivées avec les cellules répondantes marquées au CFSE à un rapport 

stimulantes : répondantes (S:R) de 2:1 ou 4:1.  

Six jours plus tard, les cellules répondantes ont été marquées avec les anticorps 

CD3-PB et CD56-PC5, et leur réponse proliférative a été analysée par cytométrie en flux. 

Le CFSE se dilue au fur et à mesure des divisions cellulaires : plus les cellules se sont 

divisées, plus l’intensité de fluorescence du CFSE est faible. Ainsi, le pourcentage de 

cellules ayant un faible contenu en CFSE nous indique le pourcentage de cellules qui se 

sont divisées suite à la stimulation allogénique. 

 

 

VII. Identification des doublets par cytométrie en flux 

 

Les cellules cibles Huh7 ont été lavées dans du PBS et marquées au CFSE 

comme décrit ci-dessus. Les cellules Huh7 marquées (105 cellules) ont été co-incubées à 

37°C avec des LGM à un rapport E:C de 10:1 dans des tubes de cytométrie en flux. 

Comme témoins négatifs, des cellules effectrices seules et des cellules cibles seules ont 

été incubées en parallèle. Après quatre heures d'incubation, les cellules ont été marquées 

avec les anticorps CD3-PB et CD56-PE pendant 20 mn à 4°C, puis fixées dans du PBS 2% 

formaldéhyde. L'acquisition par cytométrie en flux a été réalisée directement, sans aucun 

lavage. Les doublets cellules effectrices:cellules cibles ont été identifiés comme les 

évènements CD3+CD56-, CD3-CD56- et CD3+CD56+ dénombrés dans la fenêtre des 

cellules cibles CFSE+.  

 

 

VIII. Test de cytotoxicité par marquage du CD107a 

 

 L’expression membranaire du CD107a permet d’identifier les lymphocytes qui 

produisent des granules cytotoxiques. Comme témoin de dégranulation et d’expression 

du CD107a, des cellules LAK ont été produites avant chaque test en activant des PBMC 

avec de l’IL-2 (1000u/ml) pendant 4 jours. Les cellules effectrices (LAK ou LGM) et les 

cellules cibles (K562 comme témoin positif de lyse, ou Huh7) ont été co-incubées à 37°C 

dans du RPMI 10%SHN supplémenté avec 500u/ml d’IL-2 à un rapport E:C de 4:1, en 

présence de l’anticorps CD107a-PE ou du témoin isotype (10µl pour 106 cellules 

effectrices) dans un volume total de 100µl (plaque 96 puits). Une heure plus tard, du 

milieu (50µl) contenant de la brefeldine A (10µg/ml) et du Golgi Stop (BD, 4µl pour 6.106 

cellules) a été ajouté pour une incubation de 3h supplémentaires. Les cellules effectrices 
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ont ensuite été marquées dans des tubes de cytométrie avec les anticorps CD3-PB et 

CD56-PC5, lavées, fixées et analysées par cytométrie en flux. 

 

 

IX. Dosage de la production de cytokines par Elisa 

 

Les surnageants de MLR ont été congelés après trois jours de co-incubation des 

cellules stimulantes et des cellules répondantes à un rapport S:R de 4:1. Les 

concentrations d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-2 ont été déterminées grâce aux kits Human 

ELISA Ready-SET-Go! (eBioscience) selon le protocole fourni. Brièvement, des anticorps 

anti-IFN-γ, anti-TNF-α ou anti-IL-2 ont été incubés pendant une nuit à 4°C dans une 

plaque 96 puits Corning Costar 9018 (eBioscience). Une solution de blocage a été ajoutée 

pendant 1h à température ambiante, puis les surnageants de culture ont été dilués et 

incubés en duplicata pendant 2h à température ambiante. Une dose-réponse d’IFN-γ, de 

TNF-α ou d’IL-2 humains de concentrations connues a été effectuée en parallèle pour 

l’établissement d’une gamme étalon. Un anticorps secondaire biotinylé anti-IFN-γ, anti-

TNF-α ou anti-IL-2 a ensuite été incubé pendant 1h à température ambiante, puis 

l’enzyme Horseradish Peroxidase (HRP) couplée à l’avidine a été incubée pendant 30 

minutes à température ambiante. Le substrat de l’enzyme, 3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidine (TMB), a été ajouté pendant 15 minutes à température ambiante 

puis la réaction a été arrêtée par ajout de H2SO4 à 2M. Cinq lavages ont été effectués 

entre chaque étape. L’absorbance à 450nm a été lue immédiatement grâce à un lecteur 

de plaque et les concentrations d’IFN-γ, de TNF-α ou d’IL-2 dans les surnageants de 

culture ont été déterminées grâce à la gamme étalon. 

 

 

X. Evaluation in vivo de l’activité cytotoxique des LGM 

 

X.1. Etude du tropisme des LGM après injection in vivo 

 

Dans le but de suivre la localisation des LGM après leur administration in vivo, les 

cellules ont été marquées au DiR (DilC18(7) tricarbocyanine ; Invitrogen) par ajout du 

marqueur fluorescent à 1,5µg/ml directement dans le milieu de culture. Après une 

incubation d’une heure à 37°C, les cellules ont été lavées au PBS puis injectées par voie 

intrapéritonéale (i.p.) ou intraveineuse (i.v.) à des souris SCID-bg. L’émission de 

fluorescence a été mesurée in vivo avec un IVIS 50 avant et 1h, 3h, 24h et 72h après 
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l’injection, puis les souris ont été euthanasiées. Le foie, la rate, les intestins et les 

poumons ont été prélevés pour être testés en fluorescence. 

 

 

X.2. Modèle xénogénique sous-cutané 

 

Des souris immunodéficientes C57BL/6 Rag2-/-γc
-/- ont été injectées en sous-

cutané avec 1.106 de cellules HeLa-Luc ou Huh7-Luc. Du PBS (témoin positif de 

prolifération des cellules cibles) ou des LGM ont été co-administrés avec les cellules 

HeLa-Luc ou Huh7-Luc à des rapports effectrices:cibles allant de 30:1 à 1:1. Des 

injections d’IL-2 (106UI/kg) ont été effectuées quotidiennement pendant toute la durée 

de l’expérience. La croissance tumorale a été suivie par mesure de l’activité luciférase 

grâce à une caméra IVIS 50 (Caliper Lifesciences, Roissy, France) après une injection de 

150µl de luciférine (20mg/ml ; Caliper Lifesciences) par voie i.p. L’activité luciférase a 

été mesurée le jour de l’injection des cellules cibles en présence ou en absence des LGM 

(J0), ainsi que 3, 7 et 14 jours après. La bioluminescence, exprimée en 

photons/seconde/cm2/stéradian (p/s/cm2/sr) a été analysée par le logiciel Living Image 

3.1 (Caliper Lifesciences), et le rapport entre la bioluminescence au jour x et la 

bioluminescence à J0 a permis d’obtenir une croissance tumorale relative. 

 

 

X.3. Modèle xénogénique orthotopique 

 

Des souris SCID-bg ont été injectées par voie intrasplénique avec 1.106 de cellules 

Huh7-Luc, ce qui a permis la migration des cellules au niveau du foie. La bioluminescence 

a été déterminée quatre jours plus tard comme décrit ci-dessus. Seules les souris 

montrant une localisation des cellules Huh7-Luc, HepG2-Luc ou PLC-PRF-5-Luc au niveau 

du foie ont été sélectionnées pour l’expérience. Elles ont été injectées avec 200.106 de 

LGM dans 100µL de PBS par voie i.v. (J0) et avec de l’IL-2 (106IU/ml) de façon 

quotidienne. L’activité luciférase a été mesurée 3 et 7 jours après l’injection des LGM 

comme décrit précédemment. 

 

 

Pour l’ensemble des expériences in vivo décrites ci-dessus, l’injection des cellules 

(cellules tumorales, LGM), le suivi de la bioluminescence et l’analyse des résultats ont été 

effectués par les Drs Laurent Mailly et Dr Eric Robinet. 
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XI.  Evaluation in vitro de l’activité anti-virale des LGM 

 

XI.1. Modèle réplicon 

 

Des cellules Huh7.5.1 ont été électroporées (5 pulses, 99µsec, 820V) avec un 

réplicon VHC (génotype 2a, isolat JFH1) délété des protéines d’enveloppe E1/E2 et 

codant pour la luciférase (JFH1∆E1E2-luc). Les cellules ont été co-cultivées avec des LGM 

à des rapports effectrices:cibles (E:C) allant de 0,125:1 à 2:1, soit de façon séparée 

(« transwells » ; = absence de contacts entre effectrices et cibles) soit de façon conjointe 

dans le même puits (= présence de contacts entre effectrices et cibles). Des cellules 

Huh7.5.1 seules ont été mises en présence d’IFN-γ (100ng/ml) comme témoin positif 

d’inhibition de la réplication virale. Trois jours plus tard, les LGM, non adhérents, ont été 

éliminés par lavage, et les cellules Huh7.5.1, adhérentes, ont été lysées. L’ajout de 

luciférine a permis de mesurer l’activité luciférase qui reflète la réplication virale au sein 

des cellules Huh7.5.1. 

L’activité anti-virale des LGM activés par CD3/CD28 a également été testée à 

différents rapports E:C. 

Afin d’identifier quel facteur soluble est impliqué dans l’activité anti-virale des 

LGM, des anticorps bloquants anti-IFN-α (Abcam, Paris, France), anti-IFN-β (Abcam), 

anti-IFN-γ (eBioscience) ou un anticorps isotype (eBioscience) ont été ajoutés à une 

concentration finale de 5µg/ml pendant la co-incubation des LGM et des cellules cibles, 

en co-culture à un rapport E:C de 0,5:1 ou en transwell à un rapport E:C de 2:1.  

Aussi, l’activité anti-virale des fractions CD56- (cellules T) et CD56+ (cellules NK 

et NKT) a été testée à différents rapports E:C après avoir effectué un tri 

immunomagnétique des LGM comme décrit précédemment. Enfin, en raison du contexte 

d’immunosuppression dans lequel nous projetons d’utiliser nos LGM, la résistance de nos 

cellules à des inhibiteurs de calcineurine a été testée. Ainsi, les cellules Huh7.5.1 et les 

LGM ont été co-cultivés à un rapport E:C de 0,5:1 en présence de différentes 

concentrations de cyclosporine A (CsA) et de FK506 (Tacrolimus). 

 

Pour l’ensemble des tests, des co-cultures de LGM et de cellules Huh7.5.1 ont été 

effectuées en parallèle afin de vérifier la viabilité des cellules cibles. Pour cela, après trois 

jours de co-culture, les cellules effectrices ainsi que les cellules cibles mortes ont été 

éliminées par lavage, puis les cellules adhérentes ont été marquées au cristal violet et 

l’absorbance analysée comme décrit précédemment. 
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XI.2. Modèle VHCcc 

 

Le système de culture cellulaire pour le VHC (VHCcc) permettant la production des 

particules virales infectieuses a également été utilisé. Des cellules Huh7.5.1 ont été 

infectées avec du virus recombinant VHCcc Jc-1 exprimant la luciférase et des LGM ont 

été ajoutés, à des rapports E:C de 0,5:1 et 2:1, à différents jours post-infection. Trois 

jours après l’ajout des LGM, les cellules Huh7.5.1 ont été lysées et testées en activité 

luciférase. La viabilité des cellules Huh7.5.1 a été évaluée par marquage au cristal violet 

comme décrit précédemment. L’activité anti-virale des LGM activés par CD3/CD28 et des 

fractions CD56- / CD56+ a également été testée dans ce système à des rapports E:C de 

0,5:1 et de 2:1, ainsi que la résistance des LGM aux inhibiteurs de calcineurine CsA et 

FK506. 

 

 

XII. Prévention de l’allo-immunisation in vivo  

 

Afin d’étudier si l’immunosuppression induite par la CsA interfère in vivo avec 

l’alloréactivité des LGM, des splénocytes de souris FvB-Luc exprimant stablement la 

luciférase ont été cultivés dans du RPMI 10% SVF contenant 5µg/mL de concanavaline A 

(ConA), 500U/mL d’IL-2 et 50µM de B-mercaptoéthanol, pendant 14 jours. Dix millions 

de ces cellules ont été injectées par voie i.p. à des souris Balb/c immunocompétentes qui 

ont reçu quotidiennement soit du PBS soit de la CsA (50mg/kg) ainsi que de l’IL-2 (106 

UI/kg). La présence des cellules injectées est observée par mesure de bioluminescence in 

vivo 7 jours après l’injection, comme décrit précédemment. Parallèlement, le grade de la 

GvHD a été déterminé en aveugle deux fois par semaine, sur la base de cinq paramètres 

que sont le poids, l’intégrité de la peau, la texture du poil, l’activité et la posture des 

animaux (Cooke et al., 1996). 

 

La culture des splénocytes, leur injection, le suivi de la bioluminescence et 

l’analyse des résultats ont été réalisés par Dr Laurent Mailly. Le grade de la GvHD a été 

déterminé en aveugle par Nicolas Brignon, technicien animalier. 
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L’alloréactivité a été décrite comme un outil extrêmement puissant 

d’immunothérapie anti-tumorale dans le cadre d’allogreffes de cellules souches 

hématopoïétiques pour le traitement des hémopathies malignes (Welniak et al., 2007). 

Les LGM allogéniques exprimant le gène de toxicité conditionnelle HSV-tk constituent un 

produit de thérapie génique (PTG) efficace en terme d’activité anti-leucémique (Ciceri et 

al., 2007). Extrêmement bien caractérisé et testé en clinique chez l’homme depuis près 

de 15 ans, son innocuité a été également pu être montrée (Bonini et al., 1997; 

Tiberghien et al., 2001). L’expérience clinique dont font l’objet les LGM constitue un atout 

majeur pour leur utilisation dans le cadre d’autres indications.  

La faisabilité d’une immunothérapie cellulaire du CHC a été clairement montrée 

par l’utilisation d’un autre produit de thérapie cellulaire, les CIK. Ces cellules, utilisées en 

situation autologue, ont un effet anti-tumoral très élevé en combinaison avec les autres 

traitements du CHC actuellement disponibles (Takayama et al., 2000; Weng et al., 

2008). Cependant, les approches autologues nécessitent une production de cellules au 

« cas par cas », qui est peu rentable en termes de coût et d’accessibilité du produit à 

grande échelle. 

Notre objectif consiste à apporter la preuve de concept que les LGM allogéniques 

présentent une activité anti-tumorale qui en font un PTG intéressant pour le traitement 

du CHC, dans le but de créer une banque de LGM allogéniques « prêts-à-l’emploi ». 

 

 

 

I.  Caractérisation des LGM 

  

I.1. Sous-populations lymphocytaires 

 

Pour initier notre étude, nous avons caractérisé nos LGM d’un point de vue 

phénotypique, en utilisant les marqueurs CD3 et CD56 qui permettent de mettre en 

évidence les cellules T (CD3+ CD56-), les cellules T NK-like (CD3+ CD56+) et les cellules 

NK (CD3- CD56+). Les cellules T NK-like, que l’on désignera par « cellules NKT », sont 

des lymphocytes T qui expriment des marqueurs des cellules NK tels que le CD56 et des 

récepteurs NK. De façon similaire aux lymphocytes T classiques, elles expriment le CD3 

et sont pourvues d’un TCR α/β. Il s’agit de ne pas les confondre avec les NKT invariants 

(iNKT), qui ont un TCR formé de chaînes α et β invariantes (telles que Vα24-Jα18-Vβ11 

reconnaissant des lipides et glycolipides présentés par la molécule CD1d qui est analogue 

aux protéines du CMH-I). 

La population T est la population majoritaire au sein des LGM, suivie par les NKT 

et enfin par les NK (Tableau 4). On observe une proportion plus élevée de NKT parmi les 
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LGM que parmi les CMN, ce qui peut s’expliquer par une expansion légèrement plus 

importante des NKT par rapport aux autres sous-populations (Figure 35), ou par 

l’acquisition du CD56 par les cellules T au cours de la culture, comme cela l’a été montré 

précédemment (Kim et al., 2007; Wang et al., 2002). Les cellules NK sont plus rares 

parmi les LGM que parmi les CMN, leur expansion au cours de la culture étant plus faible 

que celle des NKT. Des immunomarquages avec des anticorps anti-TCRVα24 et anti-

TCRVβ11 ont montré que les NKT présents dans les populations Co ou LGM ne résultent 

pas de l’expansion de NKT invariants (résultats non montrés). 

En accord avec de précédentes études (Mercier-Letondal et al., 2008; Sauce et 

al., 2002), les LGM présentent un ratio CD4/CD8 inversé par rapport aux CMN. En effet, 

les lymphocytes T CD4+ sont majoritaires parmi les CMN, alors que les LGM 

comprennent davantage de lymphocytes T CD8+ (résultats non montrés). 

 

 

 

  CMN Co LGM 

T 65,5 +/- 1,8 88,1 +/- 2,2 77,3 +/- 3,2 

NKT 7,2 +/- 1,1 6,6 +/- 2,7 11,1 +/- 1,6 

NK 11,2 +/- 1,0 1,0 +/- 0,2 5,3 +/- 2,0 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

Tableau 4 : Répartition des sous-populations T, NK et NKT parmi les CMN, les Co et les LGM. 

CMN : moyenne ±SE de 15 expériences indépendantes 

Co : moyenne ±SE de 3 expériences indépendantes 

LGM : moyenne ±SE de 19 expériences indépendantes 
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Figure 35 : Expansion relative des-populations T, NK et NKT après 14 jours de culture. 

A J0 (CMN) et à J14 (LGM), une numération cellulaire au bleu trypan et un marquage CD3/CD56 ont été 

réalisés pour le calcul de l’expansion relative de chaque sous-population lymphocytaire.  

Moyenne ±SE de 13 expériences indépendantes 
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I.2. « Contrôles qualité » 

 

I.2.1. Pureté des LGM après tri immunomagnétique 

 

Le gène suicide HSV-tk est fusionné au gène codant pour le marqueur 

membranaire CD34 normalement non-exprimé par les lymphocytes adultes. Par 

conséquent, le pourcentage de cellules transduites avant et après sélection peut être 

déterminé par marquage CD34 (Figures 36A et 36B).  

Nous avons obtenu en moyenne une efficacité de transduction de 9.1±0.8% 

(moyenne ± erreur standard (ES)) et une pureté après tri immunomagnétique de 

89.4±1.2% (moyenne±ES) (n=23). Afin de s’assurer que les cellules T, NK et NKT soient 

transduites de façon équivalente, un marquage CD34 a été effectué et les pourcentages 

de cellules T, NK et NKT ont été déterminés soit dans l’ensemble de la population 

lymphocytaire (Figure 36C, barres noires), soit parmi les cellules CD34+ (Figure 36C, 

barres violettes). On observe que les pourcentages sont similaires, indiquant que les trois 

sous-populations sont transduites de manière efficace. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.2.2. Sensibilité des LGM et des sous-populations lymphocytaires au GCV 

 
L’avantage de notre approche repose sur le fait de pouvoir éliminer les LGM 

allogéniques en cas de GvHD. Nous avons testé la susceptibilité des LGM au GCV en les 

Figure 36 : Efficacité de transduction et pureté des LGM après tri immunomagnétique. 

Deux ou trois jours après transduction, un marquage CD34 a été effectué avant (efficacité de transduction, A) et 

après  (pureté des LGM, B) le tri immunomagnétique. Des co-marquages CD34 et CD3/CD56 ont été réalisés afin 

de déterminer l’efficacité de transduction de chaque sous-population lymphocytaire. 

A, B : expérience représentative de 23 expériences indépendantes  

C : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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cultivant pendant une semaine en présence de la prodrogue à 1µg/ml. Des cellules Co 

(CMN activées et cultivées en parallèle mais non-transduites et non-sélectionnées) ont 

servi de témoin négatif.  

Des numérations au bleu trypan montrent une diminution de la croissance 

cellulaire relative de plus de 95% en une semaine en présence de GCV, par rapport au 

témoin de culture sans GCV, alors que le GCV n’a pas d’effet significatif sur la croissance 

relative des Co (Figure 37A). De plus, le GCV permet d’inhiber de façon efficace la 

croissance relative des NK, NKT et T (Figure 37B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.  Propriétés fonctionnelles des LGM in vitro 

 

Afin de déterminer si l’utilisation de LGM en tant que traitement adjuvant du CHC 

constituerait une approche efficace, nous avons testé l’activité cytotoxique des LGM vis-

à-vis de différentes lignées adhérentes, des cellules HeLa (témoin positif de sensibilité à 

la lyse) et des lignées de CHC (Huh7, HepG2, SK-Hep1, PLC-PRF-5). Lors de précédentes 

Figure 37 : Sensibilité in vitro des LGM au GCV. 

Après 14 jours de culture, les LGM et les Co (A) ont été cultivés en absence ou en présence de GCV (1µg/ml). A 

J3 et à J7 après le début du traitement GCV, des numérations au bleu trypan ont été effectuées et la croissance 

cellulaire relative calculée. Après trois jours de traitement GCV, l’expression des marqueurs CD3 et CD56 par 

les LGM a été déterminée (B), permettant de calculer la croissance cellulaire relative des différentes sous-

populations lymphocytaires en présence ou en absence de GCV. L’inhibition de la croissance cellulaire relative 

par le GCV (moyenne±ES) est indiquée pour les Co, les LGM, les NK, les NKT et les T (A, B). 

A : moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 

B : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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études sur les aspects fonctionnels des LGM, il a été montré que ces cellules ont une 

alloréactivité diminuée par rapport aux CMN non manipulées en termes de réponse 

proliférative par stimulation B-EBV en MLR et de production de cytokines pro-

inflammatoires (Mercier-Letondal et al., 2008; Sauce et al., 2002). Ainsi, nous avons 

voulu tester, en parallèle du potentiel cytotoxique des LGM, la réponse proliférative et la 

production d’IL-2, d’IFN-γ et de TNF-α des LGM suite à une stimulation par les différentes 

lignées de CHC en comparaison avec une stimulation B-EBV.  

 

II.1. Activité cytotoxique 

 
Les cellules effectrices (CMN ou LGM) et les cellules cibles (HeLa ou lignées de 

CHC) ont été co-cultivées pendant 6 jours à différents rapports effectrices:cibles (E:C). 

Les résultats sont exprimés soit en pourcentage de cytotoxicité (Figure 38A), soit en 

unités lytiques 50% (UL50, Figure 38B).  

Les LGM sont hautement cytotoxiques vis-à-vis des cellules Huh7 (Figure 38A) 

ainsi qu’à l’encontre des autres lignées de CHC (Figure 38B), cette activité cytotoxique 

dépassant même celle observée vis-à-vis des cellules HeLa. La lignée HepG2 n’a pas pu 

être utilisée pour ce test en raison d’un défaut d’adhérence dans les plaques utilisées. 

Tous les tests ayant été réalisés en présence d’IL-2 (sauf indication contraire), les CMN 

ont également une activité cytotoxique importante étant donné qu’elles peuvent, dans ce 

cas, être comparées à des LAK. Elles ont cependant un potentiel de lyse très faible en 

l’absence d’IL-2 (résultats non montrés). 
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Figure 38 : Activité cytotoxique des LGM vis-à-vis de différentes lignées cellulaires.  

Les lignées cellulaires ont été co-cultivées avec des CMN ou des LGM pendant 6 jours à différents rapports 

effectrices:cibles (E:C). Les résultats sont exprimés en pourcentage de cytotoxicité (A) ou en unités lytiques 50% 

(UL50, B). Une UL50 est calculée comme l’inverse du nombre de cellules effectrices nécessaire pour lyser 50% 

des 1500 (HeLa, Huh7), 2500 (SK-Hep1) ou 20000 (PLC-PRF-5) cellules cibles, les résultats étant exprimés en 

nombre d’UL50 rapporté à 106 cellules. NT = non-testé 

A : expérience représentative de 11 expériences indépendantes 

B : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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II.2. Réponse proliférative en réaction lymphocytaire mixte 

 

D’autres aspects fonctionnels ont également été testés, et notamment la réponse 

proliférative en réaction lymphocytaire mixte (MLR). Pour cela, les cellules stimulantes 

(HeLa, B-EBV ou lignées de CHC) ont été irradiées à 60Gy et co-incubées pendant 6 jours 

avec les cellules répondantes (CMN et LGM) préalablement marquées au CFSE à un 

rapport répondantes:stimulantes (R:S) de 4:1. Le CFSE est un marqueur fluorescent qui 

se dilue dans les cellules filles au fur et à mesure des divisions cellulaires. Ainsi, la 

réponse proliférative des cellules répondantes peut être estimée par le pourcentage de 

cellules ayant un contenu en CFSE diminué (% cellules CFSE low). La lignée B-EBV a été 

utilisée en tant que témoin positif de stimulation.   

Comme attendu, les cellules B-EBV induisent une importante réponse proliférative 

des CMN et des LGM en terme de pourcentage de cellules qui se divisent (Figure 39A). En 

revanche, si l’on considère la médiane de fluorescence (MFI) qui reflète le nombre de 

divisions cellulaires, on observe que les LGM prolifèrent de façon moins importante que 

les CMN. En effet, dans cet exemple représentatif (Figure 39B), le rapport de MFI (MFI 

des cellules ayant un contenu élevé en CFSE (CFSE high) / MFI des cellules ayant un 

faible contenu en CFSE (CFSE low)) est de 115.6 pour les CMN et de 20.3 pour les LGM.  

Les lignées de CHC induisent une réponse proliférative moins importante de la 

part des CMN et des LGM par rapport aux cellules B-EBV, indiquant qu’elles sont de 

moins bonnes stimulantes (Figure 39A). 
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Figure 39 : Réponse proliférative des CMN et les LGM suite à la stimulation par 

différentes lignées cellulaires. 

Des LGM et des CMN, marqués au CFSE, ont été co-cultivés pendant 6 jours avec les différentes lignées 

cellulaires irradiées, à un rapport répondantes:stimulantes (R:S) de 4:1 et en présence d’IL-2 à 500u/ml. Les 

cellules ont ensuite été fixées et leur contenu en CFSE analysé par cytométrie en flux. 

A : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 

B : CMN (panel de gauche) et LGM (panel de droite) stimulées par B-EBV (B). Le CFSE est analysé parmi 

l’ensemble des lymphocytes. Les médianes de fluorescence (MFI) ainsi que les rapports MFI (MFI cellules CFSE 

high / MFI cellules CFSE low) sont indiqués dans chaque panel. Expérience représentative de 6 expériences 

indépendantes. 
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II.3. Production de cytokines 

 

La production d’IFN-γ, de TNF-α et d’IL-2 par les CMN et les LGM en réponse à 

une stimulation allogénique par les cellules B-EBV et par les différentes lignées de CHC a 

été quantifiée par dosage Elisa. Les cellules répondantes et stimulantes ont été co-

cultivées pendant 3 jours à un rapport R:S de 4:1 en présence (dosage IFN-γ et TNF-α) 

ou en absence (dosage IL-2) d’IL-2 avant la congélation des surnageants de culture.  

Les CMN produisent des quantités importantes d’IFN-γ, quelque soit la 

stimulation, alors que les LGM en produisent davantage lorsqu’elles sont stimulées par B-

EBV plutôt que par les autres lignées (Figure 40A). Les quantités de TNF-α produites sont 

nettement plus faibles, et sont détectables uniquement dans le cas des CMN (Figure 

40B).  

La production d’IL-2 a également été mesurée par dosage Elisa (résultats non 

montrés), mais elle n’est détectable que dans les surnageants de culture de CMN 

stimulées par B-EBV. De plus, l’IL-2 n’est pas détectable dans les surnageants de culture 

de LGM, quelque soit les lignées stimulantes utilisées. Ces résultats sont en corrélation 

avec le fait que les CMN prolifèrent davantage en réponse à une stimulation B-EBV qu’en 

réponse aux autres stimulations, et de façon plus importante que les LGM. 
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Figure 40 : Production d’IFN-γ (A) et de TNF-α (B) par les CMN et les LGM stimulés par 

différentes lignées cellulaires. 

Les LGM et les CMN ont été co-cultivés pendant 3 jours avec les différentes lignées cellulaires irradiées, à un 

rapport répondantes:stimulantes (R:S) de 4:1. Le milieu de culture a été supplémenté avec de l’IL-2 à 

500u/ml. Les surnageants de culture ont été congelés jusqu’au jour du test Elisa pour lequel ils ont été dilués 

au 1/3e. 

A, B : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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III.  Caractérisation de l’activité cytotoxique des LGM in vitro 

 
III.1. L’activation par CD3/IL-2 permet une cytotoxicité maximale 

 
Lors de la production des LGM allogéniques de grade clinique, le groupe du Pr 

Tiberghien a montré que le mode d’activation des CMN joue un rôle fondamental dans le 

potentiel alloréactif des LGM (Sauce et al., 2002). Le protocole initial était basé sur 

l’utilisation de l’anticorps monoclonal CD3 pour l’activation des cellules et de l’IL-2 tout 

au long de la culture. Cependant, ce mode d’activation s’est montré responsable d’une 

perte d’alloréactivité des LGM par rapport aux CMN en termes de réponse proliférative et 

d’induction de GvH, et d’un phénotype plus différencié. D’autres protocoles ont ainsi été 

testés afin de limiter ces altérations fonctionnelles. L’anticorps CD3 a été remplacé par 

des anticorps CD3/CD28 co-immobilisés sur billes, et l’IL-2 par de l’IL-7. Il a alors été 

montré que la combinaison CD3/CD28+IL-7 permet de limiter la perte d’alloréactivité en 

termes de réponse proliférative in vitro et d’induction de GvHD in vivo, notamment grâce 

à un phénotype plus « naïf » rejoignant celui des CMN (Mercier-Letondal et al., 2008).  

 

Au vu de ces données, nous avons voulu déterminer quel protocole d’activation et 

de culture permettrait d’acquérir la plus forte activité cytotoxique de la part des LGM. 

Pour cela, nous avons testé les quatre combinaisons suivantes : CD3+IL-2 ; 

CD3/CD28+IL-2 ; CD3+IL-7 ; CD3/CD28+IL-7. Les cellules ont été cultivées pendant 14 

jours et leur expansion relative a été calculée. De plus, l’activité cytotoxique des cellules 

cultivées a été testée vis-à-vis des lignées HeLa et Huh7 en co-cultivant les cellules 

effectrices et les cellules cibles à différents rapports E:C pendant 6 jours. 

Les cellules activées par CD3+IL-2 ou par CD3/CD28+IL-2 ont une croissance 

relative élevée, alors que celles activées par CD3/IL-7 ou CD3/CD28+IL-7 ont une 

expansion très faible (CD3/CD28+IL-7) ou même quasi-nulle (CD3+IL-7) au cours de la 

culture (Figure 41). Ainsi, l’IL-2 permet une expansion nettement plus importante que 

l’IL-7, ce qui représente un avantage considérable quant à une production de cellules à 

grande échelle.  

La combinaison CD3/IL-2 est celle qui permet la plus forte cytotoxicité, que ce soit 

vis-à-vis des cellules HeLa ou des cellules Huh7 (Figure 42). Ainsi, cette combinaison a 

été conservée pour l’ensemble des expériences qui ont suivi. 
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Figure 41 : Expansion relative des cellules cultivées CoCD3+IL-2, CoCD3/CD28+IL-2, CoCD3+IL-7 et 

CoCD3/CD28+IL-7. 

Tous les 3 ou 4 jours, une numération cellulaire au bleu trypan a été effectuée et l’expansion relative des 

cellules calculée.  

Expérience représentative de 4 expériences indépendantes 
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Figure 42 : Activité cytotoxique de cellules cultivées CoCD3+IL-2, CoCD3/CD28+IL-2, CoCD3+IL-7 et 

CoCD3/CD28+IL-7.  

Les CMN ont été activées par CD3 ou par CD3/CD28 en présence d’IL-2 ou d’IL-7 pendant 14 jours avant de 

tester leur activité cytotoxique à différents rapports E:C vis-à-vis de cellules HeLa (A) ou Huh7 (B). Des CMN 

issues du même donneur ont été testées en parallèle. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’unités 

lytiques 50% (UL50) de la condition CD3+IL-2 (C: UL50=653±145 ; D: UL50=224±109). 

A, B : moyenne±ES de 4 expériences indépendantes  
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Le phénotype des cellules cultivées pendant 14 jours selon les différents 

protocoles a été déterminé par l’analyse des marqueurs membranaires CD45RA et CD27. 

Les cellules double positives sont des cellules naïves, les cellules CD45RA- CD27+ sont 

des cellules centrales mémoires, les cellules double négatives sont des cellules mémoires 

effectrices et les cellules CD45RA+ CD27- sont des cellules effectrices. Nous avons ainsi 

montré que la combinaison CD3/IL-2 permet une expansion préférentielle de cellules 

effectrices mémoires par rapport aux CMN et aux autres combinaisons (Figure 43). Ce 

phénotype davantage différencié explique le potentiel cytotoxique élevé de ces cellules. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III.2. La transduction rétrovirale n’affecte pas la cytotoxicité des LGM 

 

Des LGM ont été produits par activation CD3+IL-2, puis leur activité cytotoxique a 

été comparée à celle de CMN et de cellules cultivées en parallèle pendant 14 jours mais 

non-transduites et non-sélectionnées (cellules « Co »).  

La cytotoxicité des LGM est similaire à celle des Co, indiquant que la transduction 

rétrovirale n’affecte pas le potentiel cytotoxique des LGM (Figure 44A). De plus, les LGM 

sont cytotoxiques dès un jour de co-culture avec les cellules cibles, alors qu’il faut 

attendre 3 jours pour avoir un effet cytotoxique des CMN (Figure 44B). Le potentiel de 

lyse des LGM est donc très élevé et rapide, indiquant que les cellules sont prêtes à 

exercer leur pouvoir cytotoxique du fait de leur activation et leur culture. 

 

 

Figure 43 : Phénotype des cellules CoCD3+IL-2, CoCD3/CD28+IL-2, CoCD3+IL-7 et CoCD3/CD28+IL-7. 

Après 14 jours de culture, l’expression des marqueurs CD45RA et CD27 par les cellules cultivées selon les 

différents protocoles a été analysée par cytométrie en flux. Les pourcentages de cellules naïves (CD45RA+ 

CD27+), centrales mémoires (CD45RA- CD27+), mémoires effectrices (CD45RA- CD27-) et effectrices 

(CD45RA+ CD27+) sont indiqués dans les quadrants correspondants.  

Expérience représentative de 4 expériences indépendantes 
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III.3. Le potentiel cytotoxique des LGM est dépendant de l’IL-2 

 

 Nous avons ensuite voulu déterminer dans quelle mesure les LGM sont 

dépendants de l’IL-2 pour exercer leurs fonctions cytotoxiques. Aussi, il fut intéressant 

de savoir si l’IL-7, qui appartient à la même famille de cytokines que l’IL-2 et qui est 

également un facteur de survie des lymphocytes, peut favoriser le potentiel de lyse des 

LGM. La cytotoxicité des LGM a ainsi été testée en présence ou en absence d’IL-2 

(500u/ml) ou d’IL-7 (20ng/ml) lors de leur co-incubation avec les cellules cibles. 

L’activité cytotoxique des LGM est maximale en présence d’IL-2, l’ajout de l’IL-7 

pendant le test de cytotoxicité résultant en une faible lyse des cellules cibles, équivalente 

à celle observée en l’absence de cytokine. Ces résultats indiquent que l’IL-2 conditionne 

le fort pouvoir cytotoxique des LGM et qu’elle ne peut être remplacée par l’IL-7 (Figure 

45). 

 

 

 

 

 

 

Figure 44 : Cytotoxicité des LGM par rapport aux CMN et Co.  

Des CMN, Co et LGM issus du même donneur ont été co-cultivés avec des Huh7 en présence d’IL-2 pendant 6 

jours (A) ou pendant 1, 3 ou 6 jours (B). Les résultats sont exprimés en pourcentage d’UL50 par rapport à la 

condition Co, J6 (A : UL50=363±236 ; B : UL50=218±64). 

A : moyenne±ES de 7 expériences indépendantes 

B : moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 
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III.4. Les LGM conservent leur activité cytotoxique pendant 28 jours de culture 

 

Il serait intéressant de maximiser la quantité de LGM produits afin d’en diminuer 

le coût de production. De ce fait, nous avons voulu évaluer si les cellules maintiennent 

leurs fonctions cytotoxiques pendant une période supérieure à 14 jours. Pour cela, les 

cellules ont été produites comme précédemment décrit mais cultivées pendant 28 jours. 

La cytotoxicité des LGM a été testée une fois par semaine, le J0 correspondant aux CMN 

non manipulées. 

L’activité cytotoxique des LGM atteint un maximum à J7, puis, malgré une 

diminution à J14, reste stable jusqu’à J28 (Figure 46).  
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Figure 45 : Activité cytotoxique des LGM en présence ou en absence d’IL-2 et d’IL-7. 

Des LGM et des cellules Huh7 ont été co-cultivés pendant 6 jours +/- IL-2 (500u/ml) ou IL-7 (20ng/ml). Les 

résultats sont exprimés en pourcentage d’UL50 par rapport à la condition avec IL-2 (UL50 : 173±58). 

Moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 

CK, cytokine 
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III.5. L’activité cytotoxique des LGM est non-restreinte par le CMH 

 

Afin d’explorer le mécanisme par lequel les LGM reconnaissent les cellules cibles, 

nous avons utilisé, lors de tests de cytotoxicité, un anticorps bloquant anti-HLA de classe 

I (anti-HLA cl.I) permettant d’empêcher la reconnaissance des cellules cibles par les LGM 

via un mécanisme mettant en jeu les molécules du CMH de classe I. Avant d’évaluer 

l’effet de l’anticorps sur la lyse des cellules cibles par les LGM, l’anticorps bloquant a été 

testé en MLR pour s’assurer de son efficacité. 

 

 

III.5.1. Validation de l’anticorps anti-HLA cl.I en MLR 

 

Des CMN ont été marquées au CFSE comme précédemment décrit. Après co-

culture avec des B-EBV irradiées, le contenu en CFSE des CMN a été analysé par 

cytométrie en flux. Les populations LTCD8+ et LTCD4+ ont été identifiées par 

immunomarquages membranaires, et l’effet de l’anticorps anti-HLA cl.I a été analysé sur 

la population LTCD8+.  

Les CMN stimulées avec des B-EBV ont une réponse proliférative très forte par 

rapport aux cellules non-stimulées (Figure 47). Le témoin isotype n’a aucun effet, alors 

que l’anticorps anti-HLA cl.I inhibe de façon très importante la réponse proliférative des 

CMN. Cet anticorps a ainsi pu être utilisé pour caractériser les mécanismes de 

reconnaissance lors de la lyse des cellules cibles par les LGM. 
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Figure 46 : Cytotoxicité des LGM après 7, 14, 21 et 28 d’expansion. 

Des LGM ont été cultivés pendant 28 jours, et testés tous les 7 jours pour leur activité cytotoxique en les co-

cultivant pendant 6 jours avec des cellules Huh7. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’UL50 par 

rapport à la cytotoxicité des LGM après 14 jours de culture (UL50 : 242±111). 

Moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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III.5.2. Effet du blocage du CMH de classe I sur la cytotoxicité des LGM 

 

L’activité cytotoxique des LGM a été testée en présence de l’anticorps anti-HLA cl.I 

pendant la co-culture avec les cellules cibles. Aucune inhibition de la cytotoxicité des LGM 

n’a pu être observée, ni avec le témoin isotype ni avec l’anticorps anti-HLA cl.I (Figure 

48). Par conséquent, nous en avons conclu que la cytotoxicité des LGM n’est pas 

restreinte par le CMH. 
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Figure 48 : Effet de l’anticorps anti-HLA de classe I sur la lyse de Huh7 par les LGM. 

L’anticorps anti-HLA cl.I ou le témoin isotype (IgG2a) ont été ajoutés (5µg/ml) pendant la co-culture de 6 

jours des LGM et des cellules Huh7. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’UL50 par rapport à la 

cytotoxicité des LGM sans anticorps (UL50 : 210±98). 

Moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 

Figure 47 : Test de l’anticorps anti-HLA de classe I en MLR. 

Des CMN ont été marquées au CFSE puis cultivées avec des cellules B-EBV irradiées pendant 6 jours, en présence 

ou en absence de l’anticorps anti-HLA cl.I (clone W6/32) ou du témoin isotype (IgG2a) à une concentration de 

5µg/ml. Les CMN ont ensuite été marquées avec les anticorps CD3, CD4 et CD8 et le contenu en CFSE des 

LTCD8+ a été analysé par cytométrie en flux. NS = non-stimulées 
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III.6. Les trois sous-populations lymphocytaires contribuent à l’activité 

cytotoxique des LGM 

 

Après avoir montré que les LGM reconnaissent les cellules cibles via un 

mécanisme indépendant du CMH, nous avons voulu déterminer quelle sous-population 

lymphocytaire (T, NK ou NKT) est impliquée dans la cytotoxicité des LGM.  

 

III.6.1. Tris immunomagnétiques 

 

 Lors d’expériences préliminaires, les cellules T CD8+ ont été isolées par déplétion 

avec un cocktail d’anticorps comprenant des anticorps CD4, CD19 et CD56. La fraction 

CD3+ CD8+ CD56- s’est révélée nettement moins cytotoxique que la fraction contenant 

les CD3+ CD4+ CD56-, CD3+ CD56+ et CD3- CD56+, indiquant que l’activité 

cytotoxique des LGM pourrait être médiée par les cellules NKT et/ou les NK (résultats non 

montrés). Par conséquent, à partir de la population de LGM totale qui comprend une 

majorité de cellules T, puis de NKT et une minorité de NK (Tableau 4), des tris 

immunomagnétiques permettant d’isoler les trois sous-populations ont été effectués et 

l’activité cytotoxique de chaque fraction a été testée en parallèle de celle des LGM non 

triés. Lors des 4 expériences indépendantes, nous avons obtenu des puretés de 

89.7±5.8% (moyenne±ES), 96.5±1.3% et 87.1±4.7% pour les fractions T, NK et NKT, 

respectivement. 

Nous avons alors pu montrer que les cellules T sont faiblement cytotoxiques par 

rapport aux cellules NKT et NK, ces dernières exerçant une activité cytotoxique 

extrêmement élevée (Figure 49).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 49 : Potentiel cytotoxique des sous-populations lymphocytaires T, NKT et NK. 

Les cellules T (CD3+ CD56-), NK (CD3- CD56+) et NKT (CD3+ CD56+) ont été purifiées par tri 

immunomagnétique et testées pour leur activité cytotoxique vis-à-vis des cellules Huh7. Les résultats sont 

exprimés en pourcentage d’UL50 par rapport à la cytotoxicité des LGM non-triés (UL50 : 154±33).  

Moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 
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III.6.2. Test d’attachement 

 

Des différences quantitatives et qualitatives ont pu clairement être observées 

(Tableau 4 et Figure 49) ; en effet, les cellules T sont les plus représentées au sein des 

LGM et sont les moins cytotoxiques, les cellules NKT ont une fréquence au sein des LGM 

et une activité cytotoxique intermédiaires, et enfin les cellules NK sont très minoritaires 

au sein des LGM et possèdent le potentiel cytotoxique le plus important. Ainsi, il fut 

intéressant d’étudier la contribution relative de chaque sous-population lymphocytaire 

dans la cytotoxicité totale des LGM. Pour cela, les LGM ont été co-incubés pendant 4h 

avec des Huh7 préalablement marquées au CFSE à un rapport E:C de 10:1, puis les LGM 

ont été marqués avec les anticorps CD3 et CD56. Le pourcentage de cellules T, NK et 

NKT positives pour le CFSE, donc liées aux cellules cibles, a été déterminé par cytométrie 

en flux.  

La plupart des cellules liées aux cellules cibles sont les cellules NKT, suggérant 

qu’elles jouent un rôle important dans la lyse des cellules Huh7 par les LGM (Figure 50). 

Une analyse inverse des résultats a également été effectuée, à savoir la détermination du 

pourcentage de cellules CFSE+ au sein des différentes sous-populations lymphocytaires : 

ce sont les cellules NK et les NKT qui sont le plus fréquemment liées au cibles (résultats 

non montrés), ce qui est en accord avec les résultats de cytotoxicité des différentes 

fractions purifiées (Figure 49B).  
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Figure 50 : Attachement des sous-populations lymphocytaires aux cellules cibles. 

Les LGM ont été co-incubés pendant 4h avec des cellules Huh7 marquées au CFSE à un rapport E:C de 10:1, 

puis le pourcentage de cellules T, NK et NKT au sein de la population totale de LGM (C, gauche) ou dans la 

fenêtre CFSE+ (C, droite) a été déterminé, ce dernier représentant le pourcentage de chaque sous-population 

lymphocytaire liée aux cellules cibles.  

Expérience représentative de 4 expériences indépendantes 
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III.6.3. Test de cytotoxicité par marquage membranaire du CD107a 

 

Nous avons ensuite réalisé un test plus pertinent pour évaluer la contribution 

relative des différentes sous-populations lymphocytaires à l’activité cytotoxique des LGM. 

Le marqueur CD107a est exprimé à la surface des lymphocytes lorsque ces cellules 

produisent des granules cytotoxiques (granzyme, perforine) ; en réalisant un co-

marquage CD3/CD56/CD107a, nous avons pu identifier les cellules T, NK et NKT qui 

dégranulent lors de leur co-incubation avec des cellules Huh7 pendant 4h à 37°C. 

Comme témoin positif de dégranulation, des CMN ont été activées quatre jours avant le 

test avec 1000u/ml d’IL-2 afin de produire des cellules LAK. Des cellules K562 ont été 

utilisées comme témoin positif de stimulation.   

Le pourcentage de cellules positives pour le CD107a parmi la population totale est 

relativement faible (Figure 51A). On constate cependant que les LAK dégranulent de 

façon plus importante que les LGM, et d’autant plus quand elles sont mises en présence 

de K562 (Figure 51A). Dans le cas des LAK, près de 50% des NK dégranulent avec 

stimulation K562, et environ 20% avec stimulation Huh7 (Figure 51B). Les cellules NKT 

répondent de façon plus faible, alors que la réponse des cellules T est pratiquement 

nulle. Ces résultats sont en corrélation avec le fait que, dans ces conditions de 

cytotoxicité non-MHC restreinte, les cellules NK sont les cellules ayant le potentiel 

cytotoxique le plus élevé, principalement via le relarguage de granules cytotoxiques. Si 

l’analyse inverse est effectuée, à savoir le pourcentage de chaque sous-population parmi 

les cellules CD107a positives, on constate que la majorité des cellules qui dégranulent 

sont à la fois les cellules T et les cellules NK (Figure 51C).  

Compte tenu du potentiel cytotoxique de chaque sous-population et de leur 

répartition relative au sein des LGM, nous pouvons déduire que les trois sous-populations 

participent à l’activité cytotoxique des LGM. 

 

III.7. Mécanismes impliqués dans la lyse des cellules cibles par les LGM 

 

Le pourcentage de cellules positives pour le CD107a parmi l’ensemble de la 

population de LGM étant particulièrement faible, nous avons supposé que d’autres 

mécanismes entrent en jeu dans la lyse des cellules cibles par les LGM. Afin de les 

identifier, l’activité cytotoxique des LGM à l’encontre des cellules Huh7 a été évaluée en 

présence des anticorps bloquants anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-FasL ou anti-TRAIL, seuls 

ou en combinaison. Un anticorps isotype a été utilisé comme témoin négatif d’inhibition 

de la cytotoxicité. En présence des combinaisons anti-IFN-γ/anti-TNF-α et anti-FasL/anti-
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TRAIL, on observe une inhibition de 31.0±8.9% (moyenne±ES) et de 36.2±17.2%, 

respectivement (Figure 52). Les cytokines IFN-γ et TNF-α semblent ainsi jouer un rôle 

dans la lyse des cellules cibles, ainsi que la molécule TRAIL.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 51 : Test de cytotoxicité par marquage membranaire du CD107a.   

Des LGM ou des Lymphokine-Activated Killer cells (cellules LAK = PBMC activées pendant 4 jours en IL-2 à 

1000u/ml) ont été co-incubés avec des K562 ou des Huh7 pendant 4h à 37°C à un rapport E:C de 4:1. 

L’anticorps anti-CD107a-PE a été ajouté pendant la co-incubation des cellules effectrices et des cellules cibles. 

Le milieu a été supplémenté avec du Golgi Stop (4µl pour 6.106 cellules) et de la brefeldine A (10µg/ml), une 

heure après l’initiation de la co-culture. L’expression du CD107a et des marqueurs CD3 et CD56 par les LGM et 

les LAK a ensuite été analysée par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules CD107a positives a été 

analysé au sein de la population totale (A) ou au sein de chaque sous-population lymphocytaire (B). 

Inversement, la répartition des sous-populations de LGM parmi les cellules CD107a-positives a été analysée(C).  

A, B, C : moyenne±ES de 5 expériences indépendantes  
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III.8. Les LGM sont similaires aux « Cytokine-Induced Killer cells » 

 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que nos cellules pourraient être similaires à 

un autre produit de thérapie cellulaire testé en clinique pour le traitement du CHC, les 

« Cytokine-Induced Killer cells ». Il s’agit de cellules également issues de l’expansion de 

CMN, mais utilisées de façon autologue, qui ont un fort pouvoir cytotoxique contre des 

tumeurs solides médié par les NKT et non-restreint par le CMH. Nous avons voulu 

déterminer dans quelle mesure nos LGM peuvent être assimilés aux CIK pour lesquelles 

l’expérience clinique est déjà importante. Dans ce but, nous avons comparé le phénotype 

CD3/CD56 et l’activité cytotoxique de Co produites dans les mêmes conditions que les 

LGM, à ceux de cellules activées selon trois différents protocoles décrits dans la 

littérature (Ayello et al., 2009; Olioso et al., 2009; Weng et al., 2008).  

Les fréquences des cellules T, NK, et NKT sont similaires quelque soit le protocole 

utilisé, et la cytotoxicité des cellules CIK est équivalente à celle des Co (Figure 53). Au vu 

de ces résultats, nous pouvons ainsi considérer nos LGM comme des CIK génétiquement 

modifiées et utilisées de façon allogéniques.  
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Figure 52 : Effet des anticorps bloquants anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-FasL et anti-TRAIL. 

L’activité cytotoxique des LGM vis-à-vis des cellules Huh7 a été testée en présence d’un anticorps isotype ou 

des anticorps bloquants anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-FasL ou anti-TRAIL (10µg/ml). Des combinaisons 

d’anticorps anti-IFN-γ/anti-TNF-α et anti-FasL/anti-TRAIL ont été réalisées. Les résultats sont exprimés en 

pourcentage d’UL50 par rapport à la cytotoxicité des LGM en présence du témoin isotype (UL50 : 1118,5±397). 

Moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 
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IV.  Activité cytotoxique des LGM in vivo 

 

IV.1. Modèle sous-cutané 

 

La cytotoxicité des LGM in vivo a tout d’abord été testée dans un modèle de 

tumeur sous-cutanée. Des cellules HeLa ou Huh7 exprimant la luciférase (HeLa-Luc et 

Huh7-Luc) et des LGM ont été co-injectés en sous-cutané à des souris immunodéficientes 

Rag2-/-γc
-/- à différents rapports E:C. La croissance tumorale a été suivie en 

bioluminescence in vivo.  

Un effet cytotoxique dose-dépendant envers les HeLa-Luc et les Huh7-Luc a pu 

être observé, dès les plus faibles rapports E:C testés (1:1), puisqu’une croissance 
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Figure 53 : Pourcentage des sous-populations lymphocytaires (A) et activité cytotoxique 

(B) des Co et des CIK générées selon différents protocoles. 

L’activation et l’expansion des CMN pour la production des CIK ont été effectués selon trois protocoles :  

- Protocole n°1 (P1) : activation avec IFN-γ (100u/ml), ajout 24h plus tard de l’anticorps CD3 (10ng/ml),    

  puis expansion en IL-2 (Olioso et al., 2009) 

- Protocole n°2 (P2) : activation avec IFN-γ (100u/mL), ajout 24h plus tard de l’anticorps CD3 (10ng/mL), d’IL-

2 (500u/mL) et d’IL-1 (100u/mL), puis expansion avec IL-2 (Weng et al., 2008) 

- Protocole n°3 (P3) : activation avec l’anticorps CD3 (10ng/mL), IL-2 (500u/mL), IL-7 (20u/mL) et IL-15    

  (20u/mL), puis expansion avec IL-2, IL-7 et IL-15 (Ayello et al., 2009) 

Le pourcentage de cellules T (blanc), NK (gris foncé) et NKT (gris clair) au sein des CIK produites selon les 

différents protocoles a été analysé par cytométrie en flux et comparé au phénotype des Co (A), puis l’activité 

cytotoxique des cellules CIK et Co vis-à-vis de cellules Huh7 a été évaluée (B). Les résultats sont exprimés en 

pourcentage d’UL 50 par rapport à la cytotoxicité des Co (UL 50 : 200±48). 

A, B : moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 
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relative inférieure à 1 indique une régression tumorale (Figure 54C,D). Dans le cas des 

cellules Huh7, on observe cependant un échappement tumoral 7 et 14 jours après 

l’injection des cellules (Figure 54D). Des doses plus importantes de LGM (rapport E:C = 

30:1) permettent une régression tumorale (Figure 54A,B) chez la plupart des souris 

traitées (Figure 54E,F). 

 

 

IV.2. Modèle orthotopique 

 

IV.2.1. Les LGM migrent préférentiellement dans le foie après injection intraveineuse 

 

Des expériences préliminaires ont été menées afin de déterminer le mode 

d’injection des LGM permettant une localisation de ces cellules au niveau du foie. Pour 

cela, des LGM ont été marqués avec un marqueur fluorescent, le DiR, et administrés par 

voie i.v. (en rétro-orbital) ou i.p. 

La fluorescence des LGM est détectée dès 3h après l'injection (Figure 55A) et 

jusqu’à 72h (Figure 55C,D), principalement dans le foie et dans une moindre mesure 

dans la rate, les poumons et l'intestin dans le cas de l’injection i.v. (Figure 55B,E,F et 

résultats non montrés), alors que, après l’injection i.p., les LGM ont été détectés dans 

l'intestin, la rate et le foie, mais avec une plus faible émission de fluorescence hépatique 

qu’après l’injection i.v. (Figure 55B et résultats non montrés). L’administration des LGM 

par voie i.v. est donc la plus appropriée pour obtenir une migration préférentielle des 

cellules au niveau du foie.   
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Rapport E :C 

*** *** 

*** 

*  * 

*** 

* 

*** 

** * 
* * ** 

** 

A B 

  

 HeLa HeLa + LGM   Huh7 Huh7 + LGM 

J0 

J7 

J0 

J7 

Figure 54 : Cytotoxicité des LGM in vivo. 

Des cellules HeLa (A, C, E) ou Huh7 (B, D, F) exprimant la luciférase ont été injectées par voie sous-cutanée à 

des souris C57Bl/6 Rag2-/-γc
-/- en l'absence ou en présence de différentes quantités de LGM. La 

bioluminescence des cellules cibles est montrée au moment de l'injection (J0) ou sept jours plus tard (J7) pour 

les souris témoins injectées avec les cellules cibles seules et pour les souris injectées avec les cellules cibles et 

des LGM à un rapport E:C de 30:1. Comme témoin négatif de bioluminescence, une souris n’a reçu aucune 

cellule (Ctrl) (A, B). La croissance tumorale relative des cellules HeLa (C) et Huh7 (D) a été évaluée 4 (barres 

blanches), 7 (barres gris clair) et 14 jours (barres gris foncé) après injection des LGM. Le pourcentage de 

souris avec une progression tumorale a également été évalué 4, 7, et 14 jours après la co-injection des LGM 

avec les cellules HeLa (E) et Huh7 (F). Les résultats sont issus de deux expériences indépendantes avec trois 

souris par groupe. *: P <0,05 par rapport au groupe témoin sans injection de LGM (C, D: test t de Student; E, 

F: test du chi carré). 
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24h 72h 

Figure 55 : Localisation des LGM après injection par voies i.p. et i.v. 

Des LGM (100.106) marqués au DiR ont été administrés à des souris SCID-bg par injection i.v. (rétro-orbitale) 

ou i.p. (A,B). L’émission de fluorescence a été mesurée 3h (et 24h, résultats non montrés) après l’injection 

(A), puis le foie a été prélevé pour mesurer leur émission de fluorescence (B). Des LGM (150.106) ont été 

administrés à des souris SCID-bg par injection i.v. (rétro-orbitale) et l’émission de fluorescence a été mesurée 

1, 24 et 72h plus tard (C,D). Le foie (F), la rate (R), les intestins (I) et les poumons (P) ont été prélevés et 

testés à 72h en émission de fluorescence (E,F). 
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IV.2.2. Les LGM ont une activité anti-tumorale in vivo 

 
 

Des cellules Huh7 exprimant la luciférase ont été injectées dans la rate de souris 

SCID-bg, afin de permettre leur migration au niveau du foie par la veine splénique. 

Quatre jours plus tard, les souris ont été injectées avec des LGM ou du PBS comme 

témoin négatif. La bioluminescence in vivo de la tumeur a été réalisée juste avant 

l’administration i.v. des LGM, ainsi que trois et sept jours après l'injection afin d’évaluer 

la croissance tumorale.  

La croissance tumorale a été ralentie chez les souris ayant été administrées avec 

des LGM par rapport aux souris témoins (Figure 56B), certaines souris ayant même 

éliminé la quasi-totalité des cellules tumorales (Figure 56A). Par ailleurs, une progression 

tumorale a été observée chez 100% des souris témoins, alors que cela n’a été le cas 

chez seulement 50% (J3 après l’injection des LGM) et 38% (J7 après l’injection des LGM) 

des souris traitées (Figure 56C). Aucun effet secondaire n’a par ailleurs été constaté chez 

les souris traitées avec des LGM. 
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V.  Résistance des LGM à la cyclosporine 

 
 

L’allo-immunisation du système immunitaire du receveur à l’encontre des LGM 

constitue une limitation majeure de notre approche, c’est pourquoi un conditionnement 

immunosuppresseur est nécessaire pour éviter le rejet des LGM. L’activité cytotoxique 

des LGM et des CMN a été testée in vitro en présence d’une dose réponse de cyclosporine 

A (CsA), inhibiteur de calcineurine.  

 

J0 J3 J7 J0 J3 J7 

PBS LGM A 

Figure 56 : Effet anti-tumoral des LGM. 

Des cellules Huh7 (106) exprimant la luciférase (Huh7-Luc) ont été injectées par voie intrasplénique chez des 

souris SCID-bg qui ont été testées en bioluminescence 4 jours plus tard pour vérifier la localisation hépatique 

des Huh7-Luc. Les LGM (200.106) ont alors été administrés (J0) par voie rétro-orbitale (A), et du PBS a été 

injecté comme témoin négatif (B). La croissance tumorale a été mesurée 3 et 7 jours après l’injection des LGM 

(A,B) et le pourcentage de souris avec progression tumorale a été estimé (C). 

A : expérience représentative de 3 expériences indépendantes 

B, C : moyenne±ES de 3 (J3) ou 2 (J7) expériences indépendantes 
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La cytotoxicité des CMN est inhibée par la CsA alors que celle des LGM n’est pas 

altérée, indiquant que les LGM sont résistants à la cyclosporine du fait de leur culture 

(Figure 57A).  

La résistance des cellules cultivées a également été montrée in vivo ; des 

splénocytes issus de souris FvB transgéniques pour la luciférase ont été cultivés de façon 

similaire aux LGM humaines et utilisés comme source de lymphocytes allogéniques. Les 

splénocytes ont été injectés à des souris receveuses Balb-c avec de la CsA (Figure 57B, 

droite) ou du PBS (Figure 57B, gauche). En l’absence de CsA, les splénocytes cultivés 

sont rejetés par le système immunitaire de la souris receveuse, et n’induisent donc pas 

de GvHD. Au contraire, en présence de CsA, le système immunitaire des souris 

receveuses est inhibé ce qui conduit au non-rejet des splénocytes qui induisent une 

GvHD, l’alloréactivité étant utilisée ici comme critère d’évaluation de la fonctionnalité des 

LGM. Ceci démontre bien la résistance des cellules cultivées à la CsA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

                                            

 

 

Figure 57 : Effet de la cyclosporine A sur l’activité cytotoxique des LGM in vitro (A) et sur 

leur potentiel d’induction de GvHD (B). 

L’activité cytotoxique des CMN et des LGM vis-à-vis de cellules Huh7 a été déterminée après 6 jours de co-

culture à un rapport E:C de 40:1, en présence d’une dose-réponse de CsA (A). 

Des splénocytes de souris FvB transgéniques pour la luciférase ont été activés par de la concanavaline A (5 

µg/ml), du β-mercaptoéthanol (50µM) et de l’IL-2 (500 UI/ml) et cultivés pendant 14 jours. Dix millions de 

cellules ont été administrées en i.p. à des souris Balb-c avec ou sans CsA. Des injections quotidiennes d’IL-2 

ont été effectuées, et le grade de GvHD a été déterminé en aveugle deux fois par semaine. La présence des 

splénocytes exprimant la luciférase a été mise en évidence par analyse de la bioluminescence sept jours après 

l’administration des cellules. 

A : expérience représentative de 4 expériences indépendantes 

B : expérience représentative de 4 expériences indépendantes 

± ±Grade GvHD : 0.7 ± 0.3 Grade GvHD : 3.7 ± 0.3 
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I.  Les LGM ont une activité anti-virale vis-à-vis du VHC 

 

Dans le cadre de l’étude menée par Ohira et al., des lymphocytes hépatiques du 

greffon ont été isolés au moment de la transplantation hépatique, activés par CD3+IL-2 

et réinjectés au patient de manière autologue trois jours plus tard (Ohira et al., 2009). Il 

a été constaté de façon très intéressante que l’administration de ces lymphocytes issus 

du greffon hépatique induisait une diminution importante de la charge virale chez des 

patients VHC+ transplantés (4 patients sur 7). L’ARN viral est devenu indétectable chez 

deux d’entres eux. Les patients répondeurs présentaient une charge virale avant greffe 

inférieure à celle des patients non-répondeurs, indiquant que l’effet thérapeutique des 

cellules injectées est dépendant de la charge virale. Le greffon étant déjà réinfecté au 

moment de l’administration des cellules (trois jours post-greffe), une immunothérapie 

plus précoce, au moment de la transplantation par exemple, serait ainsi nettement plus 

efficace. Pour cela, des cellules prêtes-à-l’emploi telles que nos LGM seraient nécessaires.   

 

Au vu de ces données, nous avons voulu déterminer si nos LGM pouvaient avoir 

une activité anti-virale vis-à-vis du VHC. Nous avons testé l’activité anti-virale des LGM 

en utilisant d’une part le système réplicon qui reflète la réplication virale uniquement, et 

d’autre part le système VHCcc qui permet la production de particules virales infectieuses. 

Des cellules Huh7.5.1. ont été électroporées avec un réplicon subgénomique exprimant la 

luciférase ou infectées avec du VHCcc (clone Jc-1) codant la luciférase, puis les LGM ont 

été ajoutés 4 heures plus tard. Après trois jours de co-incubation, la réplication virale et 

la production de particules virales infectieuses, avec ou sans LGM, ont été quantifiées par 

mesure de l’activité luciférase. L’activité anti-virale des LGM en système réplicon a été 

testée en co-culture et en transwell (pas de contact entre les cellules Huh7.5.1 et les 

LGM). En parallèle de chaque test, une co-culture de LGM et de cellules Huh7.5.1 

pendant trois jours a permis de contrôler la survie des cellules cibles par coloration au 

cristal violet. 

Les LGM inhibent de façon dose dépendante la réplication virale (Figure 58A) et la 

production de particules virales infectieuses (Figure 59A). Cet effet est obtenu à de 

faibles rapports E:C (<1:1) pour lesquels aucune cytotoxicité vis-à-vis des cellules cibles 

n’est observée (Figures 58B et 59B), ce qui suggère que l’administration in vivo d’une 

faible quantité de LGM serait suffisante pour obtenir un effet anti-viral efficace tout en 

limitant leur hépatotoxicité. Au rapport E:C de 2:1, l’effet anti-viral des LGM est similaire 

à celui de l’IFN-γ, témoin positif d’inhibition de la réplication virale (inhibition > 3 log) 

(Figure 58A). L’effet anti-viral des LGM est plus important quand les cellules sont 

ajoutées le jour de l’infection, plutôt qu’un, deux ou trois jours plus tard (Figure 59A). 
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L’activité anti-virale des LGM est similaire à celle des cellules témoins Co (cellules 

cultivées en parallèle pendant 14 jours mais non transduites et non sélectionnées), 

indiquant que la transduction rétrovirale n’affecte pas le potentiel anti-viral des LGM. Par 

ailleurs, l’ajout d’IL-2 pendant les trois jours de co-incubation des LGM et des cellules 

Huh7.5.1 est nécessaire pour la survie des LGM et donc pour un effet anti-viral élevé 

(Figure 58A et 58C). L’IL-2 seule (rapport E:C = 0:1) n’a aucun effet sur la réplication 

virale (Figure 58A). 

 En système transwell, on observe également une inhibition de la réplication virale 

bien qu’elle soit moins importante qu’en co-culture. Cela suggère que les contacts 

cellulaires entre LGM et cellules infectées ne sont pas indispensables pour l’inhibition de 

la réplication virale, et que des facteurs solubles sont de ce fait très probablement 

impliqués dans l’activité anti-virale des LGM. 
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Figure 58 : Activité anti-virale des LGM en co-culture et en transwell, et viabilité des 

cellules cibles (modèle réplicon).  

Des LGM ou des Co (cellules cultivées non transduites et non sélectionnées) ont été co-incubés pendant trois 

jours avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec de l’ARN JFH1∆E1E2-Luc, à différents rapports 

effectrices:cibles, en présence ou en absence d’IL-2, en co-culture (Co-c, contacts cellulaires) (A) ou en 

transwell (Tw, absence de contacts cellulaires) (C). L’activité luciférase a ensuite été mesurée, reflétant la 

réplication virale au sein des cellules Huh7.5.1. L’ajout d’IFN-γ a été utilisé comme contrôle positif d’inhibition 

de la réplication. La survie des cellules Huh7.5.1 a été analysée par co-culture avec les LGM ou les Co pendant 

trois jours, avant coloration des cellules cibles résiduelles au cristal violet (B).  

A, B, C : moyenne±ES de 4 ou 5 expériences indépendantes 
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Par la suite, nous avons voulu déterminer l’impact du remplacement de l’anticorps 

monoclonal CD3 par les anticorps CD3/CD28 co-immobilisés sur billes pour l’activation 

des LGM sur l’activité anti-virale des LGM. Pour cela, nous avons testé l’activité anti-

virale de LGM activés par CD3+IL-2 ou par CD3/CD28+IL-2, avec les systèmes réplicon 

et VHCcc en contrôlant la viabilité des Huh7.5.1.  

L’inhibition de la réplication virale par les LGM activés par CD3/CD28 est aussi 

efficace que celle induite par les LGM activés par CD3, que ce soit en système réplicon ou 

en VHCcc (Figure 60A et 60C). De même, la cytotoxicité des LGM suite aux deux modes 

d’activation est comparable. Nous avons choisi de conserver le mode d’activation CD3 

pour l’ensemble des expériences qui ont suivi. 

 

 

 

 

 

 

Figure 59 : Activité anti-virale des LGM et viabilité des cellules cibles (modèle VHCcc).  

Des cellules Huh7.5.1 ont été infectées ou non avec du VHCcc Jc-1-luc, puis des LGM ont été ajoutés à 

différents jours post-infection, à des ratios E:C de 0,5:1 et 2:1 (A). Après trois jours de co-culture, la 

production de particules virales par les cellules Huh7.5.1 a été analysée par révélation de leur activité 

luciférase. Parallèlement, la survie des cellules Huh7.5.1 a été estimée par marquage au cristal violet par 

rapport aux cellules Huh7.5.1 infectées sans LGM (B). 

A, B : moyenne±ES de 3 expériences indépendantes 

NI = cellules Huh7.5.1 non-infectées 
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Figure 60 : Activité anti-virale des LGM activés par les anticorps CD3/CD28 co-

immobilisés sur billes 

Des LGM activés par l’anticorps monoclonal CD3 ou par les anticorps CD3/CD28 co-immobilisés sur billes ont 

été incubés pendant 3 jours avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec de l’ARN JFH1∆E1E2-Luc (A, B), ou 

avec des cellules Huh7.5.1 infectées par VHCcc (C, D) à un rapport E:C de 0,5:1 ou de 2:1. L’activité luciférase 

(A, C) et la survie des cellules cibles (B, D) ont été analysées.  

A, B : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 

C, D : moyenne±ES de 3 expériences indépendantes 
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II.  Caractérisation de l’activité anti-virale des LGM 

 

II.1. L’activité anti-virale des LGM est principalement médiée par l’IFN-γ 

 

L’activité anti-virale des LGM s’observe aussi bien en co-culture directe (Co-c) 

qu’en système transwell (Tw) (Figure 58A,C) suggérant l’implication d’un ou de plusieurs 

facteur(s) soluble(s). Des anticorps bloquants anti-IFN-γ, anti-IFN-α ou anti-IFN-β ont 

été ajoutés pendant la co-culture directe des LGM et des cellules cibles à un rapport E:C 

de 0,5:1 (Figure 61A) ou en système transwell à un rapport E:C de 2:1 (Figure 61B).  

L’anticorps bloquant anti-IFN-γ réverse l’inhibition de la réplication virale, en co-

culture et en transwell, alors que les anticorps anti-IFN-α et anti-IFN-β ou le témoin 

isotype sont sans effet (Figure 61). Ces résultats indiquent que l’activité anti-virale des 

LGM est due essentiellement à une production d’IFN-γ. 

 
 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figure 61 : Effet des anticorps bloquants anti-IFNs sur l’activité anti-virale des LGM en 

co-culture et en transwell (modèle réplicon).  

Des LGM ont été co-incubés avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec de l’ARN JFH1∆E1E2-Luc pendant 3 

jours, en co-culture (A) à un rapport E:C de 0,5:1 ou en transwell (B) à un rapport E:C de 2:1, en présence ou 

en absence d’anticorps bloquants anti-IFN-α, anti-IFN-β, anti-IFN-γ ou la combinaison des trois anticorps avec 

l’ajout d’un anticorps isotype comme témoin négatif. Tous les anticorps ont été utilisés à une concentration de 

5µg/ml.  

A, B : moyenne±ES de 3 expériences indépendantes. 
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II.2. Les cellules CD56+ (NK et NKT) participent davantage à l’activité anti-

virale des LGM  

 

Nous avons ensuite voulu déterminer quelle population lymphocytaire est 

responsable de l’activité anti-virale des LGM. Pour cela, nous avons trié les LGM en sous-

population CD56+ (contenant les cellules NK, CD3- CD56+, et NKT, CD3+ CD56+) et 

CD56- (contenant les lymphocytes T CD3+ CD56-). L’effet anti-viral de ces fractions a 

été testé en dose-réponse et comparé à celui des LGM non triés, en système réplicon 

(Figure 62A) et en système VHCcc (Figure 62C). La survie des cellules Huh7 a été 

contrôlée par coloration des cellules cibles au cristal violet (Figure 62B,D).  

L’inhibition de la réplication virale et la production de particules virales 

infectieuses est plus importante avec les cellules CD56+ qu’avec les cellules CD56-. En 

système réplicon, on observe que les cellules CD56+ sont plus cytotoxiques que les 

cellules CD56- (en accord avec les résultats obtenus lors de l’étude portant sur la 

cytotoxicité des LGM décrite précédemment) aux rapports E:C de 2:1 et 1:1. A de plus 

faibles rapports E:C, les cellules CD56+ ont un potentiel anti-viral plus élevé que les 

cellules CD56- mais sans être plus cytotoxiques. Dans le cas du système VHCcc, 

l’inhibition de l’infection est plus élevée avec les cellules CD56+, sans que l’on observe de 

cytotoxicité envers les cellules cibles quelque soit le rapport E:C testé (0.5:1 et 2:1). Ces 

résultats suggèrent que l’activité anti-virale des LGM est davantage médiée par les 

cellules CD56+ (Figure 62). 

 

 

II.3. L’activité anti-virale des LGM n’est pas inhibée par les inhibiteurs de 

calcineurine 

 

L’indication majeure de l’utilisation de nos LGM est la prévention de la réinfection 

du greffon chez des patients transplantés hépatiques chroniquement infectés par le VHC. 

Ces patients étant sous conditionnement immunosuppresseur afin d’empêcher le rejet du 

greffon par leur système immunitaire, nous avons voulu tester l’activité anti-virale de nos 

LGM en présence de drogues immunosuppressives afin de déterminer si les cellules y 

sont résistantes, comme elles le sont en terme d’activité cytotoxique. 

Une dose-réponse de CsA et de FK506 a été réalisée lors de la co-incubation des 

LGM et des cellules cibles, en système réplicon et en système VHCcc. Quelque soit le 

système, l’activité anti-virale des LGM n’est pas inhibée par la CsA (Figure 63A) ni par le 

FK506 (Figure 63B). Un effet anti-viral de la CsA seule est observé, alors que cela n’est 

pas le cas pour le FK506. Les deux inhibiteurs de calcineurine n’altèrent pas la viabilité 

des cellules Huh7.5.1 (résultats non montrés). 
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Figure 62 : Activité anti-virale des LGM CD56- et des CD56+ (modèles réplicon et 

VHCcc).  

Après 14 jours de culture, des LGM ont été marqués avec un anticorps CD56-PE puis avec des billes anti-PE et 

sélectionnés par tri immunomagnétique. L’enrichissement des fractions CD56- et CD56+ a été déterminé par 

immunomarquage et analysé par cytométrie en flux. Des LGM non triés et les fractions positives et négatives 

ont été co-cultivés en dose-réponse pendant 3 jours avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec de l’ARN 

JFH1∆E1E2-Luc (A, B), ou avec des cellules Huh7.5.1 infectées par VHCcc (C, D) à un rapport E:C de 0,5:1 ou 

de 2:1. L’activité luciférase (A, C) et la survie des cellules cibles (B, D) ont été analysées.  

A, B : moyenne±ES de 3 expériences indépendantes 

C, D : moyenne±ES de 6 (rapport E:C de 0,5:1) ou de 3 (rapport E:C de 2:1) expériences indépendantes  
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Figure 63 : Effet des inhibiteurs de calcineurine CsA et FK506 sur l’activité anti-virale 

des LGM.  

Des LGM ont été co-cultivés pendant 3 jours avec des cellules Huh7.5.1 électroporées avec de l’ARN 

JFH1∆E1E2-Luc (A, B), ou avec des cellules Huh7.5.1 infectées par VHCcc (C, D) à un rapport E:C de 0,5:1, en 

présence de concentrations croissantes de CsA (A, C) ou de FK506 (B, D). Les cellules Huh7.5.1 ont également 

été cultivées en présence de CsA ou de FK506 en l’absence de LGM (milieu supplémenté avec de l’IL-2). 

A, B : moyenne±ES de 4 expériences indépendantes 

C, D : moyenne±ES de 6 expériences indépendantes 
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L’infection par le virus de l’hépatite C (VHC) représente un problème majeur de 

santé publique, d’une part en raison de sa haute prévalence - environ 170 millions de 

personnes infectées dans le monde -, et d’autre part du fait de la sévérité de ses 

complications. Le traitement standard, associant le (PEG-IFN)-α et la ribavirine, se limite 

par une efficacité modérée (chez seulement 50% des patients traités), des effets 

secondaires très importants conduisant fréquemment à des arrêts prématurés du 

traitement, et des coûts élevés. Récemment, deux inhibiteurs de protéase (telaprevir et 

boceprevir) ont reçu une autorisation temporaire d’utilisation en France ; associés au 

traitement par (PEG-IFN)-α et ribavirine, ils permettent de guérir un plus grand nombre 

de patients, parfois en réduisant la durée du traitement et donc en limitant les effets 

secondaires (McHutchison et al., 2010; Susser et al., 2009). Cependant, des résistances 

à ces molécules ont déjà été mises en évidence (Pawlotsky, 2011) et le coût de ces 

traitements reste élevé, c’est pourquoi le développement de nouvelles approches 

thérapeutiques sont nécessaires.  

Le carcinome hépatocellulaire (CHC) est une complication grave de l’infection par 

le VHC survenant chez 1 à 4 % des patients, dans la plupart des cas sur foie cirrhotique. 

Il s’agit d’un cancer de mauvais pronostic pour lequel les traitements actuellement 

disponibles ont une efficacité limitée. Le traitement de choix est la transplantation 

hépatique, car elle permet de traiter simultanément le cancer et la cirrhose sous-jacente. 

Néanmoins, en raison de la pénurie actuelle de greffons, elle est réservée aux patients 

répondant aux critères de Milan, pour lesquels le risque de récidive tumorale est faible 

(Mazzaferro et al., 1996). De plus, elle possède une efficacité limitée chez les patients 

chroniquement infectés par le VHC car le foie nouvellement greffé est systématiquement 

et extrêmement rapidement réinfecté par le virus. La prévention de cette réinfection du 

greffon par le VHC représente un challenge de taille pour les cliniciens. 

 

Nous proposons d’utiliser des LGM exprimant le gène de toxicité conditionnelle 

HSV-tk pour deux applications cliniques majeures, le traitement du CHC en combinaison 

avec les autres thérapies actuellement disponibles, et la prévention de la réinfection du 

greffon par le VHC lors de la transplantation hépatique.  

 

 

Les LGM comme immunothérapie adjuvante du CHC 

  

L’immunothérapie basée sur l’administration de LGM allogéniques dans le cadre   

du traitement d’hémopathies malignes a été montrée comme étant bénéfique pour le 

patient, et cela sans effets secondaires majeurs (Ciceri et al., 2007). En effet, des 

lymphocytes allogéniques exprimant le gène HSV-tk ont été largement utilisés lors de 
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plusieurs études cliniques, en association avec une greffe de CSH (Bonini et al., 1997; 

Ciceri et al., 2007; Ciceri et al., 2009; Tiberghien et al., 2001). Cette dernière permet 

une reconstitution du système immunitaire, alors que les LGM ont une activité anti-

leucémique très importante vis-à-vis des cellules cancéreuses résiduelles (Ciceri et al., 

2007). Au vu de ces propriétés anti-cancéreuses à l’encontre des hémopathies malignes, 

nous avons voulu déterminer si ces cellules pouvaient avoir une activité anti-tumorale 

envers des tumeurs solides, et en particulier vis-à-vis du CHC. L’hypothèse de cette 

nouvelle application est renforcée par le fait qu’un autre produit de thérapie cellulaire a 

déjà fait l’objet de nombreuses études cliniques pour le traitement de tumeurs solides, 

les cellules CIK. Il s’agit de lymphocytes prélevés à partir du sang du patient, activés et 

cultivés in vitro puis réinjectés de façon autologue. Plusieurs essais cliniques ont été 

menés chez des patients atteints de cancer colorectal, de carcinome rénal, de cancer de 

l’estomac ou de CHC (Sangiolo et al., 2008). Utilisées en combinaison avec les 

traitements standards (chimiothérapie, résection chirurgicale), les cellules CIK possèdent 

une activité anti-tumorale importante et améliorent significativement la survie des 

patients, notamment lorsqu’elles sont utilisées chez des patients atteints de CHC (voir 

tableau 2) (Hui et al., 2009; Kim et al., 2007; Shi et al., 2004; Takayama et al., 2000; 

Wang et al., 2002). Lors de notre étude, nous avons comparé nos LGM et les cellules CIK 

d’un point de vue phénotypique et fonctionnel en utilisant différents protocoles 

d’activation et de culture décrits dans la littérature pour la production de CIK (Ayello et 

al., 2009; Olioso et al., 2009; Weng et al., 2008). Nous n’avons pas observé de 

différence significative concernant le pourcentage de cellules T, NK et T NK-like au sein 

des LGM et des CIK, ainsi qu’au niveau de leur potentiel cytotoxique vis-à-vis de cellules 

Huh7 in vitro. Nous en avons déduit que nos LGM sont en fait des CIK génétiquement 

modifiées, ce qui suggère fortement qu’elles peuvent avoir un effet anti-tumoral à 

l’encontre du CHC. 

 

Le contrôle de l’alloréactivité des LGM représente un élément crucial de notre 

approche, les cellules alloréactives pouvant être toxiques pour les tissus sains du patient 

et induire une GvHD ou un rejet du greffon hépatique. Nous avons opté pour le transfert 

du gène HSV-tk au sein de nos cellules, qui peuvent alors être éliminées de façon 

conditionnelle par le GCV (Garin et al., 2001).  

Activées par l’anticorps monoclonal CD3 et cultivées en présence d’IL-2, des CMN 

isolées à partir de sang périphérique de donneurs sains ont été transduites avec succès à 

l’aide du vecteur rétroviral codant pour le gène de toxicité conditionnelle HSV-tk et le 

marqueur membranaire CD34. La caractérisation des LGM en termes de pureté et de 

sensibilité au GCV fut un paramètre clé à tester. Un tri immunomagnétique a permis de 

sélectionner les cellules transduites, avec une pureté moyenne de 89.4% qui, au vu 



PARTIE I  DISCUSSION  

 - 142 - 

d’essais à blanc réalisés par l’EFS Bourgogne/Franche-Comté avec des LGM transduits 

avec le même vecteur, pourra être améliorée lors des productions de LGM de grade 

clinique (pureté > 99% après tri CliniMACS – communication personnelle). Jusqu’à 

présent, les LGM utilisés en clinique ont été transduits avec la forme tronquée du human 

Large Nerve Growth factor Receptor (∆LNGFR), ou avec le gène de sélection néomycine 

phosphotransférase II (neoR) rendant les cellules résistantes au G418, analogue de la 

néomycine qui est toxique pour les cellules eucaryotes non porteuses du gène. 

Cependant, le gène neoR est responsable d’altérations au niveau du métabolisme des 

cellules transduites et d’une diminution de leur alloréactivité (Mailly et al., 2010). Ainsi, 

les gènes de sélection permettant un tri immunomagnétique, tels que le ∆LNGFR ou le 

CD34, sont dorénavant privilégiés (Mailly et al., 2010).  

Nous avons confirmé que les LGM sont hautement sensibles au GCV, la mort de la 

quasi-totalité des cellules étant observée après une semaine de culture en présence de la 

drogue, alors qu’aucun effet n’a lieu sur les cellules cultivées non transduites et non 

sélectionnées. Les différentes sous-populations lymphocytaires que sont les cellules T, les 

cellules NK et les cellules T NK-like sont transduites de manière équivalente et éliminées 

de la même façon par le GCV. Lors d’essais cliniques, il a été observé que la GvHD 

engendrée par les LGM est une complication généralement de faible grade (GvHD aiguë 

de grade I/II ou GvHD chronique modérée) survenant chez une minorité de patients 

(environ 30%), mais qui peut être contrôlée avec succès grâce à l’administration de GCV 

lorsqu’elle survient (Bonini et al., 1997; Ciceri et al., 2007; Ciceri et al., 2009; Tiberghien 

et al., 2001).  

Un nouveau vecteur baptisé « iCasp9-CD19 » a été récemment développé par 

l’équipe de M. K. Brenner (Di Stasi et al., 2011). Le gène iCasp9 code d’une part pour la 

caspase 9 humaine, et d’autre part pour une protéine de liaison au FK506, FKBP12. En 

présence d’AP1903, molécule analogue au FK506 se liant avec une forte affinité au 

FKBP12, une dimérisation de iCasp9 a lieu, entraînant l’activation des caspases 3, 6 et 7 

et aboutissant à l’apoptose de la cellule transduite. Le transgène iCasp9 est fusionné au 

gène codant le marqueur membranaire CD19, qui permet la sélection des cellules 

transduites par tri immunomagnétique. Ce vecteur a été utilisé pour la transduction de 

lymphocytes T allogéniques qui ont été administrés chez cinq patients pédiatriques en 

rechute leucémique suite à une greffe de CSH. En cas de GvHD (GvHD de grade I chez 4 

patients), les patients ont été traités avec une dose unique (0.4 mg/kg) d’AP1903 qui a 

permis l’élimination de plus de 90% des cellules génétiquement modifiées en 30 minutes 

seulement, mettant un terme à la GvHD (Di Stasi et al., 2011). Au vu de cette 

élimination extrêmement rapide, il sera envisageable d’utiliser ce vecteur pour la 

transduction de nos lymphocytes allogéniques lors de leur future utilisation en clinique. 
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L’activation des cellules, indispensable au transfert de gène, et la culture, 

nécessaire pour leur expansion, sont responsables d’une diminution de la capacité 

d’induction de GvHD in vivo (Contassot et al., 1998a; Weijtens et al., 2002), ainsi que 

d’une perte d’alloréactivité in vitro en termes de réponse proliférative et de production de 

cytokines suite à une stimulation allogénique (Marktel et al., 2003; Sauce et al., 2002). 

De ce fait, nous avons voulu tester ces propriétés fonctionnelles en les comparant à 

celles des CMN non manipulées. Pour cela, nous avons utilisées des cellules B-EBV 

comme témoin positif de stimulation, et différentes lignées de CHC (Huh7, HepG2, SK-

Hep1 et PLC-PRF-5). Les cellules B-EBV induisent une réponse proliférative de la part des 

CMN et des LGM qui est équivalente en termes de pourcentage de cellules qui entrent en 

division. Cependant, les LGM se divisent moins que les CMN, comme en témoigne la MFI, 

ce qui est en accord avec de précédentes études (Mercier-Letondal et al., 2008; 

Montcuquet et al., 2008; Sauce et al., 2002) Les lignées de CHC sont en revanche de 

moins bonnes stimulantes que les B-EBV, étant donné qu’elles induisent une réponse 

proliférative plus faible de la part des CMN et des LGM. L’IL-2 est détectable dans le 

surnageant de culture des CMN stimulées avec B-EBV, ce qui est concordant avec le fait 

que ces cellules ont une très forte réponse proliférative par stimulation B-EBV. 

Cependant, l’IL-2 n’est pas détectable dans les surnageants de culture des CMN 

stimulées par les lignées de CHC, ni dans ceux des LGM quelque soit la stimulation 

allogénique. L’absence d’IL-2 détectable peut s’expliquer par le fait que l’IL-2 produite 

est rapidement consommée par les cellules répondantes. 

 

La caractérisation de l’activité cytotoxique de nos LGM a constitué un point central 

de nos travaux. Les LGM se sont révélés très cytotoxiques in vitro vis-à-vis de cellules 

HeLa (contrôle positif de sensibilité à la lyse) et de différentes lignées de CHC. Les 

cellules produisent de grandes quantités d’IFN-γ et dans une moindre mesure du TNF-α, 

les deux cytokines pouvant entrer en synergie pour médier la cytotoxicité des LGM 

(Wang et al., 2011). En effet, nos résultats montrent que l’ajout simultané des anticorps 

bloquants anti-IFN-γ et anti-TNF-α pendant la co-culture des LGM et des cellules cibles 

inhibe partiellement l’activité cytotoxique des LGM, alors que les anticorps seuls n’ont 

quasiment aucun effet.  

Il a été montré que la perte d’alloréactivité des LGM du fait de la culture peut être 

limitée par le remplacement de l’anticorps monoclonal CD3 par les anticorps CD3/CD28 

co-immobilisés sur billes pour l’activation des cellules, et l’IL-2 par l’IL-7 pour la culture 

(Mercier-Letondal et al., 2008). Au vu de ces données, nous avons voulu déterminer 

quelles conditions d’activation et de culture permettent une cytotoxicité optimale. 

L’activité cytotoxique la plus élevée a été obtenue avec la condition CD3+IL-2, en raison 

d’une expansion préférentielle de cellules effectrices dans cette condition par rapport aux 
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autres conditions testées. De ce fait, cette combinaison a été utilisée pour les 

expériences qui ont suivi et sera probablement la plus appropriée pour les futures 

applications cliniques. Par ailleurs, l’IL-2 est responsable d’une croissance relative très 

élevée par rapport à l’IL-7, ce qui est un élément crucial pour la production de cellules à 

grande échelle.  

En plus de sa présence requise pendant l’expansion des LGM, l’IL-2 est également 

nécessaire pour assurer une cytotoxicité maximale pendant la co-incubation avec les 

cellules cibles. En effet, les LGM sont très peu cytotoxiques en absence d’IL-2, de même 

qu’en présence d’IL-7, autre cytokine impliquée dans la survie cellulaire. De ce fait, il 

apparaît nécessaire d’associer de l’IL-2 aux LGM lors de leur administration in vivo, ce qui 

n’a pas été réalisé en clinique jusqu’à présent dans le cas des LGM. Cependant, dans 

l’étude de Slavin et al., les patients traités avec des lymphocytes allogéniques ont reçu 

en sous-cutané de l’IL-2 recombinant (6.106UI/m2 par jour) pendant les 5 jours suivant 

l’administration des cellules. L’IL-2, associé à un traitement à l’indométacine afin de 

limiter la fièvre et des réactions inflammatoires, a été bien tolérée chez la plupart des 

patients. La durée de l’administration d’IL-2 a été limitée à 3 jours chez quelques 

patients en raison de l’apparition d’effets secondaires non tolérés (Slavin et al., 2010). 

Nous avons voulu déterminer l’impact de la transduction rétrovirale sur la 

fonctionnalité des LGM, car il a été montré que l’alloréactivité des LGM peut être altérée 

en raison du transfert de gène (Marktel et al., 2003; Sauce et al., 2002). Pour cela, la 

cytotoxicité des LGM et de cellules cultivées non transduites et non sélectionnées a été 

comparée. Aucune différence n’a pu être observée, indiquant que la transduction 

rétrovirale n’affecte pas l’activité cytotoxique des LGM. 

Les LGM ont une capacité de lyse très rapide puisqu’un seul jour de co-incubation 

avec les cellules cibles suffit pour observer une forte lyse, alors que les CMN atteignent 

leur potentiel de lyse maximal au bout de 6 jours seulement. Les LGM conservent leur 

activité cytotoxique pendant au moins 28 jours de culture, rendant possible une 

expansion des cellules à très grande échelle.  

 

Les cellules CIK sont largement étudiées pour leur activité anti-tumorale vis-à-vis 

du CHC, et sont produites de façon similaire à nos LGM – activation par CD3+IL-2 (+/- 

IL-1, IL-7, IL-15, IFN-γ) – mais sans transfert de gène. Il a été montré que les 

principales cellules cytotoxiques sont des lymphocytes T NK-like (Shi et al., 2004; Wang 

et al., 2002) ; il s’agit de lymphocytes T ayant acquis le CD56 et des récepteurs NK 

pendant leur culture in vitro, et qui ont la particularité d’exercer une cytotoxicité non 

retreinte par le CMH. Ainsi, il fut intéressant de déterminer, au sein de nos LGM, la ou les 

sous-population(s) lymphocytaire(s) impliquée(s) dans leur cytotoxicité, ainsi que les 

mécanismes de reconnaissance et de lyse des cellules cibles. 
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Les LGM sont composés majoritairement de lymphocytes T, puis de cellules T NK-

like et enfin d’un faible pourcentage de cellules NK. Après avoir séparé les différentes 

sous-populations par tri immunomagnétique, les cellules NK se sont révélées être les 

cellules les plus cytotoxiques, suivies des cellules T NK-like puis des cellules T. Compte 

tenu du fait que les cellules les plus nombreuses sont les moins cytotoxiques 

(lymphocytes T) et que les cellules les plus rares sont les plus cytotoxiques (cellules NK), 

la contribution relative de chaque sous-population a été étudiée, en un premier temps 

grâce à un test d’attachement. La plupart des cellules liée aux cellules cibles sont les 

cellules T NK-like. Bien que le test n’évalue pas directement la cytotoxicité des LGM, il 

suggère fortement que les cellules T NK-like jouent un rôle prépondérant dans la lyse des 

cellules cibles. Par ailleurs, ces résultats sont concordants avec les propriétés 

phénotypiques et fonctionnelles des CIK. Néanmoins, nous avons voulu utiliser un test 

plus pertinent pour déterminer la contribution relative de chaque sous-population dans la 

cytotoxicité des LGM. Lors du test de cytotoxicité par marquage du CD107a qui permet 

d’identifier les cellules produisant des granules cytotoxiques, il a été observé que les 

principales cellules qui dégranulent sont les cellules T et les cellules NK. Les cellules NK 

dégranulent de façon très importante – ce qui coïncide avec la cytotoxicité plus élevée 

des cellules NK après tri immunomagnétique - mais sont très faiblement représentées au 

sein des LGM, alors que les cellules T dégranulent peu par rapport aux NK mais sont en 

nombre très important. Quant aux cellules T NK-like, elles sont plus nombreuses que les 

cellules NK mais dégranulent de façon beaucoup moins importante, ce qui suggère 

qu’elles pourraient exercer leur activité cytotoxique par d’autres mécanismes, par 

exemple via la voie Fas/FasL. De façon similaire à celle des cellules CIK, la cytotoxicité 

des LGM n’est pas restreinte par le CMH, et semble impliquer des facteurs solubles tels 

que l’IFN-γ et le TNF-α, ainsi que la molécule TRAIL.  

 

 Concernant l’évaluation de l’efficacité de notre approche in vivo, le premier 

modèle utilisé fut un modèle de tumeur sous-cutané, les LGM et les cellules tumorales 

étant co-injectés à différents rapports effectrices:cibles. Les LGM sont fortement 

cytotoxiques à un rapport de 30:1, vis-à-vis des cellules HeLa et des Huh7. La lyse des 

cellules cibles a lieu à des rapports effectrices cibles plus élevé in vivo que in vitro, 

puisqu’il y a une élimination des cellules cibles in vivo à un rapport effectrices:cibles de 

30:1, alors que la cytotoxicité in vitro est maximale à un rapport effectrices:cibles 

environ un log plus faible. Ceci peut s’expliquer par le fait qu’une partie des LGM injectés 

en sous-cutané peuvent quitter le site de co-injection et ainsi ne plus être en contact 

avec les cellules tumorales, ce qui n’est pas le cas in vitro. 

Le modèle d’injection des LGM par voie intraveineuse quatre jours après 

administration des cellules tumorales par voie intrasplénique constitue un modèle 
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nettement plus pertinent. L’injection des cellules tumorales par voie intrasplénique 

permet une diffusion des cellules dans la veine porte et une diffusion homogène au 

niveau du foie, ce qui ne serait pas le cas lors d’une injection des cellules directement 

dans le foie. Des expériences préliminaires ont montré que les LGM, administrés par voie 

intraveineuse, migrent préférentiellement au niveau du foie. Ce tropisme hépatique 

s’explique par l’acquisition durant la culture in vitro des molécules I-CAM-1 et V-CAM-1 

(Hamann et al., 2000) et pourrait permettre d’obtenir une cytotoxicité ciblée au niveau 

du foie tout en limitant la propagation des cellules à travers le corps et donc une 

éventuelle toxicité périphérique. Les LGM ont une forte activité anti-tumorale vis-à-vis de 

cellules Huh7 administrées quatre jours plus tôt par voie intrasplénique. A terme, un 

autre mode d’administration des LGM sera testé en collaboration avec l’Institut de 

Recherche sur les Cancers de l’Appareil Digestif (IRCAD, Strasbourg), à savoir un 

système d’injection intra-tumorale robotisée guidée par scanner, développé par l’IRCAD. 

L’objectif d’une administration intra-tumorale est d’augmenter la concentration locale des 

cellules effectrices au contact de leurs cellules cibles afin d’en accentuer l’efficacité 

thérapeutique et de diminuer les risques de toxicité périphérique. 

 

Un dernier point primordial à étudier est l’allo-immunisation à l’encontre des LGM. 

Les patients étant immunocompétents, les LGM peuvent être rejetés par le système 

immunitaire du receveur. Ce phénomène peut être considéré comme un second système 

de sécurité (en plus du gène suicide) pour éviter une toxicité des LGM à long terme, mais 

serait également responsable d’une efficacité anti-tumorale réduite. Nous avons montré 

que nos LGM sont résistants in vitro et in vivo à deux inhibiteurs de calcineurine, la CsA 

et le FK506, utilisés en routine en transplantation. En effet, la cytotoxicité des LGM n’est 

pas altérée en leur présence. La résistance des LGM à la CsA et au FK506 est due à la 

culture in vitro des cellules, les CMN non manipulées étant sensibles aux deux drogues. 

Lorsqu’elle entre dans une cellule au repos, la CsA se lie à une protéine cytoplasmique, la 

cyclophylline. Ce complexe interagit avec la calcineurine qui voit alors son activité 

phosphatase être inhibée, empêchant la déphosphorylation du facteur de transcription 

NF-ATp et sa translocation dans le noyau pour sa fixation sur le promoteur du gène 

codant l’IL-2 (Flanagan et al., 1991). Ce phénomène inhibe l’activation des cellules au 

repos. La CsA n’a pas d’effet sur les cellules cultivées (Contassot et al., 1998b) car les 

cellules sont activées et NF-AT est déjà présent au niveau du noyau. 

Il paraît néanmoins difficilement envisageable d’utiliser les inhibiteurs de 

calcineurine chez des patients atteints de CHC. D’autres approches d’immunomodulation 

peuvent être envisagées. 

Dans l’étude de Slavin et al. basée sur l’administration de lymphocytes 

allogéniques activés (non génétiquement modifiés) pour le traitement d’hémopathies 
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malignes et d’une dizaine de tumeurs solides métastatiques mais n’incluant pas de CHC 

(cancer du sein, cancer colorectal, mélanome, cancer de l’estomac, glioblastome…) 

(Slavin et al., 2010), un conditionnement lymphodéplétant, consistant en l’administration 

de fludarabine (25mg/m2) ou de cyclophosphamide (1000mg/m2), est réalisé avant 

l’infusion des lymphocytes allogéniques. Ce conditionnement permet d’une part de créer 

une « niche » pour les lymphocytes allogéniques qui peuvent alors exercer leur activité 

anti-tumorale, et d’autre part d’éliminer en partie les lymphocytes T régulateurs du 

receveur qui sont susceptibles de compromettre l’effet anti-tumoral des cellules 

allogéniques. L’absence de traitement immunosuppresseur après l’administration des 

lymphocytes allogéniques a pour conséquence le rejet des cellules allogéniques par le 

système immunitaire du receveur, dans un délai estimé à une semaine maximum, ce qui 

permet d’empêcher la survenue d’une GvHD. En effet, l’innocuité de cette approche est 

basée sur le rejet anticipé des cellules allogéniques par le système immunitaire du 

receveur. L’effet anti-tumoral est supposé être très rapide et avoir lieu avant que les 

cellules ne soient rejetées, comme le suggère les taux de survie sans progression de la 

maladie qui concernent 4 patients sur 5 présentant une hémopathie maligne, et 5 

patients sur 21 présentant des tumeurs métastatiques (Slavin et al., 2010). 

Un autre conditionnement pré-injection à base de FTY720 pourrait être utilisé. Il 

s’agit d’un immunomodulateur induisant la séquestration des lymphocytes dans les 

organes lymphoïdes, empêchant ainsi leur dissémination en périphérie (Tedesco-Silva et 

al., 2007). La molécule n’induit pas d’immunosuppression généralisée car n’affecte pas 

l’activation des lymphocytes et leur prolifération. Il a déjà été utilisé lors d’essais 

cliniques pour la prévention du rejet de greffe, notamment dans le cadre de la 

transplantation rénale (Tedesco-Silva et al., 2007). 

 

La mise en place de modèles de CHC dans des animaux immunocompétents est 

un objectif crucial pour étudier l’activité cytotoxique des LGM tout en empêchant le rejet 

des LGM par le système immunitaire du receveur. Pour cela, des cellules tumorales 

issues de souris Balb/c (cellules BNL-1) ont été transduites de façon similaire aux cellules 

humaines de sorte qu’elles expriment la luciférase. Les cellules tumorales BNL-1 et des 

splénocytes issus de souris de souches différentes (C57BL/6 ou FvB) comme source de 

lymphocytes allogéniques seront administrés à des souris Balb/c traitées avec des 

inhibiteurs de calcineurine ou des conditionnements lympho-ablatifs. La croissance des 

cellules tumorales en présence ou en absence de LGM sera suivie par bioluminescence, 

de manière similaire aux expériences menées avec les cellules humaines. 

Un modèle de CHC spontané murin dans des souris immunocompétentes 

déficientes pour TIF1a (Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, 
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Illkirch) pourra être utilisé ultérieurement afin d’évaluer de façon plus pertinente la 

capacité anti-tumorale des lymphocytes allogéniques. 

 

 

Utilisation des LGM pour la prévention de la réinfection du greffon hépatique par 

le VHC 

 

Une immunothérapie basée sur l’utilisation de lymphocytes hépatiques chez des 

patients cirrhotiques atteints de CHC et traités par transplantation hépatique a été 

décrite en 2009 (Ohira et al., 2009). Dans cette étude, les lymphocytes présents au sein 

du greffon ont été récoltés, activés et cultivés pendant trois jours puis administrés au 

patient transplanté (entre 2.108 et 5.108 cellules par individu). Une diminution très 

importante de la charge virale de certains patients chroniquement infectés par le VHC a 

été constatée. Par ailleurs, une activité anti-virale des cellules CIK a été mise en 

évidence chez des patients chroniquement infectés par le VHB (Shi et al., 2009). De ce 

fait, nous nous sommes penchés sur un autre aspect fonctionnel éventuel de nos LGM, à 

savoir leur activité anti-virale vis-à-vis du VHC, en vue de la prévention de la réinfection 

du greffon lors de la transplantation hépatique.  

Lors de notre étude in vitro, nous avons montré que nos LGM ont une importante 

activité anti-virale vis-à-vis du VHC. Ils inhibent de façon efficace la réplication virale 

(système réplicon) ainsi que l’infection de cellules Huh7.5.1 par des VHCcc. De manière 

très intéressante, cette activité anti-virale a lieu a de faibles rapports effectrices:cibles 

auxquels peu ou pas de cytotoxicité de la part des LGM envers les cellules cibles n’est 

observée. De ce fait, la dose thérapeutique nécessaire pour obtenir un effet anti-viral 

pourra être plus faible que celle utilisée pour obtenir un effet anti-tumoral chez des 

patients atteints de CHC, ce qui permettra de limiter une éventuelle toxicité.  

Même si les trois sous-populations lymphocytaires (cellules T, NK et T NK-like) 

participent à l’activité anti-virale des LGM via la production d’IFN-γ, il semble que l’effet 

observé soit davantage médié par les cellules NK et T NK-like. Ces résultats sont en 

corrélation avec ceux publiés par Ohira et al. (Ohira et al., 2009). L’activité anti-virale 

des LGM n’est pas altérée par la transduction rétrovirale, et ne semble pas être améliorée 

par le remplacement de l’anticorps monoclonal CD3 par les anticorps CD3/CD28 co-

immobilisés sur billes. Par ailleurs, l’activité anti-virale des LGM n’est pas affectée par les 

inhibiteurs de calcineurine CsA et FK506, ce qui rend cette approche réalisable chez les 

patients transplantés qui reçoivent dans tous les cas un conditionnement 

immunosuppresseur pour empêcher le rejet du greffon hépatique. 

Lors de l’étude menée par Ohira et al., cinq patients sur les sept patients 

transplantés et administrés avec les lymphocytes hépatiques activés in vitro ont vu leur 
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charge virale diminuer (Ohira et al., 2009). L’ARN viral était non détectable chez deux 

d’entre eux, un patient ayant même éradiqué l’infection. Plus la charge virale avant 

greffe est faible, plus sa diminution post-transplantation est importante, ce qui indique 

que le potentiel anti-viral des lymphocytes est conditionné par la capacité du virus à 

réinfecter le greffon. Ainsi, la limitation de cette approche d’immunothérapie réside dans 

le fait que le foie nouvellement greffé est déjà réinfecté par le VHC lorsque les 

lymphocytes hépatiques sont injectés au patient (trois jours post-greffe). 

L’administration d’un produit de thérapie cellulaire au moment de la greffe, ce qui est 

possible dans le cadre de notre approche allogénique uniquement, permettrait une 

efficacité thérapeutique nettement supérieure. Nos résultats in vitro vont dans ce sens 

puisque l’on observe une activité anti-virale plus importante lorsque les cellules sont 

ajoutées le jour de l’infection par VHCcc plutôt que un, deux ou trois jours plus tard. 

Nous avons caractérisé l’activité anti-virale des LGM grâce aux systèmes réplicon 

et VHCcc, la prochaine étape étant la preuve de concept in vivo. Nous avons développé 

au laboratoire le modèle murin uPA+/+/SCID (voir Partie II) que nous souhaitons utiliser 

pour tester nos LGM. Ces souris immuno- et hépatodéficientes reconstituées avec des 

hépatocytes humains constituent un modèle d’infection à VHC pour lequel nous avons 

déjà une forte expérience du fait de l’étude de la prévention de l’infection par le VHC par 

l’anticorps monoclonal anti-CLDN1 (voir Partie II). Ainsi, il sera intéressant d’étudier 

l’effet des LGM à la fois en prévention et en traitement de l’infection et de caractériser 

l’activité anti-virale des LGM vis-à-vis de différents génotypes du VHC. La résistance des 

LGM aux inhibiteurs de calcineurine pourra également être testée dans ce modèle. 

 

 

Création d’une banque de LGM allogéniques prêts-à-l’emploi 

 

Quelque soit l’application clinique, l’objectif à terme est de créer une banque de 

LGM allogéniques prêts-à-l’emploi. Les avantages de notre approche allogénique par 

rapport aux approches autologues (CIK, lymphocytes hépatiques) sont nombreux. 

Premièrement, il sera possible d’établir une production de LGM à très grande échelle. Les 

lymphocytes issus de donneurs sains sont beaucoup plus faciles à cultiver et à expandre 

que ceux issus de patients qui sont souvent sujets à de lourds traitements. Nous avons 

estimé qu’à partir d’un prélèvement de cytaphérèse de 10.9 CMN, il devrait être possible 

d’obtenir 50x10.9 LGM, soit de quoi réaliser 100 injections, sur la base de la dose 

moyenne utilisée dans l’étude de Ohira et al. de 5x10.6 cellules/kg. Deuxièmement, les 

cellules sont prêtes-à-l’emploi, ce qui implique qu’elles peuvent être administrées 

immédiatement au patient, au moment de la transplantation hépatique par exemple. Il 

n’y a donc pas de perte de temps liée à la production et à la qualification des cellules. 
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Troisièmement, si un lot clinique destiné à un patient ne peut plus lui être administré 

pour raisons médicales ou autres, les cellules peuvent être utilisées pour un autre 

patient, empêchant ainsi la perte de lots cliniques.  

Ainsi, la création d’une banque de cellules prêtes-à-l’emploi serait extrêmement 

« rentable » d’un point de vue logistique et financier, et pertinente en terme de 

développement industriel en comparaison avec les approches classiques 

d’immunothérapies autologues qui consistent à produire, pour chaque lot, des cellules 

destinées à un seul patient. 
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I.  Greffe des HPH dans les souris Alb-uPA+/+/SCID 

 

Grâce à une collaboration avec l’équipe de J. Petersen et M. Dandri (Université de 

Hamburg, Allemagne), nous avons mis en place le modèle murin d’infection par VHC 

uPA/SCID. Des souris Alb-uPA+/+/SCID ont été générées par croisement de souris SCID 

hétérozygotes pour le gène uPA (Alb-uPA+/-/SCID). Selon la loi de Mendel, 25% des 

souriceaux issus de ce croisement sont homozygotes uPA+/+, 25% sont homozygotes 

uPA-/- et 50% sont hétérozygotes uPA+/-. Un génotypage des souriceaux de chaque 

portée est ainsi nécessaire afin de sélectionner uniquement les individus uPA+/+ qui sont 

les seules pouvant être greffées efficacement avec les HPH. Pour cela, un morceau de 

queue d’environ 5mm a été prélevé à l’âge de deux semaines, l’ADN extrait et une PCR 

effectuée afin de déterminer le génotype de chaque souris. 

Ce mode d’obtention de souris homozygotes est fastidieux et conduit à la 

production inutile d’animaux hétérozygotes ou homozygotes uPA-/-, sacrifiés, ce qui n’est 

pas satisfaisant éthiquement. Par la suite, des souris Alb-uPA+/+/SCID ont donc été 

croisées entre elles afin d’obtenir une progéniture exclusivement uPA+/+. Les souris Alb-

uPA+/+/SCID étant hypofertiles en raison de leur hépatodéficience, les reproducteurs ont 

été greffés avec des hépatocytes murins de souris Balb/c (injection de 0,5.106 cellules 

par voie intrasplénique), ce qui leur permet de récupérer une fertilité quasiment normale 

(Brezillon et al., 2008), et ont ainsi été réservées pour la reproduction.  

Les souris Alb-uPA+/+/SCID ont été greffées à l’âge de 2-3 semaines avec 1.106 

HPH injectées par voie intrasplénique. Les HPH ont été isolées à partir de pièces 

opératoires obtenues après résections hépatiques en collaboration avec les Prs Bachellier 

et Pessaux (Hôpital de Hautepierre, Strasbourg). Les cellules ont été cryopréservées 

jusqu’au jour de la greffe. Afin d’améliorer la prise de greffe, un conditionnement pré- et 

post-greffe a été effectué à l’aide d’un anticorps anti-asialo-GM1 déplétant les cellules NK 

(Clone SH34, référence ATCC : CRL-2405).  

 

 

II.  Dosage d’albumine 

 

Environ 4 semaines après la greffe, puis tout au long des expériences, un 

prélèvement de sang par voie rétro-orbitale a été effectué afin de récolter le sérum après 

centrifugation. La quantification de l’albumine humaine dans le sérum des souris 

greffées, reflétant le niveau de repopulation par les HPH, a été effectué par dosage Elisa 

à l’aide du kit « Human Albumine ELISA Quantification Set » (Bethyl Laboratories, 

Montgomery, USA) selon le protocole fourni. Brièvement, un anticorps primaire anti-
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albumine a été incubé pendant 1h à température ambiante dans une plaque 96 puits 

MAXISORP Nunc (Dominique Dutscher SAS, Brumath, France), puis du TBS 1% BSA a 

été ajouté pendant 30 minutes à température ambiante. Les sérums de souris, dilués 

généralement au 1/20000e, ont ensuite été ajoutés en duplicata et incubés pendant 1h à 

température ambiante. Une dose-réponse d’albumine humaine de concentrations 

connues a été effectuée en parallèle pour l’établissement d’une gamme étalon. Un 

anticorps secondaire anti-albumine humaine couplé à l’enzyme HRP a été incubé pendant 

1h à température ambiante. Le substrat de l’enzyme, TMB (Sigma Aldrich), a été ajouté 

pendant 10 minutes, puis la réaction a été stoppée avec du H2SO4 à 0,18M. Entre chaque 

étape, cinq lavages ont été effectués à l’aide de Tris Buffer Saline (TBS) supplémenté de 

0,5% de Tween 20.  

La lecture de l’absorbance a été effectuée à 450 nm à l’aide d’un lecteur de 

plaque, et la concentration sérique d’albumine humaine a été déterminée grâce à la 

gamme étalon.  

 

 

III.  Anticorps 

 

III.1. Provenance des anticorps  

 

L’anticorps monoclonal anti-CLDN1 humain (clone OM-7D3-B3, produit dans le 

rat) ainsi qu’un anticorps de rat témoin (clone LK-3B2-D8-E11) ont été fournis à 2mg/ml 

par Genovac/Aldevron (Freiburg, Germany). Ils ont été conservés à -80°C jusqu’à leur 

utilisation. 

 

 

III.2. Détermination de la pharmacocinétique des anticorps  

 

Des souris Alb-uPA+/+/SCID greffées avec des HPH mais non infectées ont été 

injectées par voie i.p. avec 500µg d’anticorps anti-CLDN1 ou 500µg d’anticorps témoin 

(=J0). Des prélèvements de sang par voie rétro-orbitale ont été réalisés à J1, J3, J7, J11 

et J21 puis le sérum récolté et congelé jusqu’au jour du test. 

Pour l’ensemble des prélèvements, la concentration de l’anticorps anti-CLDN1 a 

été déterminée grâce à deux tests indépendants : d’une part incubation des sérums sur 

des cellules Huh7.5 surexprimant CLDN1 puis analyse par cytométrie en flux, et d’autre 

part dosage Elisa. La concentration de l’anticorps témoin a été quantifiée uniquement par 

test Elisa car il ne peut pas être détecté dans le test par cytométrie en flux. 
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III.2.1. Dosage de l’anticorps anti-CLDN1 par cytométrie en flux 

 

Des cellules Huh7.5 surexprimant le récepteur CLDN1 ont été utilisées pour le 

dosage de l’anticorps anti-CLDN1 dans le sérum des souris traitées. En plaque 96 puits à 

fond rond, 5.104 cellules ont été déposées par puits et incubées avec les sérums à tester 

(dilués au 1/50e) pendant 30 minutes à 4°C. Une dose réponse de concentrations 

connues d’anticorps anti-CLDN1 (clone OM-7D3-B3) dilué dans du sérum de souris Alb-

uPA-/-/SCID a été effectuée afin d’établir une gamme étalon. Après lavage avec du PBS 

froid, un anticorps anti-rat couplé au PE (dilué au 1/50e) a été incubé pendant 30 

minutes à 4°C. Les cellules ont été lavées et fixées avec du PBS 2% formaldéhyde, puis 

les marquages ont été analysés par cytométrie en flux avec le LSRII et le logiciel Diva. 

Les moyennes de fluorescence obtenues avec les concentrations connues d’anticorps ont 

permis d’établir une gamme étalon permettant de déterminer les concentrations 

d’anticorps anti-CLDN1 dans le sérum des souris traitées. 

 

III.2.2. Dosage des l’anticorps par dosage Elisa 

 

 Le kit Rat IgG2b ELISA Quantification Set (Bethyl Laboratories) a été utilisé pour 

la quantification de l’anticorps anti-CLDN1 dans le sérum des souris traitées, et le kit Rat 

IgG ELISA Quantification Set (Bethyl Laboratories) pour le dosage de l’anticorps témoin. 

Les sérums ont été dilués au 1/5000e pour le dosage IgG2b et au 1/2000e pour le dosage 

IgG. Le protocole suivi est identique à celui du dosage de l’albumine humaine. 

 

 

IV.  Stratégie de prévention de l’infection par le VHC 

 

Des souris Alb-uPA+/+/SCID repopulées avec des HPH (concentration d’albumine 

sérique de l’ordre de 10mg/ml) ont été injectées à J-1, J1 et J5 avec l’anticorps 

monoclonal anti-CLDN1 ou avec l’anticorps témoin (500µg par injection), le J0 faisant 

référence au jour de l’inoculation des souris avec du sérum de patient chroniquement 

infecté par le génotype 1b (104 copies d’ARN ~ 2325 UI/souris). A J42, les souris traitées 

par anticorps anti-CLDN1 au début de l’expérience ont été ré-inoculées avec du sérum de 

patient chroniquement infecté par le génotype 2a (105 copies d’ARN ~ 23255 IU/souris). 

Des prélèvements de sang par voie rétro-orbitale ont été réalisés à J0, puis tous 

les 7 jours jusqu’à J91, date à laquelle les souris ont été euthanasiées. La présence 

d’ARN viral dans le sérum des souris, dilués au 1/100e, a été déterminée par RT-PCR à 

l’aide du kit Abbott RealTimeRTHCV (Abbott France, Rungis, France), kit utilisé en routine 
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pour la quantification de la charge virale chez les patients infectés par le VHC (limite de 

détection : 12 UI/ml). Les taux sériques d’albumine humaine, permettant de vérifier 

l’innocuité du traitement au niveau hépatique, et les concentrations sériques d’anticorps 

anti-CLDN1 ont été déterminés pour chaque prélèvement tout au long de l’expérience, 

comme décrit précédemment. 

 

 
V. Evaluation de la toxicité hépatique par immunohistochimie 

 

 Dans un premier temps, des marquages en immunohistochimie de la cytokératine  

18 (CK18), de l’albumine humaine et du CMH de classe I ont été mis au point. Ces 

marqueurs permettent de mettre en évidence les HPH greffées et de les différencier des 

hépatocytes murins. 

Dans un deuxième temps, afin d’évaluer la toxicité de l’anticorps anti-CLDN1 au 

niveau hépatique, le foie de souris traitées avec l’anticorps ou non traitées ont été 

prélevés. Les HPH greffées ont été identifiées par marquage de la CK18 en 

immunohistochimie. 

 

 

V.1. Préparation des lames histologiques 

 

 Après euthanasie des souris greffées, le foie a été prélevé et fixé en formaline 

4%. Il a ensuite été déshydraté par immersion dans des bains d’éthanol de 

concentrations croissantes puis dans un solvant substituant du xylène (LMR-SOL, 

Labomoderne, Paris, France) (Tableau 5). Les échantillons ont ensuite été plongés dans 

de la paraffine liquide à 56°C pendant 2h avant l’inclusion en paraffine à 4°C pendant la 

nuit pour la constitution des blocs. Des coupes de 7µm ont été effectués à l’aide d’un 

microtome (Reichert-Jung, Depew, USA) et déposées sur des lames Superfrost plus 

(VWR, West Chester, USA) humidifiées avec de l’eau distillée et placées sur une plaque 

chauffante. Les lames ont été séchées dans un four à 37°C pendant une nuit. 
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Les lames ont été déparaffinées comme indiqué Tableau 6. Les marquages ont 

ensuite été effectués immédiatement, sans laisser sécher les lames. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

V.2. Coloration hématoxyline-éosine 
  

L’hématoxyline (Sigma-Aldrich) est un colorant violet utilisé pour la coloration des 

noyaux, et l’éosine (Sigma-Aldrich), colorant rouge, permet la coloration du cytoplasme 

cellulaire. Après déparaffinage, les lames ont été plongées dans des bains successifs 

décrits Tableau 7. Les lames ont ensuite été montées avec du milieu de montage (Sigma-

Aldrich) et des lamelles porte-objet (Menzel-Gläser, Braunschweig, Allemagne) pour 

l’observation microscopique. 

 

 Ethanol 70%  1 nuit 

 Ethanol 95%  45 minutes 

 Ethanol 95%  45 minutes 

 Ethanol 100%  1h30 

 Ethanol 100%  1h30 

 LMR  1h 

 LMR  1h 

 

Tableau 5 : Déshydratation des échantillons. 

 LMR  5 minutes 

 LMR  5 minutes 

 Ethanol 100%  5 minutes 

 Ethanol 100%  5 minutes 

 Ethanol 95%  5 minutes 

 Ethanol 70%  5 minutes 

 dH2O  10 secondes 

 dH2O  2 minutes 

 

Tableau 6 : Déparaffinage des lames. 



PARTIE II  MATERIEL ET METHODES  

 - 158 - 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

V.3. Mise au point des marquages en immunohistochimie 

 

Après déparaffinage, un démasquage antigénique a été effectué ; les lames ont 

été plongées dans un tampon Tris-EDTA, pH9, pendant 45 minutes à 96°C au bain-

marie. Après les avoir laissées refroidir pendant 20 minutes, les coupes ont été 

délimitées à l’aide de Dakopen (Dako, Glostrup, Danemark). Le kit Vectastain ABC Mouse 

IgG (Vector Laboratories) a été utilisé pour les marquages selon le protocole fourni. Les 

coupes ont été incubées avec du sérum normal pendant 20 minutes à température 

ambiante, sérum correspondant à l’espèce dans laquelle a été produit l’anticorps 

secondaire. Les biotines et avidines endogènes ont ensuite été bloquées, à température 

ambiante, avec le kit Avidin/Biotin Blocking kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA) 

selon le protocole fourni, avant l’incubation des coupes avec les anticorps primaires 

décrits dans le Tableau 8. Les incubations de 2h ont été effectuées à température 

ambiante, celles d’une nuit à 4°C.  

Un anticorps secondaire biotinylé a été incubé sur les coupes pendant 45 minutes 

à température ambiante, puis du péroxyde d’hydrogène à 3% a été ajouté pendant 5 

minutes afin d’inactiver les péroxydases endogènes. Les coupes ont ensuite été incubées 

à température ambiante avec un complexe constitué de HRP biotinylée et d’avidine, puis 

avec le substrat de la HRP, Novared (Vector Laboratories). La réaction a été suivie au 

microscope jusqu’à obtenir une intensité de marquage correcte (environ 10 minutes), 

puis les lames ont été lavées dans un bain de dH2O pendant 20 minutes. Entre chaque 

étape, trois lavages de 5 minutes ont été effectués en immergeant les lames dans du 

PBS supplémenté de 0,5% de Tween 20. 

 Hématoxyline  15 minutes 

 H2O  5 minutes 

 dH2O  5 minutes 

 Eosine  10 minutes 

 dH2O  5 minutes 

 Ethanol 100%  2 minutes 

 Ethanol 100%  2 minutes 

 Ethanol 100%  2 minutes 

 LMR  2 minutes 

 LMR  2 minutes 

 

Tableau 7 : Coloration hématoxyline-éosine. 
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 Les coupes ont ensuite été contre-colorées avec de l’hématoxyline comme décrit 

précédemment, puis montées avec des lamelles porte-objet pour l’observation au 

microscope. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les génotypages des souriceaux ont été effectués par Mr Nicolas Brignon. 

L’isolement des HPH est réalisé en routine par Mlle Sarah Durand. Les greffes de HPH, 

l’administration des anticorps, l’inoculation des souris avec le VHC et les prélèvements 

rétro-orbitaux ont été réalisés par les Drs Laurent Mailly et Eric Robinet et Mr Nicolas 

Brignon. Les dosages des charges virales dans le sérum des souris ont été effectués par 

le service Virologie du Plateau Technique de Microbiologie des Hôpitaux Universitaires de 

Strasbourg.  

 

 
 
 

Antigène Fournisseur Dilutions Incubations 

CK18 Dako 1/25e 1 nuit 

Albumine Acris Antibodies, 

Herford, Germany  
1/200e – 1/500e 2h - 1 nuit 

HLA de classe I 
Abcam 

1/100e – 1/200e – 

1/500e – 1/1000e 
2h - 1 nuit 

CD81 Proteogenix, 

Oberhaubergen, 

France 

1/200e – 1/500e 2h - 1 nuit 

 
Tableau 8 : Anticorps utilisés pour les marquages en immunohistochimie. 
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Résultats 
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I.  Pharmacocinétique des anticorps in vivo 

  

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer les temps de demi-vie de 

l’anticorps anti-CLDN1 et de l’anticorps témoin afin d’optimiser notre protocole de 

prévention de l’infection par le VHC. Pour ce faire, des souris Alb-uPA+/+/SCID greffées 

avec des HPH ont été injectées avec l’anticorps anti-CLDN1 ou l’anticorps témoin (500µg 

par souris) (=J0). Des prélèvements rétro-orbitaux ont été réalisés 1, 3, 7, 11 et 21 

jours après l’administration de l’anticorps. Les concentrations sériques d’anticorps anti-

CLDN1 et d’anticorps témoin ont été déterminées par cytométrie en flux et par dosage 

Elisa IgG2b pour l’anticorps anti-CLDN1, et par dosage Elisa IgG uniquement pour 

l’anticorps témoin.  

Suite au test Elisa, le temps de demi-vie de l’anticorps anti-CLDN1 a pu être 

estimé à 2.8±0.3 jours (moyenne±ES), avec comme concentrations moyennes 

d’anticorps 114.4±13.9, 70.4±8.0, 18.1±6.8 µg/ml à J1, J3 et J7, respectivement 

(Figure 64A) (Dosage par cytométrie en flux : temps de demi-vie = 3.4±0.4 jours). 

L’anticorps n’est plus détectable à partir de J11. De son côté, l’anticorps témoin possède 

une demi-vie nettement plus importante que celle de l’anticorps anti-CLDN1, estimée à 

6.7±1.4 jours. Les concentrations sériques moyennes de l’anticorps témoin, plus élevées 

que celles de l’anticorps anti-CLDN1, sont de 336.1±51.0, 294.1±58.0, 173.6±50.2, 

124.4±58.2 et 43.2±19.2 µg/ml à J1, J3, J7, J11 et J21, respectivement (Figure 64B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figure 64 : Pharmacocinétique de l’anticorps anti-CLDN1 (A) et de l’anticorps témoin (B). 

Des souris Alb-uPA+/+/SCID greffées mais non infectées ont été injectées avec de l’anticorps anti-CLDN1 (A, n=4) 

ou de l’anticorps témoin (B, n=5) (=J0). Le sérum a été prélevé à J1, J3, J7, J11 et J21 par prélèvement rétro-

orbital, et la concentration d’anticorps a été déterminée par test Elisa IgG2b (anticorps anti-CLDN1) ou par test 

Elisa IgG (anticorps témoin).  
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II. L’anticorps monoclonal anti-CLDN-1 prévient l’infection in vivo 

par le VHC 

 

La capacité de l’anticorps monoclonal anti-CLDN1 à inhiber l’infection du VHC 

ayant été démontrée in vitro (Fofana et al., 2010), nous avons voulu déterminer si 

l’anticorps pouvait prévenir l’infection par le VHC in vivo, grâce au modèle Alb-

uPA+/+/SCID. Pour cela, l’anticorps anti-CLDN1 ou l’anticorps témoin ont été injectés par 

voie i.p. 24h avant l’inoculation des souris avec du sérum de patient infecté 

chroniquement par le VHC de génotype 1b, puis 1 et 5 jours post-inoculation. Des 

prélèvements de sang par voie rétro-orbitale ont été effectués tous les 7 jours afin de 

suivre la charge virale, la pharmacocinétique des anticorps et les taux d’albumine. 

L’ensemble des 4 souris injectées avec l’anticorps témoin a développé une 

infection stable en trois semaines après l’inoculation du VHC, alors que les 5 souris 

traitées avec l’anticorps anti-CLDN1 n’ont pas développé d’infection (Figure 65A). La 

protection est efficace puisque l’ARN viral est indétectable pendant 5 semaines après 

l’inoculation du VHC. L’anticorps anti-CLDN1 peut être détecté dans le sérum des souris à 

J0 et J7, alors qu’il ne l’est plus à J14 (Figure 65B).  

Afin de s’assurer que les souris initialement traitées par l’anticorps anti-CLDN1 

peuvent être infectées, les animaux ont été réinoculés à J42 avec du sérum de patient 

chroniquement infecté par le génotype 2a, l’anticorps n’étant plus détectable à ce stade. 

Une infection a été observée chez l’ensemble des souris, à des taux similaires à ceux 

obtenus chez les souris injectées avec l’anticorps témoin. Ces résultats montrent que les 

souris sont sensibles à une infection par le VHC. Par conséquent, l’absence d’ARN viral 

dans le sérum des souris traitées par l’anticorps anti-CLDN1 durant la première phase de 

l’expérience est bien la conséquence d’un effet préventif de la part de l’anticorps. 

L’ensemble de ces résultats suggèrent que l’anticorps anti-CLDN1 pourrait être un 

outil efficace pour la prévention de l’infection par le VHC chez le patient VHC+ 

transplanté hépatique. 
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Figure 65 : Prévention de l’infection VHC in vivo par l’administration de l’anticorps 

monoclonal anti-CLDN1 

Des souris Alb-uPA+/+/SCID, inoculées à J0 par du sérum de patient chroniquement infecté par le génotype 1b, 

ont été injectées avec de l’anticorps anti-CLDN1 (symboles noirs, traits pleins) (n=5) ou avec un anticorps 

témoin (symboles blancs, traits pointillés) (n=4) à J-1, J1 et J5. Les souris ont été réinoculées à J42 et suivies 

jusqu’à J91. La charge virale (A), exprimée en unités internationales (UI) par millilitre (ml) de sérum, a été 

quantifiée par RT-PCR. La concentration sérique de l’anticorps anti-CLDN1 (B) a été déterminée par cytométrie 

en flux après incubation de cellules Huh7.5 avec le sérum des souris puis révélation avec un anticorps 

secondaire anti-rat couplé au PE.  
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III.  L’administration de l’anticorps anti-CLDN1 n’est pas toxique 

pour les hépatocytes humains 

 

 
La concentration sérique d’albumine humaine a été suivie tout au long du 

traitement afin de vérifier l’absence de toxicité de l’anticorps vis-à-vis des HPH greffées. 

Les taux sériques d’albumine humaine sont stables pour l’ensemble des souris, qu’elles 

aient reçu de l’anticorps témoin ou de l’anticorps anti-CLDN1 (Figure 66). Ces résultats 

suggèrent l’innocuité du traitement par l’anticorps anti-CLDN1 au niveau hépatique. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

Afin de confirmer les résultats obtenus par le dosage sérique de l’albumine 

humaine, les souris traitées avec l’anticorps anti-CLDN1 ou avec l’anticorps témoin ont 

été sacrifiées à J91 et leur foie prélevé pour la réalisation d’analyses histologiques.  

Des marquages en immunohistochimie ont préalablement été mis au point sur des 

foies de souris Alb-uPA+/+/SCID greffées avec des HPH mais non infectées. Le marqueur 

humain HLA de classe I (HLA cl.I) et les marqueurs hépatocytaires humains CK18 et 

albumine humaine ont été utilisés afin de discriminer les HPH et les hépatocytes murins. 

Les anticorps primaires ont été testés à différentes concentrations et incubés sur les 

coupes histologiques pendant 2h à température ambiante ou sur la nuit à 4°C.  
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Figure 66 : Dosage de l’albumine humaine dans le sérum des souris traitées. 

Les taux sériques d’albumine humaine des souris Alb-uPA+/+/SCID inoculées à J0 par du VHC et injectées 

avec de l’anticorps anti-CLDN1 (symboles noirs, traits pleins) (n=5) ou avec un anticorps témoin (symboles 

blancs, traits pointillés) (n=4) ont été déterminés par dosage Elisa. Le suivi a été réalisé de J0 à J91. 
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Les dilutions et incubations optimales de chaque anticorps sont les suivantes 

(Figure 67) :  

- anticorps anti-HLA cl.I : dilution au 1/1000e, incubation 2h 

- anticorps anti-CK18 : dilution au 1/25e, incubation sur la nuit 

- anticorps anti-albumine : dilution au 1/500e, incubation 2h, sans démasquage 

antigénique 

 

 

Un marquage CK18 a été réalisé sur les foies de souris traitées avec l’anticorps 

anti-CLDN1 ou traitées avec l’anticorps témoin. Chez les souris traitées avec l’anticorps 

anti-CLDN1, les HPH sont toujours présents et sont morphologiquement similaires à ceux 

des souris injectées avec l’anticorps témoin (Figure 68).   

 

 L’ensemble de ces données montre que le traitement par l’anticorps anti-CLDN1 

n’altère pas les HPH en termes de fonctionnalité (production d’albumine humaine) et de 

morphologie, indiquant que l’anticorps n’est pas toxique pour les hépatocytes. Ces 

résultats sont renforcés par un bon état général des souris, étant donné l’absence de 

perte de poids ou de mortalité liée au traitement par l’anticorps anti-CLDN1. 

 
 

 
 

 

 
 
 



PARTIE II  RESULTATS  

 - 166 - 

 
 

 
 

 
 
 

 Figure 67 : Mise au point des marquages des HPH en immunohistochimie. 

Des souris Alb-uPA+/+/SCID greffées avec des HPH ont été euthanasiées et leur foie prélevé et fixé. Les HPH 

ont été marqués en immunohistochimie avec les anticorps primaires anti-HLA de classe I (dilution au 1/1000e, 

incubation 2h) (A,B), anti-cytokératine 18 (dilution au 1/25e, incubation 16h) (C,D) ou anti-albumine humaine 

(dilution au 1/500e, incubation 2h) (E,F). Une contre-coloration à l’hématoxyline a été effectuée. 
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Figure 68 : Evaluation de la toxicité hépatique de l’anticorps anti-CLDN1 par marquage 

de la cytokératine 18 en immunohistochimie. 

Des souris injectées avec l’anticorps témoin (A) ou avec l’anticorps anti-CLDN1 (B) ont été sacrifiées et leur foie 

prélevé et fixé. Un marquage de la cytokératine 18 humaine a été réalisé afin d’identifier les HPH. 
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L’entrée du VHC dans les hépatocytes humains est un processus complexe 

nécessitant de multiples étapes et faisant intervenir les glycoprotéines d’enveloppe du 

virus et des facteurs d’entrée de la cellule hôte. Après attachement à la cellule cible, le 

virus interagit spécifiquement avec ses récepteurs que sont SR-BI, CD81, CLDN1 et 

OCLN. Des anticorps spécifiques de ces molécules sont étudiés pour leur capacité à 

bloquer le processus d’entrée du virus et ainsi à empêcher l’infection de la cellule cible 

par le VHC. 

L’anticorps monoclonal dirigé contre CLDN1 (clone OM-7D3-B3) inhibe 

efficacement l’infection de HPH par le VHC in vitro (Fofana et al., 2010). De même que 

des anticorps monoclonaux dirigés contre CD81 (Meuleman et al., 2008) ou SR-BI 

(Meuleman et al., 2011b), nous avons montré que l’anticorps OM-7D3-B3 prévient 

l’infection par le VHC (génotype 1b) chez des souris Alb-uPA+/+/SCID, et cela quand il est 

administré à J-1, J1 et J5 (J0 = jour de l’inoculation). En effet, la charge virale est 

indétectable pendant les six semaines post-inoculation chez 100% des souris traitées 

avec l’anticorps anti-CLDN1, alors que l’ensemble des souris administrées avec l’anticorps 

témoin développent très rapidement une infection chronique, ce qui confirme l’infectiosité 

de l’inoculum viral. Les souris traitées initialement avec l’anticorps anti-CLDN1 ont été 

réinoculées à J42 (date à laquelle l’anticorps n’est plus détectable dans le sérum) avec du 

VHC d’un autre génotype que celui utilisé précédemment (génotype 2a), et ont 

développé une infection chronique. Par conséquent, les souris sont sensibles à l’infection, 

ce qui démontre que l’absence d’ARN viral dans la première phase de l’expérience est 

bien la conséquence d’un effet préventif de l’anticorps anti-CLDN1. 

Lors de précédentes études, l’effet préventif de l’infection VHC par les anticorps 

monoclonaux anti-CD81 a été obtenu après seulement deux injections d’anticorps (400µg 

par injection, à J-1 et à J1 après l’inoculation du virus) (Meuleman et al., 2008). 

Cependant, l’inoculation a été réalisée avec la souche H77C (génotype 1a) ou la souche 

ED43 (génotype 4a), et non avec du virus polyclonal. Par ailleurs, la prévention de 

l’infection par l’anticorps anti-SR-BI a été effectuée à l’aide de cinq injections d’anticorps 

au total (400µg par injection, à J-1, J1, J5, J8 et J12), et l’inoculation avec du sérum issu 

de chimpanzés infectés avec les souches H77C, ED43 ou HK6a (génotype 6a) et adapté 

sur souris (Meuleman et al., 2011b). Lors de notre étude, nous avons inoculé nos souris 

avec un seul génotype (génotype 1b), mais avec du sérum de patient chroniquement 

infecté par le VHC adapté sur souris. L’infection par du sérum de patient, qui contient 

plusieurs quasi-espèces du virus, est plus physiologique que l’infection par des VHCcc, et 

ce d’autant plus que les patients infectés par le génotype 1 sont les plus difficiles à 

traiter.  

Bien qu’il n’y ait pas eu de comparaison directe des trois types d’anticorps, anti-

CD81, anti-SR-B1 et anti-CLDN1, il ne semble pas y avoir de différence entre eux en 
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terme d’efficacité de la prévention de l’infection. Si un choix devait être fait entre ces 

trois anticorps, il devrait plutôt se faire sur la base de leur innocuité et de leur efficacité 

en situation de traitement d’une infection chronique établie. Des résultats préliminaires 

non montrés suggèrent que notre anticorps anti-CLDN1 serait plus intéressant pour le 

traitement d’une infection chronique que les anticorps anti-CD81 ou SR-B1 publiés à ce 

jour. 

 

 La quantification de l’anticorps anti-CLDN1 a été réalisée grâce à deux tests 

indépendants, par cytométrie en flux et par dosage Elisa, avec une bonne corrélation 

entre les deux tests (R=0,755, R²=0,57). De leur côté, les concentrations d’anticorps 

témoin n’ont pu être déterminées qu’en dosage Elisa : le dosage par cytométrie en flux 

étant basé sur l’expression de CLDN1 par des cellules Huh7.5, nous avons vérifié que les 

anticorps témoins ne sont pas détectables dans ce test. L’anticorps anti-CLDN1 a un 

temps de demi-vie environ deux fois moins important que l’anticorps témoin, avec des 

concentrations sériques d’anticorps plus faibles. Ces différences peuvent s’expliquer par 

le fait que l’anticorps anti-CLDN1 se fixe sur son antigène et est de ce fait épuisé sur les 

HPH, alors que l’anticorps témoin ne rencontre aucun antigène et se maintient ainsi 

présent à de plus fortes concentrations dans la circulation sanguine. 

 

L’anticorps n’est pas toxique pour les hépatocytes, comme le montrent la 

morphologie préservée des hépatocytes humains en histologie, l’intégrité des jonctions 

serrées en microscopie électronique (résultat non montré), ainsi que les concentrations 

stables d’albumine humaine dans le sérum des souris traitées qui témoignent d’une 

fonctionnalité préservée. La survie des hépatocytes en présence de l’anticorps et 

l’intégrité des jonctions serrées a déjà été montrée in vitro (Fofana et al., 2010). 

Cependant, l’évaluation de l’innocuité de l’anticorps devra être complétée par d’autres 

analyses. En effet, CLDN1 peut être exprimée par divers tissus autres que le foie, 

notamment le rein, impliquant que l’anticorps pourrait avoir des effets délétères sur des 

cellules non-hépatocytaires. Cette toxicité ne peut être évaluée directement dans notre 

modèle murin étant donné que la CLDN1 humaine est exprimée exclusivement par les 

hépatocytes greffés, d’origine humaine. Des expériences préliminaires 

d’immunomarquages analysés par cytométrie en flux ont montré que l’anticorps OM-

7D3-B3 réagit de façon croisée avec la CLDN1 murine au niveau des hépatocytes murins. 

Les souris traitées avec les anticorps anti-CLDN1 ou témoin ont une survie et un poids 

similaires, indiquant que l’anticorps anti-CLDN1 n’induit pas de toxicité périphérique bien 

qu’il soit capable de se fixer sur les hépatocytes murins. Des immunomarquages sur 

d’autres tissus murins seront réalisés afin de confirmer la capacité de l’anticorps à se 

fixer sur des tissus murins, renforçant l’hypothèse de l’innocuité de l’anticorps. 
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 L’ensemble de ces résultats indique que l’anticorps monoclonal anti-CLDN1 

pourrait être utilisé pour la prévention de la réinfection du greffon par le VHC lors de la 

transplantation hépatique de part son innocuité et son potentiel à empêcher l’infection. 

La prochaine étape consiste à évaluer quel serait l’effet anti-viral de l’anticorps dans le 

cadre du traitement d’une infection déjà établie, et cela pour différents génotypes. Des 

résultats préliminaires montrent que notre anticorps anti-CLDN1 présente effectivement 

une capacité à diminuer la charge virale dans des souris chroniquement infectées avec du 

virus de génotype 1b (sérum de patient adapté sur souris) ou 2a (VHCcc, souche Jc1). 

Cependant, une amélioration du protocole de traitement (adaptation de dose, durée et 

fréquence d’administration de l’anticorps) reste à faire, notamment pour le sérum de 

génotype 1b. 

Par ailleurs, des combinaisons avec les inhibiteurs de protéases telaprevir ou 

boceprevir seront également testées afin d’évaluer d’une part la capacité de l’anticorps 

anti-CLDN1 à prévenir le développement de variants résistants à ces DAA, et d’autre part 

une éventuelle activité antivirale synergique entre anticorps anti-CLDN1 et DAA. En effet, 

une étude récente visant à déterminer les mécanismes de résistance du VIH aux 

antirétroviraux a décrit un modèle hypothétique selon lequel le mode de transmission du 

virus de cellules à cellules permet l’infection d’une cellule naïve par plus de particules 

virales que lors d’une transmission par virus libre. En présence d'une thérapie 

antirétrovirale, ce mode de transmission serait associé à une probabilité plus élevée de 

transmettre des variants résistants produits au sein de la cellule donneuse (Sigal et al., 

2011). Des résultats internes au laboratoire ont montré que l’anticorps anti-CLDN1 inhibe 

à la fois l’entrée du VHC sous forme libre et la transmission du virus de cellules à cellules 

(communication personnelle). Etant donné que l’anticorps anti-CLDN1 cible un facteur de 

l’hôte et non un composant du virus comme le font les DAA, il a potentiellement la 

capacité de bloquer l’entrée de l’ensemble des variants du VHC, qu’ils soient sensibles ou 

résistants aux DAA, et quelle que soit la voie de transmission utilisée. Ainsi, par analogie 

avec l’étude de Sigal et al., nous avons émis l’hypothèse que l’anticorps anti-CLDN1 

pourrait empêcher, en présence de DAA, le développement de résistances à ces 

molécules. Cette hypothèse sera testée dans le modèle uPA-SCID en quantifiant 

l'apparition de variants résistants au telaprevir (les mutations les plus souvent 

rapportées étant : V36A/M/C, T54A/S, R155K/T/Q et A156V/T (Pawlotsky, 2011)) dans le 

sérum de souris infectées par du sérum (polyclonal) de patient de génotype 1b après 

traitement par telaprevir, anti-CLDN1 et telaprevir plus anti-CLDN1. Alternativement, 

nous pourrons infecter les animaux avec une souche monoclonale en injectant 

directement par voie intrahépatique l'ARN codant la séquence d'un VHC de génotype 1 

dans lequel nous aurons, ou non, introduit les mutations associées à la résistance au 

telaprevir, comme cela a été décrit par Hiraga et al. (Hiraga et al., 2011). 
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Mon travail de thèse s’est focalisé sur le développement de deux nouvelles 

approches d’immunothérapie du CHC et de l’infection par le VHC. Nous avons fait la 

preuve de concept de l’utilisation des LGM comme outil puissant de thérapie cellulaire et 

génique du CHC, reposant sur l’alloréactivité de lymphocytes issus de donneurs sains à 

l’encontre des cellules tumorales. Nous avons également montré que ces lymphocytes 

ont une activité anti-virale importante vis-à-vis du VHC. De son côté, l’anticorps 

monoclonal anti-CLDN1 (clone OM-7D3-B3) a la capacité de prévenir l’infection par le 

VHC dans des souris chimériques Alb-uPA+/+/SCID, modèle récemment mis en place au 

laboratoire. 

 

Les options thérapeutiques actuelles du CHC étant particulièrement limitées, une 

immunothérapie du CHC basée sur l’administration de LGM constituerait une approche 

innovante et efficace en association avec les traitements standards. Des 

conditionnements immunomodulateurs, qui restent à définir, seraient nécessaires pour 

empêcher le rejet des LGM par le système immunitaire du patient.  

 

 Concernant l’utilisation de LGM pour leur effet anti-viral, il ne serait pas 

concevable de les utiliser chez les patients chroniquement infectés par le VHC. En effet, 

un traitement immunosuppresseur n’est pas envisageable chez ces patients, au vu de 

l’arrivée des nombreuses thérapies antivirales ciblant directement le VHC. Par contre, la 

prévention de la réinfection du greffon par le VHC lors de la transplantation hépatique est 

une indication possible. En effet, le patient est déjà sous traitement immunosuppresseur 

pour éviter le rejet du greffon, ce qui le protègera simultanément de l’allo-immunisation 

à l’encontre des LGM. Le jour de la greffe, il suffirait de décongeler un lot de LGM et de 

l’administrer au patient pendant la transplantation hépatique.   

 Au-delà du fait que les LGM constitueraient un outil très efficace pour la 

prévention de la réinfection du greffon par le VHC, la principale problématique de notre 

approche concerne son positionnement parmi le large éventail de DAA qui sera mis sur le 

marché très prochainement. Les nouvelles drogues anti-virales ont comme avantage une 

simplicité d’administration, et seront donc largement utilisées par les cliniciens. 

Néanmoins, nous sommes convaincus que notre approche d’immunothérapie trouverait 

sa place parmi les options thérapeutiques de la prévention de la réinfection du greffon 

par le VHC, et cela pour différentes raisons. Premièrement, étant donné que les LGM 

seront administrés au moment de la transplantation hépatique, les chirurgiens seront les 

principaux prescripteurs du traitement par LGM. Le rejet de greffe et par conséquent 

l’alloréactivité sont des phénomènes bien connus des chirurgiens, qui pourraient donc 

être sensibilisés à notre approche. Deuxièmement, au vu des résultats cliniques publiés 

par Ohira et al. (Ohira et al., 2009), une seule (ou éventuellement deux) administration 
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pourrait être suffisante pour prévenir la réinfection du greffon, ce qui est un réel 

avantage par rapport aux DAA qui doivent être administrés durant plusieurs semaines. 

De plus, prévenir l’infection au lieu de tenter de la traiter représente un atout 

considérable. Troisièmement, le coût du traitement par LGM sera probablement très 

inférieur à celui des DAA, coût que nous avons estimé à moins de 1000 euros pour un lot 

thérapeutique. Cette estimation tient compte uniquement des coûts de production et non 

de la rentabilisation des dépenses liées au développement. Cependant, les validations 

précliniques ayant déjà été effectuées en grande partie, les coûts de développement ne 

devraient pas être répercutés de façon excessive sur le coût du produit final. Enfin, il 

faudra déterminer si les LGM peuvent inhiber des variants résistants aux DAA, 

l’émergence de résistances étant l’une des principales limitations de ces nouvelles 

thérapies (Pawlotsky, 2011). Les patients non répondeurs aux DAA seront ainsi les cibles 

privilégiées de notre approche d’immunothérapie. 

 

L’anticorps anti-CLDN pourrait également être utilisé pour prévenir la réinfection 

du greffon par le VHC lors de la transplantation hépatique. Si son efficacité quant au 

traitement de l’infection est avérée, il sera envisageable d’utiliser l’anticorps chez des 

patients chroniquement infectés par le VHC, éventuellement en combinaison avec (PEG-

IFN)-α et ribavirine ou avec les inhibiteurs de protéases actuellement utilisés en clinique.  

 

 

 Quelque soit l’application thérapeutique, l’avantage majeur des LGM par rapport 

aux anticorps anti-CLDN1 réside dans le fait qu’elles ont déjà été largement utilisées chez 

l’homme. Cette expérience clinique représente un réel atout, notamment en ce qui 

concerne leur innocuité. De son côté, l’anticorps anti-CLDN1 devra être humanisé pour 

son administration chez l’homme. Néanmoins, l’anticorps permettra de cibler un éventail 

plus large de patients que les LGM (patients transplantés et patients chroniquement 

infectés par le VHC). La poursuite des études précliniques chez l’animal est donc 

indispensable, aussi bien pour les LGM que pour les anticorps anti-CLDN1, avant 

d’envisager toute étude clinique de phase I.  
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Résumé / Summary 
 

Le virus de l’hépatite C (VHC) est une des causes majeures de carcinome 

hépatocellulaire (CHC), dont les traitements ont une efficacité modéré. La transplantation 

hépatique (TH) est l’option thérapeutique de choix mais est limitée, chez les patients 

chroniquement infectés par le VHC, par une réinfection systématique du greffon. Nous 

proposons d’utiliser des lymphocytes génétiquement modifiés (LGM) issus de donneurs 

sains qui ont fait leurs preuves pour le traitement d’hémopathies malignes et qui, 

exprimant un gène suicide, peuvent être éliminés en cas d’effets secondaires. Nous 

montrons maintenant que ces LGM présentent d’une part une activité anti-tumorale vis-

à-vis du CHC, et d’autre part un effet anti-viral envers le VHC. L’objectif est la création 

d’une banque de LGM allogéniques prêts-à-l’emploi, avec des avantages en termes de 

coût, de logistique et de disponibilité immédiate par rapport aux approches classiques 

d’immunothérapies, autologues pour la plupart. Parallèlement, nous avons étudié in vivo 

l’effet anti-viral d’un anticorps monoclonal anti-claudin-1 dirigé contre un co-récepteur du 

VHC et inhibant l’entrée du VHC dans les hépatocytes humains. Grâce à un modèle 

d’infection par VHC de souris présentant un foie chimérique humanisé, nous montrons 

que cet anticorps permet de prévenir efficacement l’infection par le VHC. Nos résultats 

apportent les preuves de concept de l’utilisation de deux produits, anticorps anti-claudin-

1 et LGM, pour la prévention de la réinfection du greffon hépatique par le VHC, les LGM 

pouvant également être envisagés en association avec les thérapies actuelles du CHC. 

 

The hepatitis C virus (HCV) is a major cause of hepatocellular carcinoma (HCC), 

whose treatments are of limited efficacy. The liver transplantation (LT) is the optimal 

therapy but is limited by a very rapid and universal HCV reinfection of the liver graft. We 

propose to use healthy donor-derived suicide gene modified lymphocytes (GML), known 

to be efficient for the treatment of hematological malignancies and that can be eliminated 

in case of adverse events. We show now that GML have a strong anti-tumoral activity 

against HCC and an anti-viral effect on HCV. Our objective is to create a bank of ready-

for-use allogeneic GML which could have numerous advantages in terms of costs, 

logistics and immediate availability, as compared with autologous immunotherapies. In 

parallel, we have studied the in vivo anti-viral effect of a monoclonal antibody (mAb) 

directed against an HCV coreceptor, claudin-1, inhibiting HCV entry in human 

hepatocytes. Using a human liver-chimeric mouse model of HCV infection, we show that 

this mAb can efficiently prevent HCV infection in vivo. Our results provide the proofs of 

concept that these two products, anti-claudin-1 mAb and GML, could be used for the 

prevention of liver graft HCV reinfection, while GML could further be used for the 

treatment of HCC, in combination with current HCC therapies.  


