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Partie | : L’hépatite C

l. Le virus de I’hépatite C

1. Découverte du virus de |'hépatite C

Au milieu du XX&™e siécle, prés du tiers des patients bénéficiant d’une transfusion sanguine
développait une hépatite. La majorité de ces hépatites n’était liée ni au virus de I’'hépatite A,
ni au virus de I’"hépatite B mais a un agent étiologique inconnu dénommé « non-A-non-B »
(NANB) (Alter and Houghton, 2000). L’agent NANB induisait des hépatites chroniques et
parfois des cirrhoses (Feinstone et al., 1975). Lorsque du sérum de patient présentant une
hépatite NANB était injecté au chimpanzé, celui-ci développait lui aussi des signes clinico-
biologiques d’hépatite (Tabor et al., 1978). Au milieu des années 1980s, des études
physicochimiques basées sur des techniques de filtration et d’inactivation par le chloroforme
révéléerent que I'agent des hépatites NANB était probablement un virus enveloppé, a ARN,
d’une taille inférieure a 80 nm (Bradley et al., 1983; Feinstone et al., 1983; He et al., 1987).
Cependant, les méthodes virologiques standards ne parvenaient pas a isoler et a identifier le

virus.

La découverte du virus de I'hépatite C a bénéficié de I'essor des techniques de biologie
moléculaire de la fin des années 1980s. A partir du sérum d’un chimpanzé infecté, I'équipe
de Michael Houghton prépara une banque d’ADN complémentaires (ADNc) clonés dans des
vecteurs d’expression. L'un de ces clones, le « 5-1-1 », produisait une protéine reconnue par
les anticorps sériques d’un patient infecté par I'lagent NANB (Choo et al., 1989). Grace a des
techniques d’hybridation moléculaire, ’ADNc de ce tout premier clone servit de sonde pour
caractériser un génome viral a ARN d’organisation comparable aux génomes des virus de la
famille des Flaviviridae. L’agent responsable des hépatites NANB était enfin identifié et fut

nommé « virus de I’hépatite C ».

2. Classification et variabilité génétique

2.1. Classification taxonomique du VHC

La famille des Flaviviridae comporte actuellement 4 genres répertoriés par le comité

international de taxonomie des virus (ICTV) (http://www.ictvonline.org) :
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(1)

(2)

(3)

(4)

Le virus de I'hépatite C (VHC) est l'unique espéce du genre Hepacivirus répertoriée
par I'ICTV. Cependant, la découverte récente d’especes apparentées au VHC chez le
chien, le cheval et chez plusieurs rongeurs permet d’entrevoir une distribution bien
plus large des Hepacivirus dans le réegne animal (Burbelo et al., 2012; Drexler et al.,
2013; Kapoor et al.,, 2011). Cette découverte éclaire d’un jour nouveau les

hypothéses sur |'origine et sur I’émergence du VHC (Simmonds, 2013).

Le genre Flavivirus regroupe plus de 50 especes dont de nombreux arbovirus. On y
distingue en particulier (i) des virus transmis par les moustiques Culex tels que le
virus de I'encéphalite japonaise et le virus West Nile, (ii) des virus transmis par des
tiques tels que le virus de I'encéphalite a tiques, (iii) des virus transmis par des
moustiques Aedes tels que le virus de la fievre jaune et le virus de la dengue (Gould
and Solomon, 2008).

Le genre Pestivirus comprend des virus pathogenes pour les ruminants et les porcs,
responsables de pathologies fcetales, digestives ou de syndromes hémorragiques
(Schweizer and Peterhans, 2014).

Le genre Pegivirus a été récemment reconnu par I'ICTV et comprend les 2 especes
Pegivirus A et B capables d’infecter certains primates. La pathogénicité de ces virus
pour I'homme n’a pas été clairement établie a ce jour. Des espéces apparentées
découvertes chez des primates non-humains et chez des chauve-souris sont en

attente de classification (Stapleton et al., 2011).

2.2. Variabilité génétique et évolution du VHC

La variabilité génétique du VHC est particulierement élevée. Elle repose sur I'absence
d’activité de relecture-correction (proof-reading) de I'ARN polymérase ARN-dépendante
virale (la protéine NS5B), a I'origine d’un taux élevé de mutations compris entre 10 et 1073
substitutions/site/année (Lutchman et al., 2007; Powdrill et al., 2011; Ribeiro et al., 2012).
Chez les patients infectés, I'évolution continue du VHC est liée a sa variabilité génétique et a
I’abondance de la production virale qui peut atteindre 10% virions/jour (Neumann et al.,
1998).

un réle central dans la persistance du virus dans I'organisme, son échappement au systeme

Elle aboutit a une hétérogénéité et une adaptabilité des populations virales qui jouent

immunitaire et sa sensibilité aux traitements (Chayama and Hayes, 2011; Domingo and
Gomez, 2007; Farci et al., 2000).
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Il est intéressant de noter que cette variabilité génétique n’est pas distribuée uniformément
le long du génome. Certaines régions sont relativement conservées comme les régions 5’ et
3’ non codantes (NC) qui comportent des séquences indispensables a la réplication et a la
traduction de I’ARN viral. A I'inverse, les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 et la protéine
non structurale NS5A sont beaucoup plus variables. Les glycoprotéines d’enveloppe
comportent en particulier des régions hypervariables (Hypervariable regions, HRV)
impliquées dans I"’échappement immunitaire et I'adaptation du virus aux pressions de

sélection (Simmonds, 2004).

Les différents isolats du VHC sont actuellement répartis en 7 génotypes (numérotés de 1 a 7)
dont les séquences nucléotidiques different de 30 a 35 %. Les génotypes sont eux-mémes
subdivisés en plus de 80 sous-types (désignés par une lettre minuscule : 1a, 1b, etc...)
(Simmonds et al., 2005; Smith et al., 2014; http://talk.ictvonline.org , mise a jour novembre
2014). Au sein de chaque sous-type, on distingue plusieurs isolats viraux (Figure 1). La
diversité virale est également présente a I’échelle de I'individu infecté, porteur d’'un mélange
complexe de variants viraux génétiquement distincts bien qu’apparentés appelé « quasi-
espece » virale (Domingo et al.,, 2012; Martell et al., 1992). Cette quasi-espéce évolue de
fagon dynamique chez son hote en fonction des pressions de sélection exercées sur le virus
(Domingo et al., 2012).
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Figure 1 : Distribution des génotypes et sous-types du VHC.

Arbre phylogénétique représentant les 7 génotypes et les 81 sous-types du VHC actuellement
répertoriés. Les sous-types en attente de classification ne sont pas représentés (séquences obtenues
sur : (http://talk.ictvonline.org , mise a jour novembre 2014). Chaque séquence est nommée par son
génotype et son sous-type suivis par son numéro d’accession Genbank. Jusqu’a 2 séquences
nucléotidiques représentatives de chaque sous-type ont été alignées puis classées en phylogénie par
une approche en maximum de vraisemblance basée sur le modéle de Tamura-Nei (Tamura and Nei,
1993) en utilisant le logiciel MEGA6 (Tamura et al., 2013). L’arbre est dessiné a I’échelle, avec une
longueur de branches proportionnelle au nombre de substitutions par site. L’analyse a impliqué 129
séquences nucléotidiques. Les positions contenant des données manquantes ont été éliminées pour

aboutir a un nombre final de 7141 positions analysées.
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3. La particule virale du VHC

3.1. Structure générale

Le VHC possede un génome a ARN simple brin de polarité positive d’environ 9,6 kb. Il est
organisé en une seule phase ouverte de lecture entourée par des régions non codantes (NC)
aux extrémités 5’ et 3’. Le génome est protégé par une capside icosaédrique formée par
I’'assemblage de la protéine Core (ou C) du VHC. Une enveloppe lipidique entoure la capside.
Elle porte des glycoprotéines E1 et E2 assemblées de fagcon non covalentes en hétérodimeéres

(Figure 2).

Les virions mesurent entre 30 et 80 nm de diamétre et sont en étroite association avec les
lipoprotéines de I’hote (de types VLDL et LDL) lorsqu’ils circulent dans le sérum. L’'ensemble
forme une particule « lipovirale » de densité faible et hétérogéne (André et al., 2002; Merz
etal.,, 2011).

Enveloppe
\

Figure 2 : Structure générale du virus.

Le VHC est une particule enveloppée formée d’une capside icosaédrique et d’'un génome a ARN(+)
simple brin. L’enveloppe porte les glycoprotéines E1 et E2. L’enveloppe et la capside sont représentées
respectivement en bleu et en vert sur le schéma. Les glycoprotéines d’enveloppe sont représentées en

jaune et beige. Les composés lipidiques liés a la particule virale circulante ne sont pas représentés.

3.2. Organisation génomique et protéines virales
3.2.1. Les régions non-traduites

Les régions non codantes 5'NC et 3’NC contiennent des éléments indispensables a la
réplication et a la traduction de I’ARN viral. De nombreux facteurs cellulaires se fixent et

interagissent avec ces régions du VHC (2013).
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La région 5’NC contient le site d’entrée interne des ribosomes (Internal ribosome entry site,
IRES), une région de structure secondaire en tiges-boucles qui permet a I’ARN viral de se
fixer sur la sous-unité 40S du ribosome et de pallier a I'absence de coiffe en 5’ (Friebe et al.,
2001). En 5’NC se trouvent également des séquences reconnues par le micro-ARN (miR)-122
de I'hote (Figure 3). La fixation de miR-122 prévient la dégradation du génome viral par les
RNases cellulaires et stimule la traduction en protéines. L'abondance de miR-122 dans les
hépatocytes permet d’expliquer au moins en partie I’'hépatotropisme du VHC (Henke et al.,
2008; Jopling et al., 2005; Machlin et al., 2011).

A la différence des ARNm cellulaire, ’ARN du VHC ne contient pas de queue de poly(A) en 3’
mais une séquence de polyuridines entrecoupée de résidus cytosines (polyU/UC) nécessaire
a la traduction de I'ARN viral en protéines. La région 3’NC est également formée d’un
domaine variable court et d’un domaine plus conservé 3’X contenant des éléments

régulateurs importants pour la synthése du brin ARN(-) (Figure 3) (Tanaka et al., 1996; 2013).

3.2.2. Les régions codantes et les protéines virales

Le génome du VHC contient un seul cadre ouvert de lecture. Il est traduit en une
polyprotéine d’environ 3 000 acides aminés, secondairement clivée par des peptidases
cellulaires et par des protéases virales pour produire 3 protéines structurales et 7 protéines
non-structurales (Figure 3). Une caractéristique importante des protéines du VHC est leur
aspect plurifonctionnel au cours de la réplication virale et leurs nombreuses interactions
avec les protéines de I’hote. Au cours du cycle de réplication, les protéines du VHC agissent
au sein d’un réseau de membranes lipidiques dérivées du réticulum endoplasmique appelé
réseau membraneux. lls y forment de véritables complexes de réplication virale (Miller and
Krijnse-Locker, 2008; Moradpour et al., 2007).

Protéines de structure :

La protéine Core (ou C) est la protéine de capside. Elle est constituée de 2 domaines qui
s’auto-assemblent avec I’ARN viral pour former la nucléocapside (2013). Son interaction avec
les protéines de I'hote permet de moduler plusieurs processus cellulaires comme la

transcription ou I'apoptose (McLauchlan, 2000).

Les glycoprotéines E1 et E2 forment un hétérodimeére ancré dans I'enveloppe virale. Elles
permettent la fixation du virus aux récepteurs cellulaires et la fusion des membranes.
Situées a la surface de la particule virale, les glycoprotéines E1 et E2 sont des cibles
importantes pour les anticorps de I’hote (Fafi-Kremer et al., 2012).
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Protéines non structurales :

La protéine p7 est une viroporine dont les polymeres forment un canal ionique nécessaire a

I’'assemblage et a la libération du virus (Wozniak et al., 2010).

La protéine NS2 et le complexe NS3-NS4A agissent en auto-protéases et interviennent dans
le clivage co- ou post-traductionnel de la polyprotéine virale (2013). A c6té de ce réle dans la
maturation des protéines virales, la protéase NS3-NS4A clive des protéines importantes de
I’'hote telles que les protéines adaptatrices MAVS et TRIF impliquées dans la réponse
immunitaire innée (Voir chapitre spécifique) (Horner and Gale, 2013). En outre, la protéine
NS3 possede une activité hélicase essentielle a la réplication de I’ARN viral et intervient dans

I’'assemblage de la particule virale en cours de formation (Serebrov and Pyle, 2004).

NS4B est une protéine hautement hydrophobe indispensable a la formation du réseau
membraneux (Egger et al., 2002). Elle possede des sites de liaison a I’ARN et aux autres
protéines non structurales du VHC et semble jouer un réle important durant |'étape

d’assemblage des néo-virions (Jones et al., 2009)

NS5A est une phosphoprotéine clé dans la régulation de la réplication virale et dans
I'assemblage de la nucléocapside (Appel et al., 2008; Tellinghuisen et al., 2008). Sa
régulation semble dépendre en grande partie de la phosphorylation de ses nombreux
résidus sérines (Huang et al., 2007). NS5A interagit avec de nombreuses protéines de I'hote
impliquées dans la régulation de la transcription, I'apoptose ou le contrdole du cycle cellulaire
(Bartenschlager et al., 2004; 2013). Parmi les protéines qui interagissent avec NS5A, la
cyclophiline A est soupgonnée de jouer un role essentiel durant la réplication virale et
pourrait constituer une cible antivirale précieuse dans le traitement de I’hépatite C (Flisiak et
al., 2009; Kaul et al., 2009).

NS5B est I’ARN polymérase ARN-dépendante virale (réplicase). Elle est responsable de la
réplication de 'ARN(+) du VHC via la formation d’'une matrice intermédiaire d’ARN(-). Elle
possede une structure tridimensionnelle traditionnelle en « main-droite » avec une

organisation en plusieurs sous-domaines (doigts, paume, pouce) (Simister et al., 2009).
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Figure 3 : Organisation fonctionnelle du génome viral.

En haut : le génome viral est formé d’un seul cadre ouvert de lecture (Open reading frame, ORF)
flanqué par deux régions non codantes. La région 5’NC comporte I'IRES et des séquences de fixation
pour le miR-122 de I’héte (en rouge). La région 3’NC comporte une région variable (V) suivie d’une
séquence polyU/UC et de la séquence 3’X. En bas : Le génome du VHC code pour une polyprotéine
secondairement clivée par des peptidases de I’héte (fleches noires) et par les protéases virales NS2
(fleche violette) et NS3-NS4A (fleches vertes) pour former les protéines de structure (beige) et les

protéines non structurales (vert).

4. Le cycle de réplication virale

La cellule cible majeure du VHC chez I'homme et le chimpanzé est I’'hépatocyte (2013). Les
différentes étapes de réplication du VHC seront donc décrites dans cette cellule.

4.1. Entrée du virus

L’entrée du VHC est un processus en plusieurs étapes, médiées par l'interaction entre les
glycoprotéines d’enveloppe E1-E2 et différents récepteurs et co-récepteurs exprimés a la
surface des hépatocytes (Figure 4). La particule virale est initialement adsorbée sur la
membrane plasmique en s’attachant a des résidus glycosaminoglycanes (Barth et al., 2003;
Lefévre et al., 2014; Shi et al., 2013). Un attachement du VHC sur les récepteurs des LDL,
médié par les apolipoprotéines associées au virion, a également été suggéré (Agnello et al.,
1999). Apres I'étape d’attachement, la particule virale utilise séquentiellement au moins 4
facteurs d’entrée pour pénétrer dans la cellule : le scavenger receptor class B type | (SR-BI)
(Scarselli et al., 2002), la tétraspanine CD81 (Pileri et al., 1998) associée a la claudine-1
(CLDN1) (Evans et al., 2007; Harris et al., 2010) et I'occludine (OCLN) (Figure 4) (Ploss et al.,
2009). En plus de ces protéines qui interagissent directement avec la particule virale,
d’autres protéines cellulaires - toutes aussi essentielles - agissent indirectement pour

permettre 'entrée du virus. Ainsi, les récepteurs a activité tyrosine kinase epidermal growth
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factor receptor (EGFR) et ephrin receptor A2 (EphA2) et le transporteur de cholestérol
Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1) sont d’importants cofacteurs d’entrée du VHC (Lupberger
et al., 2011; Sainz et al., 2012). L’activation de 'EGFR et de protéines kinases de I'h6te a été
impliquée dans la régulation des interactions entre CD81 et CLDN1 et dans la fusion des
membranes (Lupberger et al., 2011; Zona et al., 2013).

Aprés son attachement, le virus pénetre dans la cellule par endocytose dépendante de la
clathrine (Blanchard et al., 2006) et atteint le compartiment des endosomes précoces ou la

fusion des membranes et la décapsidation ont probablement lieu (Coller et al., 2009).
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Figure 4 : Entrée du VHC dans I’hépatocyte.

Les particules circulantes du VHC sont associées a des lipoprotéines pour former une particule
lipovirale. Apres I'attachement a des glycosaminoglycanes (GAG) (1), le virus pénétre dans la cellule
grdce a I'action séquentielle des protéines SR-BI, CD81, CLDN1 et OCLN (2). L’activation d’EGFR et de
kinases cellulaires favorise I'interaction de CD81 et de la CLDN1 nécessaire a I’'entrée du virus (3). La
protéine NPCI1L1 participe a I'entrée du virus. Le virus pénetre dans la cellule par endocytose (4).
L’acidification de I'endosome favorise la fusion des membranes et la décapsidation virale (5). Adapté
de (Dubuisson and Cosset, 2014).



4.2. Réplication du génome et synthése des protéines virales

La traduction du génome viral ARN(+) est assurée par la machinerie traductionnelle de
I’hoGte. Elle est initiée par la fixation de I'IRES de la région 5'NC sur les ribosomes et aboutit a
la production d’une polyprotéine virale secondairement clivée en protéines matures. La
réplication de I’ARN du VHC est réalisée par des complexes de réplication réunissant des
protéines virales et cellulaires au sein du réseau membraneux (Miller and Krijnse-Locker,
2008; Moradpour et al., 2007; Wolk et al., 2008). Elle implique la synthése d’un brin d’ARN(-)
qui sert a son tour de matrice pour la synthése de multiples copies de brins
complémentaires ARN(+) (Figure 5) (Lohmann, 2013; Lohmann et al., 1999). Durant cette
phase de réplication, des intermédiaires ARN double brins sont générés et pourront étre
reconnus comme du « non-soi » par le systtme immunitaire inné (voir chapitre spécifique)
(Liang et al., 2009).

Puisque de nombreuses copies de protéines non structurales et structurales sont nécessaires
pour répliquer puis encapsider les génomes viraux, la balance entre réplication de I’ARN et
traduction en protéines est finement régulée par les protéines de I'hGte et les protéines
virales (Lohmann, 2013; 2013).

Réticulum

endoplasmique

ARN(+) *

Figure 5 : Cycle de réplication du VHC.
L’entrée du virus dans la cellule aboutit a la libération du génome viral ARN(+) dans le cytoplasme (1).
La machinerie cellulaire permet la traduction du génome viral en une polyprotéine secondairement

clivée par des protéases cellulaires et virales en protéines matures (2). Au sein du réseau
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membraneux, les complexes de réplication formés par les protéines virales et cellulaires assurent la
réplication du génome viral ARN(+) via la synthése d’un brin intermédiaire ARN(-) (3). Les protéines de
structure s’auto-assemblent avec les génomes viraux néo-synthétisés pour former des virions.
L’association avec des gouttelettes lipidiques et des apolipoprotéines de I’héte aboutit a la formation
de particules lipovirales (4) libérées par exocytose (5). Adapté de (Moradpour et al., 2007).

4.3. Assemblage et libération des particules virales

Comme tous les Flaviviridae, les particules du VHC bourgeonnent dans la lumiere du
réticulum endoplasmique et transitent par des vésicules de sécrétion pour étre libérées de la
cellule par exocytose (Lindenbach and Rice, 2013). Grace a son activité de canal ionique, la
viroporine p7 permet de neutraliser le pH des vésicules d’exocytose (Wozniak et al., 2010).
La formation des particules virales est étroitement liée a I'assemblage des VLDL dans le
réticulum endoplasmique. En conséquence, des gouttelettes lipidiques et certaines
apolipoprotéines de I’'héte telles que ApoB et ApoE s’associent aux virions néoformés pour

générer les particules lipovirales du VHC (Figure 5) (Bartenschlager et al., 2011).

5. Modeéles d’étude

5.1. Modeles in vivo
5.1.1. Le chimpanzé

Le tropisme d’hote du VHC est particulierement étroit, limité avant tout a 'homme et au
chimpanzé (Vercauteren et al., 2014). L’histoire naturelle de I'infection par le VHC présente
des similitudes entre les deux hotes. Aprés inoculation du virus, le chimpanzé présente une
virémie rapidement détectable suivie d’'une réponse immunitaire innée et adaptative

accompagnée d’une cytolyse hépatique.

L'infection expérimentale de chimpanzés a joué un grand réle dans la découverte du VHC.
Elle continue d’étre utilisée pour mieux comprendre les interactions du virus avec son hote
et évaluer les antiviraux et les vaccins potentiels lors d’essais précliniques (Barth et al., 2011;
Bukh, 2004). Le modele du chimpanzé présente néanmoins des limites. Bien que I'infection
par le VHC puisse évoluer vers la chronicité chez I'animal, le développement de fibroses, de
cirrhoses et de carcinomes hépatocellulaires n’est que rarement observé (Vercauteren et al.,
2014). En outre, les considérations éthiques, le colt et les contraintes techniques font du
chimpanzé un modele particulierement difficile a utiliser et refletent le besoin de disposer

de modeles animaux plus adaptés a I’expérimentation en laboratoire.
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5.1.2. Modéles murins

Les souris sont naturellement résistantes a l'infection par le VHC. Le développement de
modeles murins pour I'étude du VHC impose donc une adaptation du virus ou une
adaptation de I'animal. La culture prolongée du VHC sur des hépatocytes exprimant un
récepteur CD81 de souris a permis de générer des variants viraux capables d’utiliser
efficacement ce récepteur pour entrer dans les cellules (Bitzegeio et al., 2010). Ce résultat
suggere que des stratégies visant a adapter expérimentalement le VHC a de nouveaux hotes

sont possibles.

Une autre démarche expérimentale est d’infecter par du virus sauvage des souris
transgéniques « humanisées » exprimant certaines protéines humaines telles que des
protéines impliquées dans I'entrée du virus. Ces modeles s’avérent tres pertinent pour
étudier I'entrée ou certaines étapes de la réplication du virus et pour évaluer I'action de
potentielles molécules antivirales (Dorner et al., 2011). En bloquant la réponse immunitaire
innée chez des souris « humanisées » exprimant des facteurs d’entrée du virus (CD81 et
OCLN), Dorner et al. ont récemment proposé un modele capable de soutenir le cycle
réplicatif complet du VHC et de maintenir une virémie détectable pendant plusieurs
semaines (Dorner et al., 2013).

Une seconde approche d’ « humanisation » des souris consiste a greffer chez I'animal des
cellules hépatiques humaines. En xénotransplantant des hépatocytes primaires humains a
des souris immunodéficientes et souffrant d’une pathologie hépatique, il est possible de
remplacer progressivement les cellules hépatiques de I'animal par les hépatocytes humains.
La souris chimére obtenue forme alors un modele robuste pour étudier la réplication du VHC
(Mercer et al.,, 2001; Meuleman et al., 2005). Dans le modéle des souris uPA-SCID, la
dégénérescence des hépatocytes murins est assurée par la surexpression de l'urokinase
(Mercer et al., 2001). Bien que tres utilisé, ce modéle se heurte a un taux de mortalité élevé
des souriceaux xénogreffés. Un modele alternatif est celui des souris FRG dans lequel la
dégénérescence hépatique est basée sur I'induction d’une carence en fumaryle acétoacétate
hydrolase (FAH), une enzyme du catabolisme de la tyrosine (Bissig et al., 2010; Grompe et
al., 1995). Puisqu’ils nécessitent une immunodépression de la souris afin d’éviter le rejet des
cellules xénogreffées, les modeles uPA-SCID et FRG ne permettent pas d’étudier I'interaction
du virus avec le systeme immunitaire adaptatif de I’'h6te. Pour contourner cette limite, il a
récemment été proposé d’injecter simultanément a I'animal des hépatocytes humains et des
cellules souches hématopoiétiques humaines CD34* (Gutti et al., 2014; Washburn et al.,
2011). Une telle approche offre I'espoir de pouvoir rapidement étudier les interactions entre

le VHC et le systeme immunitaire adaptatif dans un modéle murin robuste.
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5.2. Modéles in vitro
5.2.1. Développement des modéles in vitro

Avant la découverte du VHC grace aux techniques de biologie moléculaire en 1989, de
multiples tentatives pour isoler le virus par culture cellulaire avaient été entreprises. Les
échecs répétés pour isoler le virus in vitro laissaient présager des difficultés auxquelles
seraient confrontés les virologues pour développer un modele cellulaire capable de
supporter de hauts niveaux de réplication virale. Bien qu’une sensibilité des hépatocytes
primaires et de certaines lignées hépatocytaires aux isolats cliniques du VHC soit parfois
observée, le niveau de réplication du virus reste faible et inconstant (Murray and Rice, 2011;

Steinmann and Pietschmann, 2013).

Plusieurs stratégies ont successivement été élaborées pour contourner ce probleme et
pouvoir étudier avec succes les étapes du cycle de multiplication virale. La découverte d’un
modele cellulaire hautement permissif pour le VHC au milieu des années 2000s a constitué
un tournant majeur dans I'étude du virus et a ouvert la voie au développement de nouveaux

composés thérapeutiques.

5.2.2. Les pseudo-particules du VHC

Les pseudo-particules du VHC (VHCpp) sont des particules chiméres obtenues a partir de la
co-transfection de trois vecteurs d’expression dans des cellules HEK-293T codant pour : (1)
les protéines Gag-Pol d’un rétrovirus (Virus de la leucémie murine ou VIH), (2) les
glycoprotéines E1 et E2 du VHC et (3) une protéine rapporteur (GFP ou luciférase). La
résultante est une pseudo-particule rétrovirale portant a sa surface les glycoprotéines
d’enveloppe du VHC (Figure 6) (Bartosch et al., 2003a). Une fois introduit dans la cellule, le
génome viral est intégré dans le génome de I'hGte. L'expression du géne rapporteur du
provirus permet d’évaluer rapidement I'efficacité de I'entrée des VHCpp dans la cellule cible.
Les VHCpp sont un systeme de choix pour étudier les interactions entre les glycoprotéines E1
et E2 du VHC et les facteurs d’entrée de la cellule hote. Ce sont également des outils trés
pertinents dans I'étude des anticorps neutralisants capables de reconnaitre les épitopes
antigéniques de E1 et E2 (Bartosch et al.,, 2003b; Fafi-Kremer et al., 2010). A noter
néanmoins que les interactions étroites entre les particules de VHC et les lipoprotéines de
I’hnGte ne sont pas reproduites par ce modele. Cette limite peut entrainer des biais dans
I’étude des interactions du virus avec les protéines cellulaires et/ou les anticorps (Steinmann
and Pietschmann, 2013).
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Figure 6 : Modeéle des pseudo-particules du VHC (VHCpp).

Les VHCpp sont produites par co-transfection dans des cellules HEK-293T de 3 vecteurs d’expression
codant pour : (1) les glycoprotéines d’enveloppe E1-E2 du VHC; (2) les protéines rétrovirales Gag-Pol,
responsables de I'encapsidation de I’ARN viral ; (3) un géne rapporteur dont la protéine est facilement
détectable dans la cellule infectée. Ce dernier vecteur contient également les Long Terminal Repeat
(LTR) et les séquences d’encapsidation rétrovirales. Il permet I'intégration du provirus dans le génome
de I’héte et I'encapsidation des ARN viraux. (4) La particule chimére produite exprime a sa surface les
glycoprotéines E1 et E2 du VHC.

5.2.3. Les réplicons

Plusieurs études réalisées sur des Flavivirus et des Pestivirus ont montré que les protéines de
structure ne sont pas indispensables a la réplication de I’ARN viral des Flaviviridae (Murray
and Rice, 2011). Une approche similaire a donc été entreprise pour le VHC. La délétion de
génes codant pour les protéines de structure (ainsi que p7 et NS2) a permis d’obtenir un
génome plus petit dans lequel pouvait étre inséré un géne hétérologue (gene de sélection
notamment). Le premier réplicon subgénomique proposé par Lohmann et al. était composé
du gene de résistance de la néomycine sous contréle de I'IRES du VHC et des génes non
structuraux NS3- NS5B du VHC de génotype 1b (isolat Con1) sous contréle de I'IRES du virus
de I'encéphalomyocardite (EMCV) (Figure 7) (Lohmann et al., 1999). D’autres réplicons
subgénomiques puis génomiques ont ensuite été proposés (Blight et al., 2003; Kato et al.,
2003; Pietschmann et al.,, 2002). Les transcrits d’ARN issus de ces constructions sont
transfectés dans des cellules de la lignée hépatocytaire Huh7 ou ils se répliquent de maniere
autonome sans produire de particules virales infectieuses. Ces systémes sont des outils
précieux pour étudier en détail les étapes de la réplication de I’ARN viral et évaluer de

potentiels composés thérapeutiques (Murray and Rice, 2011).
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Deux améliorations majeures ont été ajoutées a ce modele initial de réplicons. D’une part, il
a été constaté que certains clones cellulaires étaient plus permissifs vis-a-vis des réplicons et
permettaient un meilleur rendement de la réplication virale. L'isolement de ces clones
dérivant des cellules Huh7 a été a l'origine du développement des lignées cellulaires Huh7.5
(Blight et al., 2002), Huh7.5.1 (Zhong et al., 2005) et Huh7-Lunet (Friebe et al., 2005). La forte
permissivité des lignées Huh7.5 et Huh7.5.1 pourrait étre attribuée a un défaut d’activation
des mécanismes de défense intracellulaire d0 a une mutation sur le gene codant pour la
protéine RIG-I (Sumpter et al., 2005). D’autre part, la présence de mutations d’adaptations
touchant les genes viraux NS3, NS4B et surtout NS5A a permis d’augmenter
significativement le rendement de réplication des réplicons (Steinmann and Pietschmann,
2013).

Bien que les réplicons du VHC n’aient été longtemps disponibles que pour le génotype 1, de
nouveaux réplicons ont récemment été développés pour les génotypes 2, 3, 4, 5 et 6 (Kato
et al., 2003; Peng et al., 2013; Wose Kinge et al., 2014; Yu et al., 2013, 2014). IIs offrent des
perspectives indiscutables dans le développement et I'évaluation de nouvelles molécules

antivirales contre le VHC.

IRES VHC IRES EMCV
5 - 3’

7 1 — M-

Neo® NS3 4A 4B NS5A NS5B

Figure 7 : Modéle de réplicon subgénomique du VHC.

Exemple de réplicon subgénomique bicistronique formé du géne de résistance de la néomycine (Neof),
permettant de sélectionner les clones réplicatifs, et des genes non structuraux NS3-NS5B de /’isolat
Conl du VHC. La traduction du marqueur de sélection Neo® et des protéines virales est assurée
respectivement par I'IRES du VHC et I'IRES du virus de I'encéphalomyocardite (EMCV). Ce modele fut

le premier réplicon subgénomique proposé par Lohmann et al. en 1999 (Lohmann et al., 1999).

5.2.4. Les particules du VHC produites en culture cellulaire

En 2001, un isolat du VHC de génotype 2a dénommé JFH1 (Japanese fulminant hepatitis 1 ;
Genbank : AB047639) fut isolé chez un patient présentant une hépatite fulminante et utilisé
pour construire un nouveau réplicon subgénomique (Kato et al., 2001, 2003). La réplication

de ce réplicon dans les cellules Huh7 était particulierement efficace par rapport au réplicon
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Conl et ne nécessitait pas de pression de sélection antibiotique (Kato et al., 2003). Plus
important encore, la transfection du génome entier de I'isolat JFH1 dans des cellules Huh7
aboutissait a la production de particules virales infectieuses, capables d’infecter a la fois des
cellules Huh7 naives, des chimpanzés et des souris xénogreffées en hépatocytes humains
(Lindenbach et al.,, 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al., 2005). Ces particules virales
produites en culture cellulaires (VHCcc ; Cell culture-derived HCV, HCVcc) ont représenté un
tournant majeur dans le développement des modeéles d’étude du VHC puisqu’ils permettent
d’étudier le cycle réplicatif complet du virus. La principale limite de ce systéeme est
I'existence d’un seul clone issu d’un seul génotype : JFH1. Pour contourner cette limite,
certaines équipes ont développé des génomes chiméres combinant des génes du JFH1 avec
des génes d’autres isolats du VHC. La construction J6/JFH1, assemblant les régions Core-NS2
de l'isolat J6 (génotype 2a) et NS3-NS5B du JFH1, permet d’obtenir des rendements en
VHCcc supérieurs au JFH1 (Lindenbach et al., 2005). Des particules virales infectieuses ont
également été obtenues en culture cellulaire a partir de génomes viraux de génotypes 1a et
1b mais avec des rendements de réplication inférieurs a ceux du JFH1 (Pietschmann et al.,
2009; Yiet al., 2007).

Ainsi, pres de 20 ans apres la découverte du VHC, un systéeme robuste de production du virus
par culture cellulaire a été obtenu. Il a rendu possible I'étude du cycle complet de

multiplication virale.

Il.  L’hépatite C : considérations cliniques
1. Epidémiologie

Entre 115 et 185 millions de personnes dans le monde possédent des anticorps contre le
VHC, soit une séroprévalence mondiale comprise entre 1,6 % et 2,8 % (Gower et al., 2014;
Mohd Hanafiah et al., 2013). Le nombre de personnes virémiques (infection active
réplicative) a récemment été estimé a 80 millions, avec de fortes disparités selon les pays
(Gower et al., 2014). Les prévalences les plus élevées sont observées en Afrique de I'ouest,
en Egypte, en Asie centrale, en Russie et dans certains pays d’Europe de I'est (Figure 8A).
Plus de la moitié des cas de sujets virémiques serait regroupée dans 6 pays seulement : la
Chine, le Pakistan, le Nigéria, I'Egypte, I'Inde et la Russie (Figure 8B). Au sein d’un méme
pays, la prévalence du VHC peut également varier avec I'dge, I'origine ethnique ou avec
certaines pratiques a haut-risque comme l'usage de drogues par voie intraveineuse (IV)
(Nelson et al., 2011).
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Figure 8 : Répartition mondiale des infections actives a VHC.
(A) Prévalence des virémies rapportées et estimées chez les adultes. (B) Nombre estimé de personnes
présentant une virémie a VHC. Adapté de (Gower et al., 2014).

Les génotypes 1 et 3 sont les génotypes prédominants dans le monde, représentant
respectivement 46 % et 30 % des cas d’infections par le VHC, suivis par les génotypes 2, 4 et
6 qui regroupent collectivement environ 23 % des cas. Les génotypes 5 et 7 sont minoritaires
et principalement observés en Afrique centrale ou du sud (Messina et al.,, 2014). La
répartition des génotypes du VHC est hétérogene au sein de la population mondiale (Figure
9). Les génotypes 1 et 3 sont majoritaires en Europe, Asie, Océanie et sur le continent
Américain. Parmi ces génotypes, les sous-types 1a et 3a ont une prévalence élevée associée
a l'usage de drogues par voie IV dans les pays occidentaux depuis les années 1960s (Nelson
et al., 2011). Le génotype 4 est majoritairement observé dans certaines régions d’Afrique ou
du Moyen-Orient tandis que le génotype 6 est surtout présent en Asie du sud-est (Gower et
al., 2014; Messina et al., 2014).
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Figure 9 : Distribution des génotypes du VHC dans le monde.

Pour chaque région du monde, la répartition des génotypes 1 a 6 est représentée sous forme d’un
diagramme circulaire. La taille des diagrammes est proportionnelle a la séroprévalence estimée du
VHC. Compte-tenu du peu de données rapportées, la distribution du VHC de génotype 7 n’est pas
mentionnée sur ce schéma. Il serait essentiellement rencontré dans certaines régions d’Afrique
centrale et du sud. Adapté de (Messina et al., 2014).

2. Modes de transmission du VHC
2.1. Contamination parentérale et percutanée

L'exposition percutanée ou parentérale a du sang contaminé par le VHC est la premiére
cause de transmission du virus (Thursz and Fontanet, 2014). La transfusion de produits
sanguins infectés (avant I'apparition des tests de dépistage) et la réutilisation de seringues
souillées ont été a l'origine d’une transmission nosocomiale du VHC qui a favorisé la
propagation du virus au cours du XX®™¢ siécle (Esteban et al., 1991; Magiorkinis et al., 2009;
Pybus et al., 2001; Thursz and Fontanet, 2014). L'exemple le plus frappant de la transmission
iatrogene est probablement celui de I'Egypte. En Egypte, de larges campagnes d’injections
de sels d’antimoine destinées a lutter contre la leishmaniose viscérale dans les années 1930s
- 1950s ont été a I'origine d’une contamination massive et sans précédent d’une partie de la
population par le VHC via la réutilisation d’aiguilles non stérilisées (Frank et al., 2000). En
Europe, 'administration d’immunoglobulines anti-D pour prévenir I'iso-immunisation rhésus
fut également a I'origine de cas groupés de transmission du VHC (Kenny-Walsh, 1999). Enfin,
comme pour le VIH, I'administration de facteurs de coagulation obtenus a partir de produits

sanguins poolés a été a I'origine de la contamination de patients hémophiles (Makris et al.,
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1990). Avec l'apparition des tests de dépistage du VHC et avec le respect des régles
d’hygiene autour des seringues usagées en milieux de soins, de telles contaminations
iatrogenes ou nosocomiales du VHC sont aujourd’hui exceptionnelles dans les pays
développés mais elles persistent dans certains pays en voie de développement (Tagny et al.,
2008; Thursz and Fontanet, 2014). De la méme maniére, l'incidence des contaminations par
le VHC chez les patients hémodialysés a considérablement chuté en France (Sauné et al.,
2011). En contextes de soins, I’exposition accidentelle du personnel a du sang contaminé lors
de la manipulation d’aiguilles souillées reste une source de contaminations par le VHC
(Nienhaus et al., 2012).

Parallelement a ces situations de soins, le mésusage des seringues pour linjection de
drogues par voie intraveineuse a indiscutablement et trés largement contribué a la
dissémination du virus. L'usage de drogues IV est actuellement le principal mode de
contamination par le VHC dans les pays développés (Magiorkinis et al., 2009; Nelson et al.,
2011; Pybus et al., 2001; Thursz and Fontanet, 2014). Environ 16 millions de personnes dans
le monde seraient des usagers de drogues IV (Mathers et al., 2008). La prévalence de
I'infection par le VHC chez ces usagers varie de 60 % a plus de 80 % selon les pays (Nelson et
al., 2011). Les génotypes 1a et 3a sont particulierement impliqués.

Enfin, certaines pratiques rituelles ou esthétiques utilisant des objets piquants, coupants ou
tranchants sans mesures d’hygiénes adaptées comme la scarification, la circoncision, le
piercing ou le tatouage sont également a risque de contamination par le VHC (Pybus et al.,
2001; Thursz and Fontanet, 2014; 2013).

2.2. Autres modes de contamination

La transmission du VHC par voie sexuelle est possible bien que sa fréquence soit
controversée. Plusieurs études ont démontré que la transmission du VHC entre partenaires
hétérosexuels réguliers est trés rare, avec une incidence d’environ 1/190 000 contacts
sexuels (Terrault et al., 2013; Tohme and Holmberg, 2010). La transmission sexuelle du VHC
est par contre favorisée dans le cas de partenaires sexuels multiples, lors de rapports sexuels
a haut risque, chez les sujets homosexuels masculins et surtout chez les personnes co-
infectées par le VIH (Thursz and Fontanet, 2014; Tohme and Holmberg, 2010). Les sujets
homosexuels masculins infectés par le VIH et ayant de multiples partenaires sexuels sont les

plus a risque de transmission sexuelle du VHC (van de Laar et al., 2009).

La transmission materno-foetale peut survenir dans 2 a 10 % des cas (Mast et al., 2005). Le
risque le plus élevé est observé chez les meres présentant des virémies élevées a VHC, co-

31



infectées par le VIH, ou lors de la rupture prolongée des membranes (Mast et al., 2005;
Thomas et al., 1998).

3. Histoire naturelle de I'infection

3.1. Hépatite aigué

L’hépatite C aigué survient aprés une période d’incubation d’environ 7 semaines (Mosley et
al.,, 2005). Elle est le plus souvent asymptomatique. Chez une minorité de patients, on
observe des symptomes d’hépatite virale aigué avec asthénie, anorexie, nausées, douleurs
abdominales et ictere (Cox et al., 2005a; Mosley et al., 2005). L’hépatite fulminante liée au
VHC est rare (Maheshwari et al., 2008). Chez une majorité de sujets, le seul signe d’infection
aigué par le VHC est I’élévation des transaminases qui témoigne de la cytolyse hépatique.
Celle-ci survient aprés le pic initial de virémie, ce qui suggére que la lyse des hépatocytes
infectés est avant tout due au déclenchement de la réponse immunitaire antivirale de I’'h6te
(Figure 10).

La clairance spontanée du VHC au cours des 6 premiers mois de l'infection survient chez
environ 30 % des patients. Elle est plus fréquemment observée lors des infections
symptomatiques et chez les patients qui possedent un génotype « protecteur » sur le locus
IL28B (Gerlach et al., 2003; Thomas et al., 2009).

Evolution
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Figure 10 : Profils d’évolution de I’hépatite C aigué.
Apres une incubation de 1 a 16 semaines, le génome viral est détectable dans le sang (traits pleins
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bleu et rouge). Le pic de virémie précéde le pic d’élévation des transaminases hépatiques (traits
discontinus bleu et rouge). Chez 30 % des patients, I’élimination du virus se traduit par la disparition
de la virémie au cours des 6 premiers mois. La persistance de la virémie au-dela de 6 mois marque le
passage a la chronicité (traits bleus). Au cours de I’hépatite C chronique, la charge virale est élevée.
L’augmentation des transaminases hépatiques est variable entre les patients et chez un méme

patient. ALAT : alanine aminotransférase.

3.2. Hépatite chronique et complications

Dans 70 % des cas, l'infection par le VHC devient chronique (2013). La persistance du VHC
est associée a une inflammation chronique du foie et a la production anormale de protéines
de la matrice extracellulaire, a I'origine d’une fibrose hépatique. La virémie est typiquement
élevée (5-7 logio Ul/ml) et associée a une élévation des transaminases hépatiques d’intensité
variable (Figure 10) (Wilson et al., 2006). L’évolution des Iésions hépatiques est variable
selon les patients. Dans le cas des formes actives de la maladie, I'extension de la fibrose et le
développement de nodules de régénération hépatiques sont a I'origine d’une cirrhose. Celle-
ci est observée chez 5 a 20 % des patients apres 20 a 30 ans d’évolution de l'infection
chronique (Figure 11). A ce stade, les principaux risques évolutifs sont la décompensation de
la cirrhose et le développement d’un carcinome hépatocellulaire (CHC) (Sangiovanni et al.,
2006). Le VHC est responsable d’environ 25 % des CHC dans le monde (Perz et al., 2006) et
est a I'origine de 30 % des transplantations hépatiques dans les pays développés (Kim et al.,
2009).
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Figure 11 : Histoire naturelle de I'infection par le VHC.

L’infection par le VHC aboutit a une hépatite chronique chez une majorité de patients. L’hépatite C
chronique est le plus souvent stable mais peut évoluer vers la formation d’une cirrhose dans les
formes les plus actives de la maladie. L’évolution de la cirrhose peut étre lente chez la majorité des
malades ou évoluer vers une décompensation ou vers la formation d’un carcinome hépatocellulaire
(CHC).

En plus de ces lésions hépatiques, I'infection chronique par le VHC peut étre associée a des
perturbations métaboliques telles qu’une insulino-résistance, un diabete de type 2, des
troubles lipidiques ou une stéatose hépatique (Mehta et al., 2003; Negro, 2010; Sheikh et al.,
2008). Bien que le foie soit I'organe cible du VHC, un certain nombre de manifestations
extra-hépatiques sont observables lors de [linfection chronique telles qu’une
cryoglobulinémie mixte, une porphyrie hépatique (porphyria cutanea tarda) ou des
thyroidites (Mayo, 2003).

4. Diagnostic biologique de I'hépatite C
4.1. Diagnostic direct

Détection et quantification de ’ARN du VHC
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La présence d’ARN du VHC dans le sang périphérique témoigne de la réplication virale. La
virémie est détectable des 1 a 3 semaines aprés I'exposition au virus et persiste au-dela de 6
mois en cas d’infection chronique. La RT-PCR quantitative est I'examen de choix pour
diagnostiquer l'infection active et surveiller la réponse virologique aux traitements
(Chevaliez, 2011). Les tests commerciaux atteignent actuellement des limites de détection

inférieures a 10 ou 15 UI/ml.

Détection antigénique du VHC

La détection de I'antigéne de capside du VHC dans le sang circulant offre une moins grande
sensibilité que la RT-PCR. Elle trouve néanmoins son intérét dans des tests sérologiques de
dépistage combinés en permettant de détecter I'infection un peu plus précocement que les

tests basés sur la recherche isolée des anticorps anti-VHC.

Génotypage et recherche de mutations de résistance

Le séquencage d’une ou de plusieurs régions génomiques du VHC permet un typage et un
sous-typage du virus. Les génotypes du VHC sont associés a des différences dans I'évolution
de la maladie et dans la réponse aux traitements (Simmonds et al., 2005). Le génotypage
viral est donc nécessaire pour orienter la stratégie thérapeutique a adopter pour chaque
patient (European Association for the Study of the Liver, 2014).

Le développement d’antiviraux a action directe sur le virus (Direct-Acting Antivirals, DAAs)
expose au risque d’échappement viral via la sélection de mutations de résistance sur la
région cible. La recherche des mutations de résistance chez les patients en échec
thérapeutique ou non-répondeurs au traitement pourrait aider le clinicien dans son choix
thérapeutique. Sa place reste néanmoins a préciser (European Association for the Study of
the Liver, 2014)

Certaines variations génétiques sur le locus IL28B de I'hote sont corrélées a la clairance virale
spontanée et sous traitement (Ge et al., 2009; Thomas et al., 2009). Le génotypage du géne
IL28B aide a prédire I'efficacité du traitement lors de stratégies thérapeutiques basées sur
I’association d’IFN-a pégylé et de ribavirine (European Association for the Study of the Liver,
2014).
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4.2. Diagnostic indirect

La recherche des anticorps anti-VHC est I'examen de premieére intention pour le dépistage de
I’hépatite C. En cas de positivité, la recherche de ’ARN du VHC dans le sang est indispensable
pour déterminer le statut virologique du patient (European Association for the Study of the
Liver, 2014). Les anticorps anti-VHC apparaissent en moyenne 2 a 8 semaines apres le début
de la phase aigué de l'infection et persistent toute la vie en cas d’infection chronique. La
détection des anticorps anti-VHC utilise des techniques de dosages immuno-enzymatiques
sur différents supports solides (microplaques et microbilles par exemple). Elle est le plus

souvent automatisée (Chevaliez, 2011).

5. Traitements de I’hépatite C et approches vaccinales

5.1. Traitements de I'hépatite C

L'objectif du traitement contre I'hépatite C est d’obtenir une réponse virologique soutenue
(RVS) définie par une charge virale indétectable 12 (RVS12) ou 24 (RVS24) semaines apreés la
fin du traitement. La RVS est alors prédictive de I’élimination du virus dans plus de 99% des
cas (European Association for the Study of the Liver, 2014). Jusqu’en 2011, le traitement de
I’'hépatite C chronique était basé sur I'association de I'IFN-a pégylé (PEG-IFN) et de la
ribavirine pendant 24 ou 48 semaines (European Association for the Study of the Liver,
2011). Les taux de RVS obtenus avec ce schéma thérapeutique atteignaient 70 a 80 % chez
les patients infectés par un VHC de génotypes 2 ou 3 mais n’étaient que de 50 % chez les
patients atteints par un virus de génotypes 1 ou 4 (Manns et al., 2006; Scheel and Rice,
2013). En plus de son efficacité incompléte, le traitement basé sur I’association PEG-IFN /
ribavirine induit des effets secondaires notables qui le rendent difficile a supporter pour les
patients (Manns et al., 2006).

Le développement d’antiviraux a action directe sur le VHC (Direct-Acting Antivirals, DAAs),
ciblant les protéines du virus, a constitué un tournant majeur dans I’histoire de I'hépatite C.
Au moins 35 molécules sont actuellement commercialisées ou en cours d’essais

thérapeutiques de phase Il ou Il (Pawlotsky, 2014).

Inhibiteurs de la protéase NS3-NS4A :

Les inhibiteurs de la protéase NS3-NS4A ont été les premiers DAAs commercialisés. Ces
composés sont des peptido-mimétiques qui se fixent sur le site catalytique de I'enzyme et

bloguent son action de clivage de la polyprotéine virale. Le telaprevir (Vertex/Janssen) et le
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boceprevir (Merck) ont été les deux premiers inhibiteurs approuvés en Europe et aux Etats-
Unis. Leur association au traitement PEG-IFN / ribavirine permet d’obtenir des taux de RVS
de 70 % chez les patients infectés par un VHC de génotype 1 (Jacobson et al., 2011; Poordad
et al., 2011). Ce schéma a néanmoins quelques limites liées au nombre de prises journaliéres
et aux effets secondaires du traitement, a types d’anémies ou d’éruptions cutanées en
particulier (Liang and Ghany, 2013). Un autre inconvénient de ces deux molécules est leur
faible barriere génétique, a I'origine de mutations de résistance sur les génes NS3-NS4A
(Pawlotsky, 2014). De nouveaux inhibiteurs de protéase dits de « 2®m¢ génération »
présentent une barriere génétique plus élevée et posseédent un spectre antiviral plus large

contre les différents génotypes du VHC (Pawlotsky, 2014).

Inhibiteurs de la polymérase NS5B :

Deux types d’inhibiteurs de I’ARN polymérase ARN-dépendante NS5B ont été proposés : les
analogues nucléos(t)idiques et les inhibiteurs allostériques. Les analogues nucléos(t)idiques
ont I'avantage de posséder un spectre d’action large contre tous les génotypes du VHC et
ont une barriere génétique élevée. Parmi ces molécules, le sofosbuvir (Gilead) est
actuellement proposé dans des schémas thérapeutiques de premiéere intention contre
I’ensemble des VHC de génotypes 1 a 6, y compris dans des associations dépourvues de PEG-
IFN (European Association for the Study of the Liver, 2014). Le taux de RVS atteint avec ces
combinaisons thérapeutiques au cours des essais cliniques de phase lll avoisinait les 90 %
(European Association for the Study of the Liver, 2014).

Les inhibiteurs allostériques de NS5B sont actuellement en cours d’essais thérapeutiques de
phases Il ou Il (Pawlotsky, 2014). Ils agissent en modifiant la conformation de la polymérase

NS5B, ce qui bloque son action catalytique.

Les inhibiteurs de NS5A :

Ces molécules se fixent sur la protéine NS5A et bloquent sa capacité de régulation de la
réplication virale. Elles sont actives contre les VHC de génotypes 1 et 4 mais leur efficacité
sur les génotypes 2 ou 3 est variable (Pawlovsky, 2014). Le daclatasvir (Bristol-Myers Squibb)
a été le premier inhibiteur de NS5A commercialisé. La bithérapie par daclatasvir et
sofosbuvir a récemment permis d’atteindre des taux de RVS de 89 a 98 % chez les patients
chroniquement infectés par des VHC de génotypes 1 a 3 (Sulkowski et al., 2014)
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Les agents ciblant I’héte (Host-targeting agents, HTAs) :

A la différence des DAAs qui ciblent spécifiquement une protéine virale, certaines molécules
sont actives sur l'infection par le VHC en agissant sur des facteurs de I’h6te (Host-targeting
agents, HTAs) nécessaires a la réplication virale. Ainsi, le blocage de la cyclophiline A (CypA)
par l'alisporivir (Novartis) ou du micro-ARN miR-122 par le miravirsen (Santaris) pourrait

favoriser le controle de la réplication virale in vivo (Guedj et al., 2014; Lanford et al., 2010).

Les protéines d’entrée du VHC dans la cellule hote sont également des cibles thérapeutiques
intéressantes. Le blocage de I'entrée du virus pourrait notamment trouver son intérét chez
les patients transplantés hépatiques afin d’éviter la réinfection précoce du greffon par le
VHC. De plus, les inhibiteurs d’entrée permettent de bloquer la transmission du VHC de
cellule a cellule. lls pourraient ainsi lutter efficacement contre la propagation de variants

viraux résistants aux DAAs dans le foie des patients (Fofana et al., 2014; Xiao et al., 2014).

5.2. Approches vaccinales

Malgré plus de 20 ans de recherches, aucun vaccin contre le VHC n’est actuellement
commercialisé. L’élaboration d’un vaccin contre le VHC se heurte a des obstacles importants
comme le manque de modeles animaux robustes et facilement manipulables en laboratoire
ou encore la grande capacité du virus a échapper aux défenses immunitaires de I’hote.
Pourtant, I’élimination spontanée du virus par le systéme immunitaire chez une partie des
patients infectés soutient I'idée qu’un vaccin prophylactique et/ou thérapeutique efficace
pourrait étre développé. Plusieurs vaccins candidats ont été proposés a ce jour et testés lors
d’essais précliniques et/ou cliniques de phases | ou Il. lls sont basés a la fois sur différentes
combinaisons d’antigenes du VHC et sur différents systémes de délivrance dans I'organisme
(Fauvelle et al., 2013; Liang, 2013). Une premiére approche est I'administration de protéines
recombinantes du VHC, avec ou sans adjuvant, destinée a déclencher une réponse
immunitaire contre le virus. L'administration des glycoprotéines virales E1-E2 associées a
I’adjuvant MF59C.1 (Frey et al., 2010) ou celle de la protéine Core associée a |'lscomatrix™
(Drane et al., 2009) ont entrainé le développement d’une réponse adaptative humorale et
cellulaire dirigée contre les protéines virales lors d’essais cliniques de Phase |, ce qui suggere
que cette approche vaccinale pourrait étre efficace contre le VHC. Une autre stratégie est de
stimuler le systéme immunitaire grace a des particules virus-like qui expriment certaines
protéines virales du VHC mais qui ne contiennent pas le génome viral. Plusieurs de ces
constructions ont été testées lors d’essais précliniques chez la souris ou chez des primates
non-humains et ont démontré une capacité a déclencher une réponse immunitaire robuste

contre le virus (Garrone et al., 2011; Murata et al., 2003) voire méme a faciliter le controle
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de l'infection lors d’un contact ultérieur avec le VHC (Elmowalid et al., 2007). Une autre
possibilité est d’utiliser des vecteurs viraux modifiés (principalement des poxvirus ou des
adénovirus) codant pour des protéines du VHC. Cette approche offre I'avantage d’étre trés
immunogene et d’induire une forte réponse des lymphocytes T. Au cours d’un essai clinique
de phase I, une combinaison de vecteurs adénovirus (human adenovirus 6 et chimpanzee
adenovirus 3) codant pour des protéines non structurales du VHC de génotype 1b a permis
d’obtenir une réponse lymphocytaire T CD4* et CD8* soutenue, dirigée contre de multiples
épitopes du VHC et capable de reconnaitre des souches hétérologues du VHC (génotypes 1a
et 3a) (Barnes et al., 2012). Des études de phase Il sont actuellement menées pour confirmer
ces résultats enthousiasmants (NCT01436357).

Les nouvelles molécules antivirales offrent des perspectives de succes thérapeutiques sans
précédent contre le VHC. Si le développement de ces nouveaux traitements constitue un
succes scientifique et médical indiscutable, leur administration chez le patient nécessite une
prise en charge médicale adaptée et se heurte a un prix de commercialisation
particulierement élevé qui risque d’entraver leur utilisation dans les pays les plus pauvres. Le
développement de thérapeutiques moins onéreuses et surtout de vaccins prophylactiques
et/ou thérapeutiques reste plus que jamais nécessaire pour espérer éradiquer I’hépatite C
(Fauvelle et al., 2013). Un prérequis indispensable pour espérer atteindre cet objectif est la
compréhension détaillée des mécanismes physiopathologiques impliqués dans

I’échappement immunitaire et dans la persistance du VHC lors de I'infection chronique.

Ill.  Réponse immunitaire contre le VHC

1. Réponse immunitaire innée

La réponse immunitaire de I’'h6te a I'invasion par le VHC est déclenchée rapidement lors de
I'infection. L'immunité cellulaire intrinseque des hépatocytes est la premiere ligne de

défense contre le virus.

Déclenchement de la réponse innée

Pour se défendre contre les agents pathogenes, les cellules de I'h6te possedent des
récepteurs membranaires et cytoplasmiques capables de détecter des motifs moléculaires
anormalement présents (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) et de les associer

a du « non-soi ». Parmi ces pattern recognition receptors (PRRs), certains membres des
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récepteurs Toll-like (TLRs) et RIG-I-like (RLRs) jouent un rdle déterminant dans la
reconnaissance des acides nucléiques viraux (Wu and Chen, 2014). L’'engagement des PAMPs
viraux sur ces récepteurs entraine le recrutement des protéines adaptatrices TRIF et MyD88
dans le cas des TLRs, et MAVS dans le cas des RLRs. En aval, I'activation de facteurs de
transcription tels que IRF-3, IRF-7 et NF-kB aboutit a I'expression d’'un panel de genes

impliqués dans la défense immunitaire.

Comme tout agent pathogéne, le VHC possede des PAMPs tels que les ARN doubles brins
générés pendant la réplication du génome, I'extrémité 5’ triphosphate, I'IRES, ou encore le
motif polyuridine en 3’ (polyU/UC) (Schnell et al.,, 2012; Shimoike et al., 2009). Les
récepteurs cytosoliques RIG-1 et PKR (protéine kinase R) et le récepteur endosomique TLR-3
ont été particulierement impliqués dans la reconnaissance de ces motifs moléculaires du
VHC (Arnaud et al., 2011; Loo and Gale, 2011; Wang et al., 2009). Le signal cellulaire initié
par I'activation de ces récepteurs conduit a la transcription des génes codant pour les IFNs
de types | et Ill et pour certaines cytokines pro-inflammatoires (Figure 12 A). Les IFNs de
types | et lll produits puis secrétés se fixent sur leurs récepteurs spécifiques exprimés a la
surface de la cellule infectée (action autocrine) et sur les cellules environnantes (action
paracrine). L'engagement des IFNs sur leurs récepteurs active les voies JAK-STAT et
déclenche la transcription d’'un panel de genes stimulés par les IFNs (Interferon-stimulated
genes, I1SGs) tels que les génes codant pour la 2’-5’ oligoadénylate synthétase (OAS) ou pour
I'interferon regulatory factor 1 (IRF-1) (Figure 12 B) (Horner and Gale, 2013). Les produits de
ces genes facilitent la clairance du virus dans les cellules infectées et protegent les cellules
saines adjacentes de I'invasion virale (Schneider et al., 2014). La libération des IFNs de types
| et lll joue donc un roéle majeur dans le déclenchement et I'amplification du signal de
défense mis en place par la cellule infectée. De plus, la reconnaissance de I'agent pathogéne
aboutit a la libération de cytokines qui favorisent I'activation d’'une réponse immunitaire

innée plus globale pour lutter contre I'infection.

40



VHC

Z RIG-1 :
', \ % / TLR-3 Endosome
: —
\ pand TRIF
T /N T
\
\

\

*\ Ns3/4A IRF3/p ([ NFxp NS3/4A
> IRF-3 P

N

TRAF3

» IFN-B, IFN-A,
N cytokines

IFN-B IFN-A —

s (G IFN-a S

HELE 70 IFN-a

IFNAR1 IL-10R2

IFNLR1

VHC core ——mra——

VHC

> ISGs : OAS, IRF-1)

AN N PKR, IRF-7,.}> IFN-a ——-
ISRE

41



Figure 12 : Déclenchement de la réponse immunitaire innée.

(A) La détection des motifs moléculaires associés au VHC (PAMPs) par les protéines TLR-3, RIG-I et
PKR entraine le recrutement des protéines adaptatrices TRIF et MAVS, I'activation des facteurs de
transcription IRF-3 et NF-kB, et la transcription de génes codant pour des cytokines pro-
inflammatoires, pour I'IFN-f et pour I'IFN-A. La protéase NS3-NS4A du VHC clive les protéines
adaptatrices TRIF et MAVS. (B) Les IFN-f et -A ainsi libérés stimulent la cellule infectée et les cellules
adjacentes en se fixant sur leurs récepteurs et en activant la voie JAK-STAT, conduisant a la
transcription d’ISGs et a la libération d’IFN-a. La protéine core du VHC inhibe I'activation de STAT-1 et
I'action du complexe ISGF3 et stimule les protéines SOCS-1 et 3. D’autres protéines du VHC inhibent

I'action des produits des ISGs.

Réle des cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (Dendritic cells, DCs) agissent en chefs d’orchestre de la réponse
antivirale en induisant une grande quantité de cytokines sur le site de l'infection et en
présentant les antigenes viraux aux lymphocytes T pour déclencher la réponse immunitaire
adaptative (Lambotin et al., 2010). Lors de la rencontre avec un antigene viral, les cellules
dendritiques peuvent induire une immunité protectrice médiée par la libération de cytokines
pro-inflammatoires telles que I'lL-12 et I'lL-15 dans le cas des DCs myéloides (mDCs) et les
IFNs de type | dans le cas des DCs plasmacytoides (pDCs). La capture des antigenes viraux
entraine la maturation des DCs et leur migration vers les ganglions lymphatiques loco-
régionaux. La, I'antigene viral est présenté aux lymphocytes T auxiliaires (CD4*) et
cytotoxiques (CD8*) (Figure 13). En fonction des cytokines qu’elles libérent et des molécules
de co-stimulation qu’elles expriment, les DCs orientent la différenciation des lymphocytes T
CD4* naifs en lymphocytes Thl producteurs d’IFN-y ou en populations de cellules T
alternatives telles que les lymphocytes Th2, Th17 ou T régulateurs (Tregs). Le profil
d’activation des lymphocytes T CD8* est également médié par les DCs. En conséquence, les
DCs jouent un réle central dans le déclenchement d’une réponse adaptative robuste visant a
éliminer I'antigene viral ou, au contraire, dans le développement d’une tolérance

immunitaire (Steinman, 2012).

Réle des cellules Natural killer (NK)

Les IFNs de type | et les cytokines pro-inflammatoires libérées par les différentes sous-
populations de DCs contribuent a stimuler les cellules Natural Killer (NK). Les cellules NK sont
des effecteurs cellulaires majeurs de I'immunité antivirale innée, capables de lyser les
hépatocytes infectés par le VHC et de libérer des cytokines pro-inflammatoires telles que

I"IFN-y (Figure 13) (Cheent and Khakoo, 2011). L'environnement cytokinique induit par les
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DCs et les cellules NK est un déterminant majeur dans le développement d’une réponse
adaptative robuste capable d’éliminer le VHC (Cheent and Khakoo, 2011; Zhou et al., 2012).

2. Réponse immunitaire adaptative
2.1. Immunité cellulaire contre le VHC

De nombreux arguments plaident en faveur du rdéle central de la réponse adaptative
cellulaire médiée par les lymphocytes T CD4* et CD8" dans la clairance du VHC (Rehermann,
2009; Thimme et al., 2012).

Les lymphocytes T CD4*

Au cours de la phase aigué de l'infection, la clairance spontanée du VHC a été associée au
développement d’'une réponse immunitaire intense, polyclonale et durable de la part des
lymphocytes T CD4* (Kaplan et al.,, 2007)(Kaplan et al. 2007). A linverse, la perte de
I'intensité de la réponse T CD4* ou de la diversité des épitopes ciblés favorise le
développement d’une infection persistante (Gerlach et al., 1999; Kaplan et al., 2007; Schulze
Zur Wiesch et al., 2012; Urbani et al., 2006). Il a également été démontré que la déplétion en
lymphocytes T CD4* chez des chimpanzés infectés altere le développement d’une réponse
cytotoxique efficace médiée par les lymphocytes T CD8* et favorise I'échappement

immunitaire du virus (Grakoui et al., 2003).

Les lymphocytes T CD8*

Les lymphocytes T CD8* sont les effecteurs majeurs de la réponse cellulaire adaptative. Chez
les personnes qui parviennent a éliminer le virus, le pic de lymphocytes T CD8* est
détectable dans le sang environ 8 a 12 semaines apres le début de I'infection et précede le
déclin de la charge virale (Lechner et al. 2000; Lauer et al. 2005). De la méme maniére, une
accumulation de lymphocytes T CD8* cytotoxiques anti-VHC est observée dans le foie de
chimpanzés infectés et coincide avec le début de I'hépatite et le déclin de la virémie
(Thimme et al., 2002). Expérimentalement, il a été observé que la déplétion en lymphocytes
T CD8* chez le chimpanzé entrainait une virémie élevée et persistante. Le déclin de la
virémie puis la clairance virale intervenaient uniqguement apres la récupération d’un taux
adapté de lymphocytes T CD8* anti-VHC dans le foie de I'animal (Shoukry et al., 2003). Cette
observation suggere que les lymphocytes T CD8" sont des cellules clés de la réponse

immunitaire contre le VHC. Les lymphocytes T CD8* anti-VHC produisent des cytokines pro-
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inflammatoires telles que I'lIFN-y et lysent les cellules infectées via la libération de perforines
et la stimulation des voies apoptotiques extrinseques (Jo et al., 2009, 2012). Comme dans le
cas des lymphocytes T CD4*, le caractere intense, polyclonal et durable de la réponse
lymphocytaire T CD8* favorise la clairance virale (Rehermann, 2009; Thimme et al., 2012).
Certaines études réalisées chez les usagers de drogues par voie IV ont mis en évidence une
corrélation entre le nombre d’épitopes viraux reconnus par les lymphocytes T CD8* lors de
I'infection aigué et I’évolution de linfection (Cox et al., 2005b). D’autres équipes ont
souligné I'importance du maintien de cette réponse polyclonale dans le temps pour contenir
efficacement I'infection par le VHC (Grakoui et al., 2003; Lechner et al., 2000; Rehermann et
al., 1996; Shoukry et al., 2003)(Rehermann et al., 1996).

Chez les sujets qui parviennent a éliminer le VHC, des lymphocytes T mémoires CD4* et CD8*
persistent et sont rapidement mobilisés en cas de nouvelle exposition au virus. lls
n’empéchent cependant pas totalement la survenue d’une réinfection par le VHC (Bassett et
al., 2001; Dahari et al., 2010; Grakoui et al., 2003; Osburn et al., 2010).

2.2. Immunité humorale contre le VHC

A la différence de la réponse adaptative cellulaire, I'impact de la réponse humorale au cours
de l'infection par le VHC a longtemps été considéré comme mineur. Chez les patients
immunocompétents, "apparition des anticorps anti-VHC est détectable lors de la phase
aigué et précede généralement le pic d’élévation des transaminases (Fauvelle et al., 2013;
Neumann-Haefelin and Thimme, 2013). Cependant, seule une petite partie de ces anticorps
est réellement « neutralisante » et prévient I'entrée du virus dans la cellule cible et la

dissémination virale.

Un faisceau d’arguments cliniques et expérimentaux plaide aujourd’hui en faveur du role
majeur des anticorps neutralisants anti-VHC dans la clairance virale et dans la protection
contre la réinfection (Fafi-Kremer et al., 2012). Dans une cohorte d’usagers de drogues IV qui
avaient spontanément éliminé le VHC une premiére fois, des anticorps cross-neutralisants
(dirigés contre des VHC de génotypes et/ou de sous-types différents) étaient détectables
chez 60 % des individus qui parvenaient a éliminer a nouveau le virus aprés réexposition,
suggérant un role des anticorps neutralisants dans la prévention contre les réinfections
(Osburn et al.,, 2010). L'induction rapide d’anticorps neutralisants a été corrélée a la
clairance virale chez des femmes accidentellement infectées par le méme inoculum de VHC
provenant d’un lot d’immunoglobulines anti-D contaminé (Pestka et al., 2007). De maniere
intéressante, le suivi exhaustif d’une cohorte de patients qui avaient spontanément éliminé

le VHC lors de la phase chronique de l'infection a également permis d’associer la clairance
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virale avec I'apparition d’anticorps neutralisants (Raghuraman et al., 2012). Ces observations
suggerent un réle important des anticorps neutralisants dans la résolution spontanée de
I'infection a la fois lors de la phase aigué et durant la phase chronique. Certains anticorps
neutralisants dirigés contre des épitopes spécifiques sur E1-E2 et capables de reconnaitre
des isolats de VHC de différents génotypes ont récemment été mis en évidence. lls
pourraient favoriser la clairance spontanée du virus et éviter la survenue de réinfections par

des souches hétérologues chez les patients (Law et al., 2008; Ndongo et al., 2010).

3. Echappement du VHC au systéme immunitaire

Bien que les différents acteurs de la réponse immunitaire innée et adaptative soient
déployés pour faire face a l'infection par le VHC, seulement un tiers des patients réussit a
éliminer spontanément le virus. La persistance virale observée chez les autres patients est
liée a la fois a des facteurs de I’h6te et a des mécanismes d’échappement immunitaire du
virus (Thimme et al., 2012).

3.1. Echappement a 'immunité innée

Meécanismes d’échappement a I'immunité cellulaire intrinséque

La mise en place de la réponse immunitaire innée anti-VHC dépend en premier lieu de la
capacité des hépatocytes a détecter les motifs moléculaires viraux et a déclencher la
libération des IFNs. Plusieurs protéines du VHC interférent avec ces premiéres étapes de la
réponse immunitaire (Figures 12 A et B). Ainsi, la protéase NS3-NS4A clive les protéines
adaptatrices MAVS et TRIF, indispensables a la transduction du signal déclenché par
I'activation de RIG-I, PKR et TLR-3 (Horner and Gale, 2013). Il est intéressant d’observer qu’a
la différence de la protéine MAVS humaine, les protéines MAVS de certains primates sont
naturellement résistantes au clivage par la protéase NS3-NS4A. Une seule mutation
ponctuelle sur le site de clivage de MAVS semble suffisante pour expliquer la différence de
sensibilité des protéines MAVS humaines et primates a I'action de NS3-NS4A (Patel et al.,
2012). La capacité du VHC a cliver la protéine MAVS pourrait donc avoir joué un réle
déterminant dans I'adaptation du virus a ’'homme. L’engagement des IFNs de types | et Il
sur leurs récepteurs membranaires conduit a I'expression des Interferon-stimulated genes
(ISGs) grace a la voie de signalisation JAK-STAT et a la formation du complexe de
transcription Interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF-3 ; regroupant STAT-1, STAT-2 et IRF-
9). Cette cascade de signalisation est une cible importante des protéines virales (Figure 12). Il

a par exemple été observé que la protéine Core interfére avec la voie JAK-STAT en (1)
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inhibant I'activation de STAT-1 et en favorisant sa dégradation, (2) en stimulant I’expression
de SOCS-3, un inhibiteur de la voie JAK-STAT et (3) en bloquant la fixation du complexe ISGF-
3 sur les IFN-stimulated response elements présents sur les promoteurs des ISGs
(Rehermann, 2009). D’autres protéines du VHC interférent directement avec les produits des
ISGs. Par exemple, la protéine NS5A inhibe a la fois I'action de la PKR et celle de la 2’-5" OAS
(Rehermann, 2009).

Dérégulation des cellules dendritiques

Au cours de linfection par le VHC, le nombre de cellules dendritiques myéloides et
plasmacytoides (mDCs et pDCs) est diminué dans le compartiment sanguin mais augmenté
dans le foie (Lambotin, Baumert, et Barth 2010). Les mécanismes conduisant a
I’'accumulation hépatique des DCs au cours de I’hépatite C restent imparfaitement compris.
Des études in vitro ont démontré que la glycoprotéine d’enveloppe E2 du VHC inhibe la
migration des DCs (Nattermann et al.,, 2006). Ce résultat suggeére que le VHC pourrait
directement altérer la capacité qu’ont les DCs de migrer vers les ganglions lymphatiques

poury présenter les antigénes viraux et déclencher la réponse immunitaire adaptative.

Plusieurs études ont également observé une altération de la maturation et de la
différenciation des DCs au cours de I"hépatite C chronique. Les DCs provenant de patients
chroniquement infectés par le VHC ont une plus faible capacité d’activation des lymphocytes
T que les DCs de sujets sains (Lambotin, Baumert, et Barth 2010). Les productions d’IL-12
(par les mDCs) et d’'IFN-a (par les pDCs) sont réduites, tandis que la production d’IL-10 est
augmentée, ce qui suggere une orientation globale de la réponse immunitaire vers
I'immunotolérance, plus favorable a la persistance virale (Figure 13) (Lambotin, Baumert, et
Barth 2010).

Dérégulation des cellules NK

De nombreuses études ont mis en évidence une altération de la fréquence, du phénotype et
du fonctionnement des cellules NK chez les patients chroniquement infectés par le VHC
(Cheent and Khakoo, 2011). Les cellules NK présentent a leur surface un panel de récepteurs
activateurs ou inhibiteurs qui régulent leur activation. Les cellules NK provenant de patients
chroniquement infectés par le VHC sur-expriment des récepteurs inhibiteurs et produisent
des cytokines immunosuppressives comme I'IL-10 ou le TGF-B lorsqu’elles sont placées au
contact des hépatocytes, ce qui diminue la cytotoxicité et favorise I'immunotolérance
(Figure 13) (Jinushi et al., 2004). De plus, la libération de cytokines immunosuppressives dans

le microenvironnement contribue a l'altération fonctionnelle des DCs et a la perte
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d’activation des lymphocytes Thl au profit de lymphocytes Th2 ou Tregs (Jinushi et al.,
2004). Il a récemment été suggéré dans un modele in vivo que les cellules NK pourraient
jouer un réle clé dans la régulation des lymphocytes T CD4* et dans le phénoméne
d’épuisement des lymphocytes T CD8* qui caractérise l'infection chronique par le VHC
(Waggoner et al., 2012).

3.2. Echappement a I'immunité adaptative
Echappement a 'immunité humorale

L’évolution du VHC en quasi-espéce virale favorise la sélection de variants viraux capables
d’échapper continuellement a la reconnaissance par les anticorps de I’'h6te (Figure 13) (von
Hahn et al., 2007). Des mutations ponctuelles sur les épitopes reconnus par les anticorps et
des modifications de la glycosylation ou de la conformation de E1-E2 permettent au VHC de
s’adapter a la pression humorale. De plus, I'association étroite entre la particule virale et les
lipoprotéines de I’"h6te pourrait masquer certains épitopes présents sur les glycoprotéines
d’enveloppe. Enfin, la transmission directe du virus de cellule a cellule entre les hépatocytes
voisins pourrait altérer sa détection par les anticorps neutralisants de I’"hote (Fafi-Kremer et
al., 2010, 2012; Xiao et al., 2014).

Echappement a la reconnaissance par les lymphocytes T

Le taux de mutations élevé du VHC contribue indiscutablement a la sélection de variants
viraux non reconnus par les lymphocytes T du patient. Chez le chimpanzé, I'émergence de
mutations d’échappement sur les épitopes ciblés par les lymphocytes T CD8* a été corrélée a
la persistance virale (Erickson et al., 2001). De la méme maniére, il a été suggéré que la
sélection précoce de mutations d’échappement aux lymphocytes T favorise la chronicité de
I'infection chez les patients (Seifert et al., 2004; Timm et al., 2004). Néanmoins, il est
important de noter que ces mutations n’affectent que 50 a 70 % des épitopes viraux
reconnus par les lymphocytes T CD8" lors de I'hépatite C chronique (Cox et al., 2005b;
Meuleman et al., 2005). La variabilité génétique du VHC n’est donc pas la seule étiologie

expliquant I'incapacité des lymphocytes T a éliminer totalement le virus.

Des facteurs de I’hote sont impliqués dans la persistance virale. Puisque la reconnaissance
des peptides viraux par les lymphocytes T est restreinte par le répertoire HLA de I'héte, les
variations interindividuelles liées au polymorphisme du systéme HLA permettent d’expliquer

au moins en partie le succés ou I'échec de la réponse adaptative contre le VHC. Certains
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alleles du systeme HLA de classes | et Il ont ainsi été associés a une plus forte probabilité de
clairance virale, tels que les alléles HLA-B27, HLA-B57 et HLA-A3 pour le HLA de classe | et les
alleles DRB1*1101 et DQB1*0301 pour le HLA de classe Il. A l'inverse, d’autres alléles
favoriseraient le passage a la chronicité comme l'allele HLA-B8 (Fitzmaurice et al., 2011;
Hong et al., 2005; Kim et al., 2011; McKiernan et al., 2004).

Epuisement de 'immunité cellulaire et tolérance immunitaire

L’hépatite C chronique s’accompagne de la perte d’une partie de la diversité des épitopes
initialement reconnus et surtout d’un dysfonctionnement des lymphocytes T anti-VHC,
qualifié d’ « épuisement » (Figure 13) (Cox et al., 2005b; Schulze Zur Wiesch et al., 2012). Les
lymphocytes T CD8* anti-VHC des patients chroniquement infectés ont une faible capacité de
prolifération, de production d’IFN-y et de cytotoxicité (Jo et al., 2012; Wedemeyer et al.,
2002). lls expriment a leur surface un panel de récepteurs inhibiteurs impliqués dans
I'immunosuppression et la tolérance immunitaire tels que PD-1, 2B4, TIM-3 ou CTLA-4
(Owusu Sekyere et al., 2014; Penna et al., 2007). De la méme maniére, les lymphocytes T
CD4* surexpriment les récepteurs PD-1 et CTLA-4 au cours de I’hépatite C chronique
(Raziorrouh et al., 2011).

Les raisons de ce phénomene d’épuisement des lymphocytes T sont mal comprises. |l
pourrait étre lié a la persistance de la stimulation antigénique, a linsuffisance de la
stimulation des lymphocytes T CD8* par les lymphocytes T CD4*, a la présence de cytokines
immunosuppressives dans le microenvironnement ou a l'action des lymphocytes Tregs
(Thimme et al., 2012). En faveur de cette idée, il a récemment été observé que le blocage de
PD-L1/2 (les ligands des récepteurs PD-1), de I'lL-10 ou du TGF-B augmentait la prolifération
des lymphocytes T CD4* anti-VHC in vitro et restaurait leur capacité de sécrétion d’IFN-y et
de cytokines pro-inflammatoires (Raziorrouh et al., 2011). L’action immunosuppressive des
lymphocytes T régulateurs (Tregs) est importante a considérer. La proportion de
lymphocytes Tregs CD4* CD25* Foxp3* est augmentée chez les patients chroniquement
infectés par le VHC par rapport aux patients qui ont éliminé le virus et aux sujets sains
(Cabrera et al., 2004; Sugimoto et al., 2003). Les lymphocytes Tregs sont fortement attirés
dans le foie lors de I'hépatite C chronique (Ward et al., 2007). lls inhibent la prolifération des
lymphocytes T CD8* et leur capacité a sécréter des cytokines pro-inflammatoires via un
contact direct entre les cellules et via la libération de cytokines immunosuppressives comme
I'IL-10 et le TGF-B (Bolacchi et al., 2006; Rushbrook et al., 2005).
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Figure 13 : Réponse immunitaire au cours de I’hépatite C.

(A) Réponse immunitaire associée a la clairance virale. La détection du virus par la cellule infectée et
I'activation des DCs et des cellules NK contribuent a la réponse immunitaire innée. Les DCs et les
cellules NK libérent des cytokines pro-inflammatoires. Les DCs présentent les antigénes viraux aux

lymphocytes T et déclenchent la réponse adaptative antivirale. La réponse adaptative cellulaire est

49



médiée par la coopération entre les lymphocytes T CD4* et CD8" et permet de détruire les hépatocytes
infectés. Les anticorps neutralisants (nAc) sécrétés par les lymphocytes B assurent I'efficacité de la
réponse adaptative humorale. (B) Réponse immunitaire associée a la persistance virale. La sécrétion
de cytokines immunosuppressives par les DCs et les cellules NK et I'afflux de lymphocytes Tregs
favorisent I'immunotolérance. Les DCs perdent leur capacité d’activation de lymphocytes T effecteurs.
L’activation chronique du systeme immunitaire, I'immunotolérance et l'insuffisance de stimulation
des lymphocytes T conduisent a I'épuisement de la réponse adaptative cellulaire. Les mutations du
VHC favorisent I’échappement aux lymphocytes T et aux nAcs. Ag: antigénes; nAc: anticorps

neutralisants ; LT : lymphocytes T.

De nombreux arguments plaident en faveur d’'une dérégulation de la réponse cellulaire
adaptative antivirale au cours de l'infection par le VHC, favorisant I'’échappement du virus et
sa persistance dans l'‘organisme. Les mécanismes responsables de I'épuisement de
I'immunité adaptative cellulaire sont mal compris. Néanmoins, la mise en place d’une
tolérance immunitaire vis-a-vis du VHC apparait comme un point clé de la persistance virale.
La compréhension des mécanismes responsables de cette tolérance immunitaire est un
enjeu majeur pour le développement de nouvelles thérapies et de vaccins prophylactiques

ou thérapeutiques efficaces contre le VHC.
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Partie Il : indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO)

l. Le catabolisme du tryptophane

1. Le tryptophane

Le tryptophane (Try) est un acide aminé aromatique formé d'un carbone central porteur des
fonctions carboxyle et amine et d'un radical comprenant un noyau indole fortement
hydrophobe (Figure 14). Les animaux supérieurs et I'homme sont incapables de synthétiser
ce noyau indole. Le Try fait donc partie des 9 acides aminés dits « essentiels » qui doivent
étre apportés par l'alimentation. Il est aussi le plus rare des 20 acides aminés puisqu'il ne
représente que 1 a 1,5 % des acides aminés constituant les protéines cellulaires (Le Floc’h et
al.,, 2011), a I'exception notable des protéines de la phase aigué de l'inflammation qui en
contiennent des quantités plus élevées (Reeds et al., 1994). En dépit de la faible proportion
de Try dans les protéines de |'organisme, cet acide aminé et ses dérivés jouent un role
biologique considérable. lls sont en particulier impliqués dans la régulation de l'inflammation
et de I'immunité, le fonctionnement du systéeme nerveux central, la régulation de I'humeur
ou encore le maintien de la pression artérielle (Le Floc’h et al., 2011; Kolodziej et al., 2011;
Takikawa, 2005).

O

N OH

NH
N 2
H

Figure 14 : Représentation chimique du tryptophane.

Le Try est le précurseur métabolique de la sérotonine (5-hydroxytryptamine ou 5-HT), un
neurotransmetteur indispensable a la régulation de I'humeur, de I'appétit et des
mécanismes hémodynamiques (Berger et al., 2009). La sérotonine est elle-méme le
précurseur de la mélatonine (N-acétyl-5-methoxytryptamine), une hormone clé de la
régulation des rythmes chrono-biologiques (Brzezinski, 1997). La dérégulation du
métabolisme intracérébral du Try pourrait jouer un réle majeur dans la genése de certaines

maladies neurologiques ou psychiatriques (Campbell et al., 2014a).
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Outre son implication dans la biosynthése des protéines et de la sérotonine, le Try peut
connaitre un troisieme destin dans I'organisme : la dégradation. Environ 95 % du Try de
I'organisme est ainsi catabolisé, alors que seulement 1 % est converti en sérotonine
(Takikawa, 2005). La voie de dégradation du Try est un processus métabolique complexe,
conduisant a la formation d'intermédiaires métaboliques biologiquement actifs appelés
collectivement « les kynurénines ». Cette voie dite des « kynurénines » aboutit in fine a la
synthése de nicotinamide adénine dinucléotide (NAD*) (Beadle et al., 1947). Elle est la seule
source endogene de NAD* dans I'organisme. Au cours des derniéres décennies, la voie des
kynurénines a été impliquée dans des processus physiologiques ou pathologiques majeurs
tels que la régulation de la réponse immunitaire et de l'inflammation, la grossesse ou les

mécanismes d'oxydoréduction (Le Floc’h et al., 2011; Kolodziej et al., 2011; Takikawa, 2005).

2. Lavoie des kynurénines

La premiere étape et I'étape limitante de la voie des kynurénines est le clivage oxydatif du
noyau pyrrole du L-Try par une dioxygénase (Figure 15). Chez I'homme, trois dioxygénases
peuvent catalyser cette premiére étape : la tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO; EC
1.13.11.11) et les indoléamine-2,3-dioxygénases 1 et 2 (IDO-1 et IDO-2 ; EC 1.13.11.52) (Ball
et al., 2014). Le produit de la réaction est la N-formylkynurénine, un composé instable qui
tend spontanément a se dégrader. Au cours d'une seconde étape, la N-formylkynurénine est
convertie en un composé plus stable, la L-Kynurénine (L-Kyn), soit spontanément en milieu
acide, soit grace a l'arylformamidase (EC 3.5.1.9). La L-Kyn est ensuite hydroxylée en un
aminophénol, la 3-hydroxykynurénine (3-HK), puis clivée en acide 3-hydroxyanthranilique
(3-HAA) grace a I'action de deux enzymes successives, la kynurénine 3-monooxygénase (EC
1.14.13.9) et la kynuréninase (EC 3.7.1.3). La kynuréninase peut également convertir
directement la L-Kyn en 3-HAA en formant un autre intermédiaire métabolique, I'acide
anthranilique. Alternativement, la L-Kyn et la 3-HK peuvent servir de substrat a la
Kynurénine-oxoglutarate transaminase (EC 2.6.1.7) pour former respectivement l'acide
kynurénique et l'acide xanthurénique. Grace a l'action de la 3-hydroxyanthranilate-3,4-
dioxygénase (EC 1.13.11.6), le 3-HAA est converti en un intermédiaire instable I'acide 2-
amino-3-carboxymuconique-6-semialdéhyde qui aboutit spontanément a la synthése
d'acide quinolinique ou qui sert de substrat a I'aminocarboxymuconate-semialdéhyde
décarboxylase (EC 4.1.1.45) pour former I'acide picolinique. La derniéere étape de la voie des
kynurénines, catalysée par la Nicotinate-nucléotide diphosphorylase (EC 2.4.2.19), aboutit a
la synthése du NAD*. La dégradation compléte de I'acide 2-amino-3-carboxymuconique-6-
semialdéhyde peut également entrainer la formation de CO; via la glutaryl-coenzyme A et le

cycle de Krebs.
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Figure 15: La voie des kynurénines. Cascade réactionnelle de la dégradation du tryptophane.
L’indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO) clive le noyau pyrole du L-Try au cours d’une réaction de
dioxygénation (en rouge : atomes d’oxygénes apportés lors de la réaction). TDO : tryptophane-2,3-
dioxygénase; KOT : Kynurénine-oxoglutarate transaminase,; 3 HAO : 3-hydroxyanthranilate-3,4-
dioxygénase ; NAD : nicotinamide adénine dinucléotide. La représentation des formules biochimiques
a été réalisée en utilisant le logiciel ChemSketch.

3. Trois dioxygénases pour une méme réaction

La tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO), l'indoléamine-2,3-dioxygénase 1 (IDO-1) et son
homologue I'IDO-2 catalysent la méme étape de dioxygénation du tryptophane. Ces
enzymes présentent cependant de nombreuses différences dans leur structure, leurs
modalités d’expression et leur spécificité de substrats qui les placent dans des niches
biologiques bien distinctes. Nous présenterons brievement les principales caractéristiques

de ces enzymes avant d’étudier plus en détail 'une d’entre elles : IDO-1.

3.1. TDO

Historiquement, TDO fut découverte dés 1936 dans le foie de mammiféres (Kotake 1936).
TDO est un homotétramere d’environ 134 kDa dont le site actif contient une molécule
d’heme permettant de fixer le dioxygene (0O2) et de l'incorporer au L-Try (Zhang et al., 2007).
Sa spécificité de substrats est tres étroite, limitée avant tout au L-Try et a quelques
analogues du tryptophane substitués en position 5 ou 6 (Forouhar et al., 2007). TDO est une
enzyme treés conservée au cours de |'évolution, présente a la fois chez les bactéries, les
archées et les eucaryotes (Ball et al., 2014). A la différence de certaines espéces qui
possedent plusieurs génes homologues de TDO, I'homme ne contient qu'un seul géne
codant pour TDO, porté par le chromosome 4 (Ball et al., 2014). Chez 'homme et chez les
organismes supérieurs, TDO est exprimée de fagon constitutive dans le foie ou elle assure le
catabolisme du tryptophane d’origine digestive. TDO est ainsi la garante de ’lhoméostasie du
tryptophane dans I'organisme (Le Floc’h et al., 2011).

3.2. IDO-1 et IDO-2

IDO-1 a été mise en évidence pour la premiere fois en 1967 par I'équipe de Hayaishi et al.
dans l'intestin de lapin (Yamamoto 1967). Comme TDO, IDO-1 est une hétéroprotéine

contenant une molécule d’heme nécessaire a son activité enzymatique (Forouhar et al.,
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2007). La diversité des séquences génétiques entre TDO et IDO-1 suggére que les 2
isoenzymes ne sont pas homologues mais qu’elles ont évolué séparément pour catalyser la
méme réaction dans un modéle de convergence évolutive fonctionnelle (Ball et al., 2014).
IDO-1 est retrouvée avant tout chez les vertébrés supérieurs, ce qui suggere que cette
enzyme est apparue plus récemment que TDO au cours de I’évolution. Chez I'homme et les
organismes supérieurs, IDO-1 est exprimée dans de nombreux tissus et organes, comme le
systéme nerveux central, l'intestin, le tractus respiratoire, la rate, le placenta, le rein et
surtout les cellules présentatrices d’antigene du systeme immunitaire (Taylor and Feng,
1991). En contexte physiologique, I'expression de IDO-1 est faible. A I'inverse, I'expression
de IDO-1 est induite au cours de la réaction inflammatoire qui accompagne de nombreuses
situations pathologiques comme les infections, les allergies ou les cancers. IDO-1 possede
une spécificité de substrats plus large que TDO vis-a-vis de nombreux dérivés et d’analogues

du tryptophane.

IDO-2 est une enzyme homologue de IDO-1 dont la découverte est récente (Ball et al., 2007;
Metz et al., 2007; Yuasa et al., 2007). Les deux enzymes IDO-1 et IDO-2 partagent une
homologie de séquence en acides aminés d’environ 43 % (Austin and Rendina, 2014; Ball et
al., 2007). Chez I'homme, les génes codant pour IDO-1 et IDO-2 sont adjacents sur le
chromosome 8 et présentent une organisation génomique similaire, suggérant que IDO-1 et
IDO-2 sont issus de la duplication d’'un méme géne au cours de I'évolution. La présence de
IDO-2 chez les invertébrés inférieurs suggére que son origine est plus ancienne que IDO-1
(IDO-2 a été initialement nommée « proto-IDO » (Yuasa et al., 2007)). La duplication
génétique qui a conduit aux deux paralogues IDO-1 et IDO-2 serait survenue avant
I'apparition des tétrapodes (environ 300 millions d’années) (Ball et al., 2007; Yuasa et al.,
2007).

Les modalités d’expression et le role joué par IDO-2 chez ’homme sont mal compris. D’une
part, il a été suggéré que 50 % des individus européens ou asiatiques et 25 % des sujets
africains ne possédent pas d’allele fonctionnel codant pour IDO-2 (Metz et al., 2007). D’autre
part, la spécificité de substrats entre IDO-1 et IDO-2 est différente. En particulier, I’affinité de
IDO-2 pour le L-Try est beaucoup plus faible que celle de IDO-1, suggérant que les 2 enzymes
ne sont pas redondantes chez I’homme mais qu’elles possedent des réles biologiques bien
distincts (Pantouris et al., 2014). Compte-tenu de la faible activité catalytique de IDO-2 sur le
L-Try, il a été suggéré par certains auteurs que le réle de IDO-2 chez les vertébrés pourrait

méme étre indépendant de son activité enzymatique (Pantouris et al., 2014).
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Il.  Lindoléamine-2,3-dioxygénase

Compte-tenu de I'implication de IDO-1 dans la régulation de la réponse inflammatoire et
dans de nombreux mécanismes physiopathologiques, ses caractéristiques méritent d’étre
mentionnées plus en détail. Puisque la découverte de IDO-2 est récente, de nombreuses
études ont évalué I'expression et I'action globales de IDO sans distinction entre les isoformes
IDO-1 et IDO-2. Bien que nous concentrerons notre attention avant tout sur IDO-1, nous
emploierons également régulierement le terme de global de « IDO » pour nous conformer
aux données de la littérature. Lorsque l'information sera pertinente ou connue, nous

spécifierons la nature de I'isoforme impliquée.

1. Le géne IDO-1 et son expression

Le gene codant pour IDO-1 est situé en position 8p12-p11 sur le bras court du chromosome
8 (Burkin et al., 1993). Il est constitué de 10 exons.

L’étude du promoteur du géne IDO-1 (également appelé INDO ou IDO) a permis de mieux
comprendre la régulation de I'expression de IDO-1 chez I'homme. Le promoteur de /IDO-1
contient plusieurs séquences génétiques stimulées par les interférons: des interferon-
stimulated response elements (ISRE) et des gamma-interferon activation sequences (GAS). En
tout, 2 ISRE et 3 GAS régulent I'expression de IDO-1 (Figure 16) (Konan and Taylor, 1996;
Robinson et al., 2003). La présence des deux séquences ISRE et la coopération entre les
séquences ISRE et GAS sont indispensables a l'induction maximale de IDO-1 lors de la
stimulation par I'IFN-y (Chon et al., 1996; Konan and Taylor, 1996). Au cours de la
stimulation par I'IFN-y, I'expression de IDO-1 est médiée par la coopération entre les
facteurs de transcription IRF-1 et phospho-STAT-1 qui se fixent respectivement sur les
séquences ISRE et GAS du promoteur (Figure 16) (Chon et al., 1996).
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Figure 16 : Régions régulatrices sur le promoteur du géne IDO-1.

Plusieurs sites d’activation par les IFNs sont présents sur le promoteur de IDO-1. Deux séquences GAS
sont intercalées entre 2 séquences ISRE. Une 3°™ séquence GAS est située plus en amont sur le
promoteur. Lors d’une stimulation par I'IFN-y, les facteurs de transcription IRF-1 et STAT-1 se fixent
respectivement sur les sites ISRE et GAS pour stimuler I'expression de IDO-1. Adapté de (Robinson et
al., 2003).

En plus des séquences ISRE et GAS, des séquences consensus permettant la fixation des
facteurs de transcription NF-kB, AP-1 et NF-IL6 ont été décrites sur le promoteur de IDO-1
(Fujigaki et al., 2006a). Ces éléments génétiques pourraient permettre une stimulation de
IDO-1 indépendante de I'IFN-y, médiée notamment par les lipopolysaccharides (LPS)

bactériens ou par certaines cytokines pro-inflammatoires (voir paragraphe spécifique).

2. La protéine IDO-1 et son activité enzymatique

IDO-1 est une hétéroprotéine de 403 acides aminés et d'environ 45 kDa (Dai and Gupta,
1990; Tone et al., 1990). Elle est formée d'un seul monomére et contient une molécule
d'héme indispensable a son action catalytique. IDO-1 peut étre subdivisée en un domaine
large et un domaine court. Le domaine large abrite une poche hydrophobe qui contient
I’'hnéeme et ou se fixe le substrat (Figure 17A). La détermination de la structure
cristallographique de IDO-1 chez I'homme a constitué une étape importante dans la
compréhension du fonctionnement de cette enzyme (Sugimoto et al., 2006). En particulier, il

a été observé que le site actif était dépourvu d'acide aminé polaire, a I'exception de la
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présence d'un résidu sérine (Serl67). Cette conformation apolaire permet d'accueillir le
noyau indole hautement hydrophobe du tryptophane. Néanmoins, I'absence d'acide aminé
polaire (et notamment d’histidine distale, impliquée dans la fixation du dioxygéne chez
d’autres hémoprotéines) a heurté les conceptions classiques du fonctionnement des
hémoprotéines et a contredit les mécanismes catalytiques initialement suggérés pour IDO-1
(Capece et al., 2012; Sugimoto et al., 2006). Schématiquement, la face proximale de I’heme
est fixée sur la structure protéique grace a une histidine proximale (His346), tandis que la
fixation de I’O,, le contact avec le substrat et la réaction catalytique se déroulent sur la face
distale de ’heme (Figure 17B).

A

Domaine court

Domaine large

Figure 17 : Structure de la protéine IDO-1.

(A) Représentation générale de la protéine. IDO-1 est constituée de 2 domaines (domaine large en
vert ; domaine court en bleu) reliés par une structure en boucle (rouge) et par des hélices a (cyan). Les
hélices a du domaine large créent une cavité ol se loge I’héme (jaune). Le domaine court et la
structure en boucle recouvrent le haut de la cavité abritant ’heme. Les hélices a sont nommées dans
I'ordre de leur apparition sur la structure primaire. La structure a été établie en utilisant la protéine
IDO-1 recombinante humaine complexée avec le ligand 4-phenylimidazole (blanc). (B) Représentation
moléculaire du site actif de IDO-1. L’héme (vert) est fixé a I’Histidine proximale (His346) par sa face
proximale. La face dorsale de I’héme est située dans une poche hydrophobe qui accueille le substrat.
D’apreés (Austin and Rendina, 2014, Sugimoto et al., 2006).

IDO-1 est capable de fixer les deux énantiomeres lévogyre et dextrogyre du tryptophane (L-
Try et D-Try). Il utilise également comme substrats de nombreux analogues ou dérivés du
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tryptophane tels que le 5-hydroxytryptophane, le 5-méthyltryptophane, la tryptamine et la

sérotonine (Pantouris et al., 2014; Sono et al., 1996).

3. Expression de IDO

3.1. Contextes d’expression de IDO

L’expression de IDO a été observée dans de nombreux tissus et organes chez 'lhomme
(Taylor and Feng, 1991). Les cellules présentatrices d’antigenes (CPAs) telles que les cellules
dendritiques, les macrophages et les cellules microgliales sont parmi les principales cellules
productrices de IDO et sont capables d’exprimer IDO a des niveaux élevés (Mellor and Munn,
2004). En plus des CPAs, IDO peut étre exprimée dans des contextes physiologiques ou
pathologiques par des cellules épithéliales, endothéliales, fibroblastiques et méme par des
cellules tumorales (Godin-Ethier et al., 2011; Munn and Mellor, 2013).

L’expression de IDO est inductible sous I'action de divers stimuli au cours de la réaction
inflammatoire (Le Floc’h et al., 2011; Munn and Mellor, 2013). Les IFNs et les cytokines pro-
inflammatoires sont alors les principaux stimuli conduisant a I’expression de IDO. En retour,
IDO participe a lI'immunorégulation visant a éviter le développement d’une réponse
lymphocytaire T excessive et délétere pour I'individu. IDO contribue donc au rétrocontréle
négatif (counter-regulation) de la réponse inflammatoire (Mellor and Munn, 2004).
Parallelement, ce réle immunorégulateur de IDO est mis a profit par le systeme immunitaire
adaptatif dans le développement de la tolérance périphérique vis-a-vis des nouveaux
antigénes rencontrés. Dans ce contexte, certaines cellules clés de la tolérance immunitaire
telles que les lymphocytes Tregs et certaines cytokines immunosuppressives participent a
I’activation de IDO.

3.2. Stimulation de IDO par I'IFN-y

L'IFN-y (IFN de type Il) est sécrété par les lymphocytes T et les cellules NK et exerce une
activité antivirale, immunorégulatrice et anti-tumorale (Boehm et al., 1997). L'IFN-y est
généralement considéré comme le principal activateur de IDO. Sous I'action de I'IFN-y, de
nombreuses cellules hématopoiétiques ou non hématopoiétiques expriment IDO (Hassanain
et al., 1993; Konan and Taylor, 1996; Mellor and Munn, 2004; Werner-Felmayer et al., 1989).
Chez la souris, la délétion du gene codant pour le récepteur de I'IFN-y (IFN-yR) abolit
presque entiérement I'expression de IDO (O’Connor et al., 2009a).

Les mécanismes moléculaires conduisant a I'activation de IDO par I'IFN-y sont schématisés
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dans la Figure 18. Au cours d’une premiére étape, la fixation de I'lFN-y sur son récepteur
active les facteurs de transcription STAT-1 et NF-kB qui sont transloqués dans le noyau et
stimulent I'expression de IRF-1 (Pine, 1997). Lors d’une seconde étape, IRF-1 et phospho-
STAT-1 se fixent respectivement sur les séquences ISRE et GAS du promoteur de IDO-1 et

induisent sa transcription (Chon et al., 1996).

3.3. Stimuli pro-inflammatoires et motifs microbiens

En plus de I'IFN-y, I'expression de IDO peut étre activée par d’autres cytokines pro-
inflammatoires comme les IFNs de type | (IFN-a et -B) ou I'association de TNF-a, d’IL-6 et
d’IL-1B dans certains types cellulaires (Fujigaki et al., 2006a; Hassanain et al., 1993; Jansen
and Reinhard, 1999; Robinson et al., 2003; Werner-Felmayer et al., 1989). La reconnaissance
de motifs microbiens par les récepteurs Toll-like (TLRs) peut également activer |'expression
de IDO. Ainsi, la fixation du LPS bactérien (Fujigaki et al., 2006a, 2001; Wang et al., 2010a),
des ARN double-brins viraux (Suh et al., 2007) et des motifs CpG non méthylés de I’ADN
(Fallarino et al., 2009) sur les TLR-4, TLR-3 et TLR-9 a été impliquée dans I’activation de IDO

in vitro et/ou in vivo.

Plusieurs mécanismes moléculaires permettent d’expliquer I’action de ces composés. D’une
part, le TNF-a et I'lL-18 augmentent I'expression des récepteurs de I'IFN-y (IFN-yR) a la
surface des monocytes et des cellules épithéliales, ce qui favorise la fixation de I'lIFN-y sur
son récepteur et |'activation de IDO en aval (Figure 18) (Krakauer and Oppenheim, 1993;
Shirey et al., 2006a). D’autre part, le TNF-a, I'lL-1B et le LPS pourraient agir en synergie avec
I"IFN-y pour stimuler la transcription de IDO-1 en activant les facteurs de transcription NF-kB,
STAT-1 et IRF-1 (Campbell et al., 2014a; Ohmori et al., 1997; Robinson et al., 2003, 2006).
Enfin, en se fixant au TLR-4, le LPS stimule I'expression de IDO indépendamment de la voie
de I'IFN-y dans les monocytes et les cellules microgliales via I'activation de NF-kB et la voie
des MAPK (Fujigaki et al., 2006a, 2001; Wang et al., 2010a) (Figure 18). Chez les souris knock-
out pour le géne de I'IFN-y, I'activation de IDO médiée par le LPS est conservée, ce qui
confirme I'existence d’une voie d’activation de IDO par le LPS indépendante de I'lFN-y in vivo
(Fujigaki et al., 2001).
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Figure 18 : Voies d’activation de IDO.

Milieu : Induction de IDO dépendante de I'IFN-y. La fixation de I'IFN-y sur son récepteur active les
facteurs de transcription STAT-1 et NF-kB qui stimulent la transcription de IRF-1. En association avec
STAT-1, IRF-1 stimule I’expression de IDO. Gauche : Induction synergique de IDO. En se fixant sur les
récepteurs IL-1R, TLR-4 et TNFR, I'IL-15, le LPS et le TNF-a augmentent la transcription de I'IFN-yR via
I'activation de NF-kB (fleches en pointillés). Le TNF-a agit en synergie avec la voie de I'lFN-y pour
augmenter la transcription de IRF-1 (rond pointillé). Droite : Induction de IDO indépendante de I'IFN-
y. La stimulation du TLR-4 par le LPS stimule la transcription de IDO par un mécanisme nécessitant
NF-kB et p38 /INK, indépendamment de I'IFN-y. IRF-1 et STAT-1 se fixent respectivement sur les
séquences ISRE et GAS du promoteur de IDO. NF-kB et AP-1 se fixent sur des séquences spécifiques du
promoteur de IDO. TNFR : récepteur du TNF. D’apres (Campbell et al., 2014a).

Il est important de préciser que la stimulation de IDO par les stimuli pro-inflammatoires est
variable suivant le type de cellule (Mellor et Munn, 2004). Ainsi, le LPS stimule I'expression
de IDO dans les monocytes/macrophages ou les cellules microgliales (Fujigaki et al., 2006a;
Wang et al., 2010a), mais n’influence pas I'expression de IDO dans d’autres modeles
cellulaires telles que les cellules hépatiques SK-HEP-1, les fibroblastes MRC9, ou les cellules
de neuroblastome SK-N-SH (Fujigaki et al., 2006a).
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3.4. Stimuli immunosuppresseurs et tolérogenes

En plus de I'lFN-y et de certains stimuli inflammatoires, I’expression de IDO peut étre médiée

par des molécules impliquées dans la tolérance immunitaire et I'immunosuppression.

Engagement de co-récepteurs inhibiteurs

L'interaction entre les cellules dendritiques (DCs) et les lymphocytes T implique un panel de
co-récepteurs activateurs ou inhibiteurs qui vont orienter la réponse cellulaire T vers une
immunité effectrice ou vers la tolérance immunitaire (Steinman, 2012). En particulier,
I'engagement des co-récepteurs CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated antigen 4)
présents a la surface des lymphocytes T sur les co-récepteurs CD80/CD86 (B7-1 et 2)
présents a la surface des DCs inhibe la réponse lymphocytaire T vis-a-vis de I'antigene
rencontré et contribue a la tolérance immunitaire périphérique (Teft et al., 2006).
L’engagement de CTLA-4 sur les co-récepteurs des DCs stimule I'expression de IDO dans
certains sous-types de DCs, dont les pDCs, par un mécanisme de reverse-signalling (Fallarino
et al., 2003; Mellor et al., 2004; Munn et al., 2004a). L’activation de IDO dans les pDCs est
alors médiée par la voie non canonique (alterne) de NF-kB impliquant l’inhibitor of NF-kB
kinase-a (IKK-a) et la formation de dimeres p52-REL-B (Figure 19) (Puccetti and Grohmann,
2007).

De la méme maniére, 'engagement du co-récepteur lymphocytaire GITR (glucocorticoid-
induced TNF-related protein) sur le co-récepteur GITR-L présent a la surface des pDCs induit
I'expression de IDO dans les pDCs via la voie non-canonique de NF-kB (Grohmann et al.,
2007). De maniere intéressante, I'administration de glucocorticoides in vivo active IDO en
induisant I'expression de GITR et GITR-L a la surface des lymphocytes T CD4* et des pDCs
(Grohmann et al.,, 2007). Ce mécanisme pourrait en partie expliquer I'effet anti-

inflammatoire des glucocorticoides.

Il est intéressant de noter que les co-récepteurs CTLA-4 et GITR sont fortement exprimés a la
surface des lymphocytes Tregs. Les lymphocytes Tregs pourraient étre de puissants
inducteurs de IDO lors de leur rencontre avec les DCs (Figure 19) (Grohmann et al., 2007,
Teft et al., 2006)(Puccetti and Grohmann, 2007; Teft et al., 2006). Puisque les lymphocytes
Tregs sont eux-mémes favorisés par I'activation de IDO (voir ci-dessous), il existe un véritable
cross-talk entre les lymphocytes Tregs et les DCs pour promouvoir la tolérance périphérique

via I'expression de IDO (Puccetti and Grohmann, 2007).
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Figure 19 : Expression de IDO dans les cellules dendritiques plasmacytoides aprés contact avec les
lymphocytes Tregs. L’engagement des co-récepteurs CTLA-4 ou GITR portés par les lymphocytes
Tregs sur les co-récepteurs CD80 et GITRL des cellules dendritiques plasmacytoides (pDCs) conduit a
I"activation de la voie non-canonique de NF-kB (reverse signal) dans les pDCs et a I'expression de IDO.
Via son action métabolique, IDO favorise en retour la différenciation des lymphocytes T naifs en

lymphocytes Tregs. D’aprés (Puccetti and Grohmann, 2007).

Cytokines anti-inflammatoires

L'impact des cytokines anti-inflammatoires sur I'expression de IDO est discuté et semble
dépendre du type de cellule considérée et du contexte d’induction de IDO. Ainsi, I'IL-10
diminuait de maniere dose-dépendante |'expression de IDO induite par le LPS dans des DCs
murines (Jung et al., 2009) mais augmentait I’expression de IDO induite par I'IFN-y dans ces
mémes cellules (Yanagawa et al., 2009). De la méme maniere, I'lL-4 inhibait I'induction de
IDO médiée par I'lFN-y dans les monocytes (Musso et al., 1994) et les fibroblastes (Chaves et
al., 2001) mais activait IDO dans des cellules microgliales murines (Yadav et al., 2007).

Stimulation par le TGF-8

Le role du TGF-B sur I'expression de IDO a été clairement établi. Le TGF-B active I'expression
de IDO dans certaines sous-populations de DCs telles que les DCs CD8* murines et les oriente
vers un phénotype tolérogene. En retour, les DCs sécretent du TGF-f dans le

microenvironnement, ce qui maintient un niveau élevé d’expression de IDO par stimulation
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autocrine et contribue a instaurer une tolérance immunitaire durable. La voie PI3K/Akt et la
voie non-canonique de NF-kB ont été impliquées dans I'expression de IDO par ces DCs

murines stimulées par le TGF-$3 (Belladonna et al., 2008).

Etonnamment, il a récemment été démontré que IDO agit en protéine de signalisation
cellulaire dans les pDCs murines, indépendamment de son activité enzymatique (Pallotta et
al., 2011). IDO posséde des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) sur
lesquels peuvent se fixer des phosphatases SHP-1/SHP-2 (Src homology region 2 domain-
containing phosphatases). Sous l'action du TGF-B, l'activation du complexe IDO-SHP
contribue a diriger les pDCs murines vers un phénotype tolérogéne (Pallotta et al., 2011).
Ainsi, le TGF-B apparait comme une cytokine clé de I'activation de IDO. En se stimulant
réciproquement, IDO et le TGF-B contribuent a maintenir certaines sous-populations de DCs
dans un phénotype tolérogéne et favorisent la tolérance immunitaire périphérique
(Belladonna et al., 2009; Fallarino et al., 2012).

3.5. Activateurs non-immuns

Plusieurs molécules solubles non impliquées dans la réponse immunitaire stimulent
I'expression de IDO. En particulier, certaines hormones comme la gonadotrophine
chorionique humaine (Ueno et al., 2007) et les cestrogenes (Zhu et al., 2007) activent
I’expression de IDO dans les DCs in vitro et/ou in vivo. L'immunorégulation exercée par IDO
via ces hormones pourrait expliquer la rémission de certaines pathologies auto-immunes
comme le diabéte ou la sclérose en plaque au cours de la grossesse (Ueno et al., 2007; Zhu
et al., 2007).

4. Inhibiteurs pharmacologiques de IDO

Compte tenu de son réle immunorégulateur dans de multiples processus pathologiques (voir
ci-dessous), la développement d’inhibiteurs de IDO a récemment été classé comme
prioritaire par le National Institutes of Health (NIH) Immune Response Modifier Pathway
Prioritization Working Group (Austin and Rendina, 2014; http://www.deainfo.nci.nih.gov).
Les inhibiteurs les plus fréquemment utilisés expérimentalement in vitro et in vivo sont les
deux énantiomeres 1-méthyl-D-tryptophane (1-D-MT) et 1-méthyl-L-tryptophane (1-L-MT).
lIs agissent principalement par inhibition compétitive pour la fixation du tryptophane sur le
site catalytique de IDO-1 et/ou de IDO-2, bien que des mécanismes additionnels aient été
suggérés comme [linhibition du transport du tryptophane a travers les membranes

cellulaires (Hou et al., 2007; Kudo and Boyd, 2001). Des essais précliniques chez I'animal ont
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montré que le 1-MT, seul ou en association avec des chimiothérapies anti-tumorales avait un
effet bénéfique sur la progression des cancers en bloquant IDO (Friberg et al., 2002; Muller
et al., 2005; Uyttenhove et al., 2003). A ce jour, plusieurs essais cliniques de phases | et Il ont
été entrepris pour évaluer le potentiel anti-tumoral du 1-MT chez 'homme (NCT00567931,
NCT01191216, NCT01792050, NCT01560923, NCT02077881, NCT02073123, NCT02052648,
NCT01042535) (Austin and Rendina, 2014).

Le méthyl-thiohydantoine-tryptophane (MHT-Trp) a également montré un effet anti-tumoral
chez la souris en bloquant IDO (Muller et al., 2005). Bien que des noms différents leur aient
été longtemps attribués, le MHT-Trp est en fait la méme molécule que la nécrostatine-1, un
composé tres souvent utilisé pour bloquer la nécrose cellulaire in vitro et in vivo
(Vandenabeele et al., 2013).

Récemment, de nouveaux inhibiteurs de IDO-1 et/ou IDO-2 ont été développés comme
I’hydroxyamidine INCB024360 (Incyte) (Liu et al., 2010), actuellement en cours d’essais
thérapeutiques de phase Il dans le traitement des cancers (NCT01604889, NCT01685255,
NCT01822691) ou I’Amg-1 (Amgen) (Meininger et al., 2011).

En plus de ces composés qui bloquent préférentiellement I'action de IDO-1 et/ou de IDO-2,
certaines molécules ont été récemment développées pour bloquer a la fois I'action de IDO-1,
de IDO-2 et de TDO. C’est le cas du Norharman (Austin and Rendina, 2014). De facon trés
surprenante, plusieurs imidazoles antifongiques (comme le micronazole, I'éconazole ou le
clotrimazole) sont également capables de bloquer l'action de IDO-1, IDO-2 et TDO
(Bakmiwewa et al., 2012).

I1l.  Influence de IDO sur la réponse immunitaire

1. Role de IDO dans la tolérance immunitaire

L'expression de IDO a été mise en évidence dans de nombreux contextes physiologiques ou
pathologiques. Dans la plupart de ces situations, les changements métaboliques induits par
IDO participent au rétrocontrole de la réponse inflammatoire et a l'instauration d’une
tolérance immunitaire qui peut étre bénéfique ou néfaste pour l'individu en fonction du
contexte (Munn and Mellor, 2013).

A la différence des souris déficientes en Foxp3 ou en CTLA-4, les souris déficientes en IDO-1
ne développent pas spontanément de pathologies auto-immunes séveres, ce qui indique
que IDO n’est pas une protéine cruciale de la tolérance centrale (tolérance immunitaire vis-
a-vis des antigenes du « soi» développée dans les organes lymphoides primaires). A

I'inverse, de nombreux arguments plaident en faveur d’un réle important de IDO dans la
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tolérance périphérique (tolérance immunitaire vis-a-vis des antigenes du « soi » ou du « non-
soi » développée dans les organes lymphoides secondaires). En effet, le blocage de IDO
inhibe le développement d’une tolérance périphérique vis-a-vis des nouveaux antigenes
rencontrés par le systeme immunitaire tels que les antigénes apportés par un organe greffé
ou par le feetus d’'une femme enceinte, favorisant ainsi le rejet allogénique de la greffe ou du
foetus (Guillonneau et al., 2007; Munn et al., 1998). De plus, le transfert de génes codant
pour IDO dans des tissus allogreffés crée une tolérance immunitaire de novo vis-a-vis de ces
tissus, sans qu’aucun autre immunosuppresseur ne soit nécessaire (lken et al., 2012; Liu et
al., 2006). Enfin, I'exposition répétée de souris IDO/ a des cellules apoptotiques favorise
I’auto-réactivité vis-a-vis des antigenes du « soi » présents dans ces cellules apoptotiques et
induit une pathologie auto-immune lupus-/ike chez I'animal (Ravishankar et al., 2012). Ces
résultats indiquent que IDO est impliquée dans I'ensemble de la tolérance immunitaire

périphérique, a la fois vis-a-vis des antigenes du « soi » et du « non-soi ».

2. Expression de IDO par les cellules présentatrices d’antigenes

Comme indiqué précédemment, les cellules présentatrices d’antigénes (CPAs) sont les
principales cellules productrices de IDO au cours de la réponse inflammatoire (Mellor and
Munn, 2004; Munn and Mellor, 2013). Certains sous-types de DCs ont été particulierement
impliqués dans I’expression élevée de IDO tels que les DCs CD8* chez la souris et certaines
populations de pDCs (Grohmann et al., 2000; Mellor et al., 2003; Munn et al., 2004b).
L'expression de IDO par les pDCs a notamment été associée au controle de I'inflammation
durant les allergies (Grohmann et al.,, 2007), au contréle de pathologies auto-immunes
comme le diabéte de type | (Fallarino et al.,, 2009; Saxena et al., 2007), et a
I'immunosuppression qui accompagne l'infection par le VIH (Onodera et al., 2009) et les

cancers (Sharma et al., 2007).

Effet métabolique de IDO sur le microenvironnement des CPAs

L'expression de IDO dans les CPAs induit une déplétion en Try et une accumulation en
kynurénines dans les cellules elles-mémes et dans leur microenvironnement. A la différence
des CPAs, les lymphocytes T situés dans le microenvironnement sont trés sensibles a ces
variations métaboliques qui altérent leur prolifération et leur différenciation (voir ci-
dessous). Il a été démontré que les CPAs possedent des mécanismes d’efflux entre le Try et
les kynurénines qui leur permettent de supporter la déplétion en Try intracellulaire due a
I’activation de IDO (Kaper et al., 2007; Seymour et al., 2006; Wagner et al., 2001). Ces
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mécanismes pourraient permettre aux CPAs d’accumuler le Try d’origine extracellulaire et
d’expulser hors de la cellule les kynurénines en excés. Ces phénomenes d’échanges
contribueraient alors un peu plus a la déplétion en Try dans le microenvironnement et a

I’accumulation de kynurénines toxiques pour les lymphocytes T situés a proximité.

Effet tolérogéne de IDO sur les CPAs et leur microenvironnement

L’expression de IDO oriente les CPAs vers un phénotype tolérogene. En effet, apres
stimulation in vitro par I'lFN-y puis réinjection in vivo a la souris, les DCs CD8" murines ne
parviennent plus a activer efficacement les lymphocytes T. L’ajout de 1-MT lors de I'étape de
stimulation in vitro restaure la capacité des DCs CD8" a activer les lymphocytes T, ce qui
suggere que IDO joue un role important dans |'orientation tolérogene des DCs (Grohmann et
al.,, 2000). De maniére intéressante, il a été observé que I'expression de IDO par certaines
DCs (DCs IDO*) bloque I’activation des lymphocytes T par ces DCs IDO* mais aussi par les DCs
IDO" présentes dans le microenvironnement (Mellor and Munn, 2004; Mellor et al., 2003;
Munn et al., 2004b). Cette observation suggére que les DCs IDO* jouent un role dominant
dans le microenvironnement, ce qui amplifie 'action de IDO. L'effet des DCs IDO" sur les
autres CPAs voisines pourrait impliquer l'intervention de lymphocytes Tregs et/ou la
libération de TGF-B. Les lymphocytes Tregs et le TGF-B sont a la fois activés par IDO et
activateurs de I'expression de IDO (Voir ci-dessus et Figure 19). Il a ainsi été suggéré une
boucle de rétrocontroles positifs entre les DCs IDO*, les lymphocytes Tregs et le TGF-B qui
permet de maintenir un environnement immunotolérant durable bien au-dela de I'effet
purement métabolique de IDO sur la concentration en Try du microenvironnement
(Belladonna et al., 2009; Puccetti and Grohmann, 2007).

3. Impact de IDO sur les lymphocytes T
3.1. Ladéplétion en tryptophane

Comme toutes les cellules, les cellules du systéeme immunitaire doivent avoir un acces
suffisant a I'ensemble des acides aminés pour maintenir leur métabolisme et proliférer.
Lorsqu’elles sont activées par la rencontre avec un antigene, ce besoin en acides aminés
augmente considérablement. La perte de la biodisponibilité d’'un acide aminé peut donc en
elle-méme compromettre la réponse immunitaire en réduisant la prolifération, la

différenciation, la maturation ou la migration des cellules immunes (McGaha et al., 2012).
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Le « stress » métabolique lié aux variations des concentrations en acides aminés est détecté
par différents sensors dans la cellule, entrainant des perturbations profondes dans le
métabolisme et le fonctionnement cellulaire. Parmi ces sensors, les protéines GCN2 (general
control nonderepressible 2) et mTOR (mammalian target of rapamycin) sont importantes a
considérer. La kinase GCN2 est activée par I'accumulation d’ARNt libres (non chargés en
acide aminés) dans la cellule. Elle agit en bloquant le facteur initiateur de la traduction elF2A
(eukaryotic translation initiation factor 2A), conduisant a l'arrét de la traduction d’une
majorité de transcrits cellulaires et une interruption du cycle cellulaire (Raina and lbba,
2014). La protéine mTOR détecte et intégre de multiples signaux métaboliques, énergétiques
et hormonaux de I'environnement cellulaire pour assurer la croissance et I’homéostasie de
la cellule (Laplante and Sabatini, 2012). Elle est située a un carrefour de plusieurs voies de
signalisation cellulaire et joue un réle clé dans l'activation, la différenciation et le

fonctionnement des cellules du systeme immunitaire (Powell et al., 2012).

La déplétion en Try induite par I'activation de IDO est détectée par les sensors GCN2 et
mTOR dans les lymphocytes T, ce qui inhibe leur activation et leur prolifération (Figure 20).
En effet, I'activation de la kinase GCN2 dans les lymphocytes T CD8* bloque la progression du
cycle cellulaire et induit une anergie fonctionnelle (Munn et al., 2005). Dans les lymphocytes
T CD4* naifs, I'activation de GCN2 bloque la différenciation en lymphocytes Th17 (Sundrud et
al., 2009) et favorise a la fois la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Tregs
et I'activation des lymphocytes Tregs matures in vitro (Fallarino et al., 2006; Sharma et al.,
2007). In vivo, la délétion du géne GCN2 dans les lymphocytes T suffit a rendre ces cellules
insensibles a I'action des DCs IDO*, ce qui suggere que GCN2 joue un role clé dans le blocage
de la prolifération des lymphocytes T induite par IDO (Munn et al.,, 2005). De la méme
maniere, I'inhibition de mTOR induite par la déplétion en Try pourrait contribuer au blocage
de I'activation et de la prolifération des lymphocytes T (McGaha et al., 2012; Metz et al.,
2012b; Munn and Mellor, 2013). Les lymphocytes T sont particulierement sensibles a
I'inhibition de mTOR, comme en témoigne |'usage clinique de la rapamycine/sirolimus
(inhibiteur de mTOR) comme immunosuppresseur de la réponse cellulaire T (Laplante and
Sabatini, 2012).

3.2. L'accumulation de kynurénines

Les kynurénines générées durant la dégradation du Try sont des composés biologiquement
actifs qui contribuent a réguler le fonctionnement du systéme nerveux central (Campbell et
al., 2014a)(Campbell et al., 2014b), la pression artérielle (Wang et al., 2010b) et la réponse
immunitaire (Munn and Mellor, 2013). Les lymphocytes T sont particulierement sensibles a
I’action de certaines kynurénines (Figure 20). Par exemple, il a été observé que la kynurénine

68



(Kyn), la 3-hydroxykynurénine (3-HK) et I'acide 3-hydroxyanthranilique (3-HAA) inhibent la
prolifération des lymphocytes T activés in vitro (Frumento et al., 2002; Terness et al., 2002).
Le 3-HAA et l'acide quinolinique stimulent I'apoptose dans les thymocytes et les
lymphocytes Thl in vitro et induisent une déplétion en thymocytes CD4*CD8* in vivo
(Fallarino et al., 2002). En plus de leur impact sur la prolifération des lymphocytes T, les
kynurénines influencent la différenciation des lymphocytes T naifs. Ainsi, la Kyn, la 3-HK, le
3-HAA et l'acide quinolinique inhibent la différenciation des lymphocytes T naifs en
lymphocytes Th17 mais stimulent leur différenciation en lymphocytes Tregs
CD4*CD25*Foxp3* in vitro (Desvignes and Ernst, 2009; Fallarino et al., 2006). In vivo,
I'administration de kynurénines a des souris favorise l'immunotolérance et réduit
I'inflammation dans différents modeéles de pathologies inflammatoires ou allergiques (Criado
et al., 2009; Taher et al., 2008). De la méme maniere, I'injection de Kyn et de 3-HAA a des
souris allogreffées inhibe la réponse cellulaire T allogénique et augmente significativement la

survie du greffon (Bauer et al., 2005).

Les kynurénines sont des ligands pour l‘aryl hydrocarbon receptor (AhR), un facteur de
transcription activé par la fixation de ligands endogenes ou exogenes. L’AhR a de multiples
fonctions au cours de la réponse immunitaire (Stockinger et al., 2014). La fixation de
kynurénines sur I’AhR a un effet immunosuppresseur en favorisant la différenciation des
lymphocytes T CD4+ naifs en lymphocytes Tregs (Mezrich et al.,, 2010), en inhibant
I'immunité anti-tumorale (Opitz et al., 2011) et en réduisant I'immunogénicité des DCs
(Nguyen et al., 2010).
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Figure 20 : Régulation des lymphocytes T par IDO.

L’activation de IDO dans une cellule (cellule présentatrice d’antigenes par exemple) induit une
déplétion en tryptophane et une accumulation de kynurénines dans le microenvironnement. Les
lymphocytes T sont sensibles a ces variations métaboliques. La baisse des concentrations en
tryptophane stimule la kinase GCN2 et inhibe la protéine mTOR dans les lymphocytes T, tandis que
certaines kynurénines se fixent sur le facteur de transcription AhR pour I'activer. En conséquence, la
prolifération des lymphocytes T effecteurs est inhibée et les cellules présentent un état d’anergie
fonctionnelle. A linverse, la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Tregs est
augmentée et les lymphocytes Tregs matures sont activés. GCN2 : general control nonderepressible
2 ; mTOR : mammalian target of rapamycin ; AhR : aryl hydrocarbon receptor. Adapté de (Munn and
Mellor, 2013).

3.3. Profil général de la réponse lymphocytaire T en présence de IDO

Collectivement, la baisse des concentrations en Try et I'accumulation des kynurénines inhibe
la prolifération des lymphocytes T CD4* et CD8* activés et induit un état d’anergie (Figure
20). En influant sur la différenciation des lymphocytes T CD4* naifs, I'expression de IDO
modifie I'équilibre des sous-populations lymphocytaires Tregs et Thl7 au profit des Tregs
(Desvignes and Ernst, 2009; Fallarino et al., 2006; Terness et al., 2002).

En contexte inflammatoire et sous 'influence de I'lL-6, les lymphocytes Tregs présents dans
les ganglions lymphatiques peuvent étre reprogrammés pour étre convertis en lymphocytes
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inflammatoires Th17 (Sharma et al., 2009). Ici encore, I'expression de IDO bloque cette
reprogrammation des lymphocytes Tregs et leur conversion en Th1l7 dans les ganglions

lymphatiques in vivo (Baban et al., 2009; Sharma et al., 2009).

L'anergie fonctionnelle des lymphocytes T, 'apoptose des Thl et la rupture de I'équilibre
Tregs/Th17 est un moyen d’éviter une réponse cellulaire T excessive et le développement de
pathologies auto-immunes. Cet état peut néanmoins s’avérer néfaste pour I’héte dans le cas
de cancers ou de certaines infections (infection par le VIH par exemple) qui nécessitent une
réponse lymphocytaire T suffisamment robuste pour éliminer la tumeur ou l'agent
pathogéne (Favre et al., 2010a)(Favre et al., 2010b).

IV. Implication de IDO en pathologie

Compte-tenu de son role dans le métabolisme du Try et dans 'immunorégulation, IDO est
suspectée de contribuer a de nombreux processus pathologiques. Nous aborderons
brievement lI'impact de IDO sur certaines pathologies non-infectieuses avant de nous

focaliser sur le role ambivalent joué par IDO lors des infections.

1. Pathologies non-infectieuses

1.1. Tolérance materno-foetale

Historiqguement, le role immunorégulateur de IDO fut découvert en 1998, lorsque Munn et
al. observeérent que I'administration de 1-MT a des souris en gestation induisait un rejet
allogénique du feetus (Munn et al.,, 1998). Depuis, I'impact de IDO sur la tolérance
maternelle aux tissus foetaux a été particulierement étudié. Chez la femme, IDO est
exprimée dés la formation du blastocyste (6™ jour) et son expression persiste dans le
placenta tout au long de la grossesse (Kudo et al., 2004). En bloquant I’activation des
lymphocytes T maternels, I'expression placentaire de IDO pourrait jouer un réle clé dans la
tolérance périphérique maternelle au feetus (Kudo et al., 2004). Puisque IDO posséde un role
antimicrobien indépendant de son activité immunorégulatrice (voir ci-dessous), il a été
suggéré que I'expression placentaire de IDO pourrait également participer aux mécanismes
de défense antimicrobienne visant a protéger le feetus (Sedlmayr et al., 2014). Une
augmentation progressive du ratio des concentrations sériques Kyn/Try, témoin de I'activité
de IDO, est observée lors de la grossesse (Schrocksnadel et al., 2003). Il a été suggéré que

cette variation systémique de la biodisponibilité du Try pourrait déréguler la synthése de
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sérotonine et contribuer aux troubles de I’humeur observés pendant la grossesse et/ou le
post-partum (Kohl et al., 2005; Maes et al., 2002).

1.2. Transplantation d’organes

La transplantation de tissus ou d’organes constitue une autre forme de stimulation
allogénique du systeme immunitaire. Lors de |'allogreffe de foie chez la souris, le blocage de
IDO par le 1-MT induit le rejet du greffon, suggérant que IDO joue un réle important dans
I'immunotolérance vis-a-vis de I'organe transplanté (Miki et al., 2001). En faveur de cette
idée, il a été observé que la transplantation de cellules pancréatiques exprimant IDO chez la
souris augmente la survie du greffon en inhibant la réponse des lymphocytes T (Alexander et
al.,, 2002). De méme, il a récemment été montré que IDO contribuait a I'immunotolérance
vis-a-vis du greffon dans un modéle murin de transplantation cardiaque (Sucher et al., 2012).
Ces résultats suggerent que I'activation pharmacologique de IDO pourrait trouver sa place

dans I'arsenal thérapeutique chez le patient transplanté.
1.3. Cancers

IDO est exprimée dans de nombreux cancers chez I'homme (Godin-Ethier et al., 2011). Les
cellules cancéreuses et les CPAs expriment IDO a la fois sur le site tumoral et dans les
ganglions périphériques (Munn et al., 2004b). Une expression élevée de IDO est associée a la
progression tumorale et a la survenue de métastases dans les cancers colorectaux, utérins
ou du nasopharynx (Brandacher et al., 2006; Ino et al., 2006; Liu et al., 2009). De la méme
maniere, les patients qui présentent des niveaux élevés d’activation de IDO ont un taux de
survie diminué dans les cancers utérins ou pulmonaires (Astigiano et al., 2005; Inaba et al.,
2010). Ces observations suggérent que IDO joue un role délétere pour le patient au cours
des cancers et favorise la progression tumorale. Expérimentalement, la transfection de IDO-
1 dans des cellules tumorales ovariennes humaines secondairement greffées a des souris
accroit la progression tumorale par rapport a des cellules qui n’expriment pas IDO (Yoshida
et al., 2008).

L’expression de IDO par la tumeur altére la réponse adaptative cellulaire et contribue a
instaurer un microenvironnement tolérogéne qui facilite I'échappement tumoral a
I'immunosurveillance (Balachandran et al., 2011; Uyttenhove et al., 2003). Chez les patients
atteints par un cancer du célon, de I'ovaire ou de 'endomeétre, une expression élevée de IDO
est associée a une diminution du nombre de lymphocytes T CD3* et/ou CD8" sur le site
tumoral (Brandacher et al., 2006; Inaba et al., 2009). A l'inverse, I'expression de IDO est

corrélée a un niveau élevé de lymphocytes Tregs sur le site tumoral et/ou dans les ganglions
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métastatiques (Curti et al., 2010; Mansfield et al., 2009; Witkiewicz et al., 2008). En facilitant
le recrutement et/ou I'émergence des lymphocytes Tregs autour de la tumeur, IDO pourrait

contribuer significativement a la progression tumorale (Josefowicz et al., 2012).

Il est intéressant de constater que certains genes codant pour des inhibiteurs de IDO tels que
BIN1 (un inhibiteur de la transcription de IDO-1) et SOCS3 (qui accélére la dégradation de
IDO par le protéasome) sont fréquemment inhibés dans les tumeurs (Ino et al., 2008; Muller
et al., 2005; Niwa et al., 2005; Orabona et al., 2008).

Plusieurs inhibiteurs pharmacologiques de IDO sont actuellement en cours d’essais
thérapeutiques de phases | ou Il dans le traitement des cancers (Austin and Rendina, 2014).
lIs visent a diminuer I'immunotolérance induite par IDO dans le microenvironnement
tumoral et a restaurer une immunité anti-tumorale efficace. Chez I'animal, I'administration
de 1-MT comme seul traitement est suffisant pour ralentir la croissance tumorale (Friberg et
al., 2002; Uyttenhove et al., 2003), sans pour autant aboutir a une élimination compléte de
la tumeur (Muller et al., 2005). L'ajout de 1-MT aux chimiothérapies antitumorales
conventionnelles augmente la régression tumorale chez la souris (Muller et al.,, 2005),
suggérant que les inhibiteurs de IDO pourraient trouver leur place dans le traitement des

cancers au coté des autres thérapies.

1.4. Troubles neurologiques et psychiatriques

Le Try est le précurseur de la sérotonine, un neurotransmetteur essentiel a la régulation de
I’hnumeur et au fonctionnement du systéme nerveux central (SNC). Compte-tenu de son réle
dans la biodisponibilité du Try, IDO pourrait jouer un réle important dans certaines
pathologies neurologiques ou psychiatriques (Campbell et al., 2014a). En faveur de cette
idée, il a été observé que la déplétion aigué en Try affecte la régulation de ’lhumeur via une
baisse des concentrations en sérotonine (Young and Leyton, 2002). Chez les patients
souffrant d’algies chroniques ou de dépression, une augmentation du taux de Kyn a été
rapportée, suggérant une implication de IDO dans ces affections (Dantzer et al., 2008a).
Certaines kynurénines ont un impact direct sur le fonctionnement du SNC. Ainsi, I'acide
kynurénique protége le SNC en bloquant I'activation des récepteurs au glutamate de type
NMDA (N-méthyl-D-aspartate) qui sont essentiels a la mémoire et a la plasticité synaptique
mais dont I'hyperexcitation incontrélée peut entrainer la mort du neurone (phénomene
d’excitotoxicité) (Ganong and Cotman, 1986). A l'inverse, I'acide quinolinique, stimule ces
mémes récepteurs NMDA en agissant comme une « excitotoxine » (Schwarcz et al., 1983).
Enfin, 'acide xanthurénique a récemment été impliqué dans la neurotransmission médiée

par le glutamate (Copeland et al., 2013). Schématiquement, la voie des kynurénines peut
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étre divisée en 2 branches par rapport a son action sur le SNC: une branche
« neurotoxique » ou « excitotoxique » médiée par la kynurénine 3-monooxygénase et
aboutissant a la formation d’acide quinolinique et une branche « neuroprotectrice » ou
« inhibitrice », médiée par la kynurénine oxoglutarate-transaminase et aboutissant a la
formation d’acide kynurénique. La dérégulation de I’équilibre entre les concentrations
cérébrales d’acides quinolinique et kynurénique apparait comme un mécanisme majeur
dans la genese de troubles neurodégénératifs ou psychiatriques (Campbell et al.,
2014a)(Campbell et al., 2014a).

2. Pathologies infectieuses
2.1. Le double visage de IDO au cours des infections

Avant que le réle immunorégulateur de IDO ne soit découvert, la dégradation du Try était
avant tout pergue comme un mécanisme de I'immunité innée permettant de lutter contre
les infections (Taylor and Feng, 1991). En effet, bien que de nombreux microorganismes
puissent synthétiser leur propre Try, certains en sont incapables et dépendent entierement
du Try d’origine exogene (phénoméne d’auxotrophie). Ces microorganismes sont donc trés
sensibles a la déplétion en Try dans leur environnement. Ce sont volontiers des pathogenes
intracellulaires ou vivant en étroite association avec la cellule hote tels que Chlamydia
pneumoniae, Toxoplasma gondii ou certaines mycobactéries (Barth and Raghuraman, 2014;
Schmidt and Schultze, 2014). En induisant une déplétion intracellulaire et locale en Try, IDO

joue indiscutablement un r6le antimicrobien contre ces agents pathogéenes.

La découverte du rbéle immunomodulateur de IDO au cours de certaines situations
pathologiques a amené a reconsidérer I'impact de IDO lors des infections. En participant a la
tolérance immunitaire périphérique, I'expression de IDO altére I'efficacité des mécanismes
de défense antimicrobiens et favorise la persistance de certaines infections parasitaires,

bactériennes, fongiques et virales.

IDO est donc une protéine au double visage au cours des infections. Selon son réle dominant
— antimicrobien ou tolérogéne — vis-a-vis d’'un microorganisme, IDO pourra favoriser la

résolution ou au contraire la persistance de l'infection.

2.2. Infections bactériennes et parasitaires

Réle antimicrobien de IDO
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Le réle antimicrobien de IDO a été découvert en 1984, lorsque Pfefferkorn et al. ont observé
que la croissance du parasite Toxoplasma gondii dans les fibroblastes humains était inhibée
par la dégradation du Try induite par I'lFN-y (Pfefferkorn, 1984). L'apport exogéne de Try
dans le milieu de culture restaurait la croissance du parasite (Schmitz et al., 1989).

Des résultats similaires ont ensuite été obtenus avec différentes bactéries auxotrophes pour
le Try comme Chlamydia psittaci (Byrne et al., 1986), Chlamydia pneumoniae (Njau et al.,
2009) et certaines mycobactéries comme Mycobacterim avium (Hayashi et al., 2001). En plus
de la déplétion en Try, 'accumulation de kynurénines contribue a I'effet antimicrobien de
IDO. Ainsi, la Kyn et la 3-HK exercent un effet bactéricide direct sur Listeria monocytogenes
dans les DCs et les macrophages (Nifio-Castro et al., 2014).

Réle de IDO dans la tolérance immunitaire et la persistance des infections

Comme détaillé précédemment, I'expression de IDO altere profondément la réponse
lymphocytaire T lors de I'inflammation et lors des infections. Chez les patients atteints de
tuberculose, I'expression de IDO est augmentée dans les sécrétions respiratoires et les
épanchements pleuraux et associée a une baisse de la prolifération des lymphocytes
Th1 (Almeida et al., 2009; Li et al., 2011). La mise en place d’un traitement antibiotique ou le
blocage pharmacologique de IDO contribuent a restaurer une immunité cellulaire effectrice
contre Mycobacterium tuberculosis, suggérant que l'expression de IDO induite par la
bactérie joue un réle important dans la persistance de linfection (Li et al., 2011). La
tuberculose, ainsi que d’autres infections bactériennes comme la listériose (Listeria
monocytogenes) sont associées a la formation de granulomes (Davis and Ramakrishnan,
2009; Pamer, 2004). Les granulomes sont des structures immunes compactes destinées a
contenir linfection bactérienne et a prévenir la diffusion de I'agent pathogéne dans
I'organisme. lls contiennent un agrégat de CPAs entouré par une couronne de lymphocytes
(Guirado and Schlesinger, 2013). IDO est fortement exprimée dans les granulomes de
patients atteints de tuberculose (von Bubnoff et al.,, 2011) et de listériose (Popov et al.,
2006), notamment par certaines sous-populations de DCs et de macrophages. Au centre des
granulomes de tuberculose, les lymphocytes Tregs sont abondants et associés a une
concentration élevée de TGF-B, tandis que les lymphocytes T CD8* présents en périphérie de
la Iésion ont une faible capacité de cytolyse et de sécrétion d’IFN-y (Rahman et al., 2009).
L'expression élevée de IDO pourrait contribuer a ces désordres immunologiques et favoriser
la persistance du pathogene. En faveur de cette idée, il a été démontré in vitro que les DCs
infectées par Listeria monocytogenes et exprimant IDO inhibent ['activation et la
prolifération des lymphocytes T a leur contact (Popov et al., 2008). Listeria monocytogenes
est un trés bon exemple de la dualité de IDO, puisque IDO peut a la fois ralentir la croissance
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de Listeria monocytogenes et favoriser sa persistance via I’échappement immunitaire (Popov
et al., 2006, 2008).

De maniere intéressante, I'impact de IDO sur le devenir de l'infection pourrait également
varier selon le type de cellules infectées. Ainsi, dans les DCs dérivées des monocytes, IDO
exerce avant tout un réle antibactérien sur Chlamydia pneumoniae (Njau et al., 2009). A
I'inverse, I'expression de IDO dans les monocytes TPH-1 induit un état de « latence » de
Chlamydia pneumoniae suspecté de contribuer a sa persistance et a sa diffusion dans

I’organisme (Bellmann-Weiler et al., 2010; Hogan et al., 2004).

Expression de IDO au cours des infections sévéres

Plusieurs cohortes ont mis en évidence une augmentation du ratio des concentrations
sériques Kyn/Try au cours des sepsis bactériens liés a Staphylococcus aureus, Streptococcus
sp., Escherichia Coli, ou lors de pneumonies communautaires (Darcy et al., 2011; Huttunen
et al., 2010; Suzuki et al., 2011; Tattevin et al., 2010). Cliniquement, I’expression de IDO était
corrélée a la sévérité du tableau clinique et a la mortalité dans ces études (Darcy et al., 2011;
Huttunen et al., 2010; Suzuki et al., 2011; Tattevin et al., 2010). Biologiquement, I’expression
de IDO chez ces patients septiques était associée a des concentrations élevées d’IFN-y et
d’IL-10 et a une diminution du nombre de lymphocytes T CD4* et CD8* (Darcy et al., 2011).
Les monocytes circulants étaient une source majeure d’expression de IDO chez ces patients
(Tattevin et al., 2010). Une augmentation des concentrations Kyn/Try a également été

observée au cours de la tuberculose et associée a un mauvais pronostic (Suzuki et al., 2012).

Le rble joué par IDO au cours de ces infections séveres reste a déterminer. L’expression de
IDO pourrait étre le reflet d’'une réponse immunitaire innée intense en réponse a I'invasion
bactérienne. Une autre hypothése serait que IDO participe activement aux dysfonctionnent
du systeme immunitaire et contribue a la sévérité de I'infection. En faveur de cette derniére
hypothese, il a été observé que le blocage génétique (souris IDO/") ou pharmacologique de
IDO augmente la survie de souris en cas de choc endotoxinique induit par le LPS (Jung et al.,
2009). Bien que ce modeéle ne soit pas pleinement transposable aux sepsis humains, il plaide
en faveur de I'implication de IDO dans la survenue de manifestations sévéres en présence de

motifs bactériens.

2.3. Infections virales

IDO est exprimée dans de nombreuses infections virales
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Une élévation du ratio des concentrations sériques Kyn/Try est observée dans de
nombreuses infections virales telles que la dengue, les hépatites B et C ou l'infection par le
VIH (Tableau 1). L'expression de IDO est alors souvent corrélée a la sévérité de I'infection
virale et/ou a une mortalité accrue (Tableau 1) (Byakwaga et al., 2014).

L’expression de IDO est également détectable au sein de I'organe infecté par un virus,
comme le poumon lors de la grippe (Yoshida et al., 1979) ou le foie lors d’hépatites B
(lwamoto et al., 2009) ou C (Larrea et al., 2007).

Tableau 1 : Elévation du ratio des concentrations sériques Kyn/Try lors d’infections virales
chez ’homme.

Virus Phase de l'infection Effectif Association a la sévérité Références
M Progression H b t
Chronique 278 & (Huengsberg e
J Taux LT CD4* al., 1998)
MMortalité
Byak tal,
Chronique 435 AVirémie VIH (Byakwaga et a
2014)
J Taux LT CD4*
MProgression
J Taux LT CD4* Jenabian et al,
VIH Chronique 253 (Jenabian et a
4 Th17 / TMTregs 2013)
Translocation bactérienne
MProgression
J Taux LT CD4*
, 1 Activation immune (Favre et al,
Chronique 86 .
systémique 2010a)

/M LPS circulant
4 Th17 / TMTregs
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MVirémie VHB
(Chen et al,

VHB Chronique 50 ™ ALAT
2009)
J LT CD4* et CD8*
: , , (Larrea et al.,
Chronique 140 Non évaluée
2007)
VHC
‘ M Fibrose/inflammation (Higashitani et
Chronique 213 o
hépatique al., 2013)

MCRP ; T Leucocytes

Puumala Aigué 102 “MCréatininémie ; Diurese

(Outinen et a
2011)

°

“MDurée hospitalisation

(Becerra et al.

Dengue Aigué (fébrile) 21 Non évaluée
2009)
/I\Vlrémle EBV (Be”mann_
EBV Chronique active 30 ‘M Fatigue chronique Weiler et al,
N Fievre 2008)

ALAT : alanine aminotransférase ; CRP: protéine C réactive; LT: lymphocytes T, LPS:

lipopolysaccharide

Réle antiviral de IDO

A la différence de certaines bactéries et de parasites, les virus ne sont pas touchés par
I’auxotrophie. Pourtant, I'expression de IDO inhibe la réplication de nombreux virus in vitro
comme les virus herpés simplex (HSV) 1 et 2, le cytomégalovirus (CMV), le virus de I’'hépatite
B (VHB), le virus de la vaccine ou certains arbovirus (Tableau 2) (Adams et al., 2004a, 2004b;
Becerra et al., 2009; Bodaghi et al., 1999; Mao et al., 2011; Terajima and Leporati, 2005;
Yeung et al., 2012).

Comme observé avec les bactéries et les parasites, I'apport exogéne de Try dans le milieu de
culture restaure la réplication virale, ce qui indique que l'effet antiviral de IDO est
directement lié a son action métabolique sur le Try (Adams et al., 2004a; Bodaghi et al.,
1999; Mao et al., 2011; Yeung et al., 2012).

Tableau 2 : Effet antiviral de IDO.
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Virus Cellules Effet Références

Cellules épithéliales pigmentaires J Réplication  (Bodaghi et al.,

My rétiniennes primaires virale 1999)
Astrocytes humains L Réplication (Ada.ms etla'-'
HSV-1 Cellules astrocytaires (86HG39) p 2004a; Heseler et
L . virale al., 2008)
Cellules alvéolaires (A549)
HSV-2 Cellules astrocytaires (86HG39) { Réplication (Adams et al.,
Cellules Hela virale 2004b)
VHB Cellules hépatocytaires (HepG2, N Re!ollcatlon (Mao et al,, 2011)
HepDE19) virale
Virus de la , J Réplication (Terajima and
. Ostéosarcome . .
vaccine virale Leporati, 2005)
Virus West Nile Macrophages v Rsﬁgfshon (Yeung et al., 2012)
Virus de
. . Réplicati
I'encéphalite Macrophages v 3:1;:“0” (Yeung et al., 2012)
japonaise
Virus de la . { Réplication (Becerra et al.
Cellules dendrit ’
dengue ellules dendritiques virale 2009)

Réle de IDO dans la tolérance immunitaire et la persistance des infections virales

En raison de ses propriétés immunomodulatrices, I'expression de IDO pourrait altérer la
réponse immunitaire antivirale et favoriser la persistance et/ou la progression de I'infection
(Tableau 1). Expérimentalement, il a été montré que le blocage génétique ou
pharmacologique de IDO au cours de la grippe augmente les réponses lymphocytaires Th1l et
Th17 et booste la production de cytokines pro-inflammatoires in vivo (Fox et al., 2013, 2014;
Huang et al., 2013). Cette observation suggére que IDO inhibe I'immunité effectrice dirigée
contre le virus de la grippe, ce qui peut a la fois éviter une activation immune trop intense et
possiblement dommageable pour 'individu (action bénéfique pour I’'h6te) et générer un
environnement tolérogene favorable a la progression de linfection (effet néfaste pour
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I"hote). Il a été suggéré que I'environnement tolérogéne lié a I'expression pulmonaire de IDO
au cours de la grippe pourrait également favoriser la survenue de surinfections bactériennes

pulmonaires (van der Sluijs et al., 2006).

L'implication de IDO dans la persistance virale a été particulierement bien documentée dans
le cas du VIH. Linfection par le VIH induit une altération profonde de la réponse
lymphocytaire T, marquée par une perte des capacités de prolifération des lymphocytes T,
une déplétion en lymphocytes T CD4* et une accumulation de lymphocytes Treg (Larsson et
al., 2013). IDO est exprimée au cours de l'infection par le VIH. Dans une récente cohorte de
435 patients infectés par le VIH en Ouganda, I'expression de IDO était corrélée a une virémie
VIH élevée, une faible restauration du taux de lymphocytes T CD4* circulants et une
augmentation de la mortalité (Byakwaga et al., 2014). Dans d’autres études, I'expression de
IDO chez les patients infectés par le VIH favorisait la dérégulation de la balance des
lymphocytes Th17/Tregs, la translocation microbienne depuis le tube digestif et I'activation
immune systémique (Favre et al., 2010a; Jenabian et al., 2013). De maniere intéressante,
certains produits de dégradation du Try tels que I'acide 3-hydroxyanthranilique étaient tout
particulierement impliqués dans I'inversion du rapport entre les lymphocytes Th17 et Tregs
(Favre et al., 2010a). L'ensemble de ces arguments plaide en faveur d’un réle délétére de
IDO au cours du VIH, en participant au sabotage de la réponse immunitaire et en favorisant
la progression de la maladie. En conséquence, I'inhibition pharmacologique de IDO chez le
patient infecté par le VIH pourrait significativement contribuer a restaurer une réponse

immunitaire efficace et a réduire la progression de I'infection (Boasso et al., 2009).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Une augmentation du ratio des concentrations sériques Kyn/Try, témoin d’une activation de
IDO, a été observée chez les patients chroniquement infectés par le VHC par rapport a des
patients qui avaient éliminé spontanément le virus et a des sujets sains (Higashitani et al.,
2013; Larrea et al., 2007). Des études chez les chimpanzés infectés par le VHC ont montré
une augmentation de I'expression des ARNm de IDO dans le foie durant la phase aigué. Chez
les chimpanzés qui éliminaient spontanément le virus, I'expression hépatique de IDO
diminuait rapidement. A l'inverse, I'expression hépatique de IDO persistait a des niveaux
élevés chez les animaux qui développaient une hépatite C chronique (Larrea et al., 2007;
Rollier et al., 2007a). A ce jour, les mécanismes moléculaires conduisant a I'expression de
IDO au cours de I'hépatite C et I'impact de IDO sur I'infection par le VHC ne sont pas connus.

Les objectifs de ce travail de these ont d’abord été de préciser le role des hépatocytes dans
I’expression de IDO au cours de I’hépatite C. Nous avons voulu déterminer si le VHC induit
I'expression de IDO dans les hépatocytes et si la protéine IDO produite est
fonctionnellement active. Nous avons également voulu définir les mécanismes moléculaires

impliqués dans I’expression de IDO dans les hépatocytes au cours de I'infection par le VHC.

Puisqu’un réle antiviral a été attribué a IDO dans plusieurs modeles in vitro, nous avons
voulu évaluer si I'expression de IDO dans les hépatocytes infectés par le VHC est associée a
la réponse immunitaire innée et si IDO-1 appartient aux Interferon-stimulated genes (1SGs).
Afin de mieux comprendre I'impact de I'expression de IDO sur le VHC, nous avons voulu
préciser si I'expression de IDO limite la réplication du VHC dans des modéles in vitro.

Puisqu’un role immunorégulateur a été attribué a IDO dans plusieurs contextes infectieux et
non-infectieux, nous avons voulu déterminer si I'expression de IDO par les hépatocytes
infectés inhibe la prolifération des lymphocytes T activés situés dans le microenvironnement
et si cette inhibition peut étre efficacement bloquée par des inhibiteurs pharmacologiques
de IDO.
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La compréhension du role joué par IDO dans le développement de I'immunité anti-VHC et
dans la persistance de linfection pourrait permettre d’envisager de nouvelles voies

thérapeutiques ou vaccinales pour lutter contre I"hépatite C.
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MATERIELS ET METHODES

l. Culture cellulaire

1. Cellules primaires et lignées cellulaires

Les hépatocytes primaires humains (HPH) ont été isolés dans notre laboratoire a partir de
résections hépatiques fournies par le Pr. P. Bachellier (Hopitaux Universitaires de Strasbourg,
Strasbourg, France) par un protocole de perfusion et de digestion a la collagénase (David et
al., 1998) ou gracieusement fournis par le Dr. L. Richert (Kaly-Cell, Plobsheim, France). Les
HPH ont été cultivés dans un milieu William’s E Medium (Gibco/Life Technologies™, Grand
Island, NY) supplémenté par 1,5 mg/ml d’albumine sérique bovine, 1 % d’acides aminés non
essentiels (Gibco/Life Technologies™), 1 % d’Insuline-Transferrine-Sélénium (Gibco/Life
Technologies™), 1 % de Glutamax (Gibco/Life Technologies™), 0,1 pumol/I de dexaméthasone
en présence de pénicilline (100 Ul/ml) et de streptomycine (100 pg/ml) et incubés a 37°C
sous 5 % de CO,. La morphologie et 'adhérence des cellules ont été vérifiées au microscope
qguotidiennement et aucune modification morphologique n’a été observée au cours des 5

jours de culture.

Les cellules de la lignée Huh7.5.1 dérivent de la lignée Huh7 (provenant d’un carcinome
hépatocellulaire bien différencié) et supportent des niveaux élevés de réplication du VHC in
vitro (Zhong et al., 2005). Les cellules Huh7.5.1 ont été fournies gracieusement par le Dr. FV.
Chisari (The Scripps Research Institute, La Jolla, CA ; MTA numéro 636) (Zhong et al., 2005).
Les cellules Huh7.5.1 ont été cultivées dans un milieu Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) (Gibco/Life Technologies™) supplémenté par 10 % de sérum de veau foetal (SVF,
Dominique Dutscher, Brumath, France), 1 % d’acides aminés non essentiels (Gibco/Life
Technologies™), 50 ug/ml de gentamicine (Gibco/Life Technologies™) et incubées a 37°C
sous 5 % de CO,.

Les cellules mononucléées du sang périphérique (Peripheral blood mononuclear cells,
PBMCs) ont été isolées a partir de donneurs sains (EFS-Alsace, Strasbourg, France) par
centrifugation a travers un gradient de Ficoll et cultivées dans un milieu Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco/Life Technologies™) supplémenté par 10 % de SVF
(Dominique Dutscher) et 50 ug/ml de gentamicine (Gibco/Life Technologies™) et incubées a
37°C sous 5 % de CO,. La sélection des lymphocytes T CD4* a été effectuée a partir des
PBMCs par chromatographie d’affinité en utilisant des microbilles magnétiques porteuses
d’anticorps anti-CD4 (Miltenyi Biotech™, Auburn, CA).
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Les cellules embryonnaires rénales de la lignée HEK 293T (ATCC® CRL-3216) ont été cultivées
dans un milieu DMEM supplémenté par 10 % de SVF (Dominique Dutscher), 1 % d’acides
aminés non essentiels (Gibco/Life Technologies™) et 50 ug/ml de gentamicine (Gibco/Life
Technologies™) et incubées a 37°C sous 5 % de CO.. La viabilité de I'ensemble des cellules

utilisées a été vérifiée par coloration au bleu trypan 0,4 % (Sigma-Aldrich™, Saint-Louis, MO).

2. Stimulation des cellules par les interférons et quantification de I'lFN-y

L'IFN-a et I'IFN-y recombinants humains utilisés pour stimuler les HPH et les cellules
Huh7.5.1 ont été obtenus respectivement aupres de Roche™ (Bale, Suisse) et InterMune™
(Brisbane, CA). Les concentrations utilisées et les durées d’exposition des cellules aux IFNs
sont précisées pour chaque expérience dans la section Résultats.

La quantification de I'lFN-y dans les surnageants de culture lors des expériences de co-
culture a été réalisée par une technique ELISA (eBioscience™, San Diego, CA) selon les

recommandations du fournisseur.

[l Virus

1. Virus produits en culture cellulaire (VHCcc)
Production des VHCcc

La production de VHCcc a été réalisée par transfection de ’ARN du VHC de variant JFH1
(génotype 2a) dans des cellules Huh7.5.1 comme décrit initialement par Wakita et al.
(Wakita et al., 2005). Pour cela, nous avons utilisé un plasmide pJFH1 contenant le génome
entier de JFH1 en aval d’un promoteur T7 RNA (Wakita et al., 2005), gracieusement fourni
par le Dr. T. Wakita (National Institue of Infectious Disease, Tokyo, Japon, MTA numéro
1664). L'ARN de JFH1 a été transcrit in vitro en utilisant le MEGAscript™ T7 Transcription kit
(Life Technologies™) selon le protocole du fournisseur. Dix pug de I’ARN obtenu ont été
électroporés dans une suspension de 6-8 x 10° cellules Huh7.5.1 (5 pulsations de 99
microsecondes séparées par un intervalle de 1 seconde a 820 V) puis les cellules ont été
incubées a 37°C sous 5 % de CO; en laboratoire de sécurité biologique de niveau 3 (LSB3).
Apres 72h, les surnageants contenant les particules virales ont été recueillis, centrifugés puis
conservés a -80°C (Figure 21). Plusieurs sous-cultures des cellules Huh7.5.1 infectées ont été
réalisées jusqu’a environ 20 jours post-transfection (observation d’une lyse cellulaire

massive associée a une production virale importante), permettant une augmentation des
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rendements de production virale. Les surnageants recueillis a chaque passage ont été
centrifugés puis conservés a -80°C. La quantification des VHCcc dans les surnageants a été
réalisée par une technique de plaque assay reposant sur la dilution en série des surnageants,
I'infection des cellules Huh7.5.1 puis la quantification des cellules infectées par marquage
avec un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine NS5A du VHC. En paralléle, ’ARN du
VHC dans les sunageants a été quantifié par RT-PCR. Pour cela, ’ARN viral a été extrait grace
au kit QIAmp® viral RNA (Qiagen™, Venlo, Pays-Bas) puis amplifié en utilisant le SensiMix™
one-step kit (Bioline™, Londres, RU) sur thermocycleur Rotor-Gene 6000 (Corbett Life
Science™/ Qiagen™, Sydney, Australie). Les amorces sens et anti-sens utilisées étaient
respectivement 3’-AGY GTT GGG TYG CGA AAG-5’et 3’-CAC TCG CAA GCR CCC T-5'. La sonde
utilisée était 3’FAM- TCA GGC AGT ACC ACA AGG-5'TAMRA. Les conditions d’amplifications
étaient de 50 minutes a 48°C puis 10 minutes a 95°C, suivies de 45 cycles de 15 secondes a
95°C et 1 minute a 60°C.

Sous-cultures

JFH1 —

5’NC 3'NC
Trancription

ARNm 2
| , Electroporation
[ ]
[ ]
Génome viral Huh7.5.1 HCVcc

Figure 21 : Production des VHCcc.

Les ARNm provenant de la transcription du génome complet de I'isolat JFH1 sont électroporés dans
des cellules Huh7.5.1. Aprés 72h, les particules de VHCcc sont récupérées dans le surnageant de
culture. Plusieurs sous-cultures sont réalisées a partir des cellules Huh7.5.1 infectées, permettant

d’augmenter les rendements de production virale.

Infections cellulaires avec les VHCcc

Linfection des HPH et des cellules Huh7.5.1 par les VHCcc a été réalisée a des Multiplicity of
Infection (MOI) respectives de 0,1 et 0,05 pendant 3 heures a 37°C pour permettre I'entrée
des particules virales. Les cellules ont ensuite été lavées avec une solution héparinée a 60

ug/ml pour détacher les particules virales fixées aux surfaces cellulaires puis lavées 2 fois au
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PBS. La quantification de I’ARN du VHC a été réalisée par RT-PCR quantitative dans les lysats
cellulaires a différents temps post-infection. L’inactivation des VHCcc par les rayons
ultraviolets (UV) a été réalisée en placant 2 ml de surnageant contenant les virions sous une
lampe a UV Vilber Lourmat® (VL-115.M, Marne-La-Vallée, France) pendant 20 minutes.
L’absence de réplication des particules virales exposées aux UV a été vérifiée sur cellules
Huh7.5.1.

2. Isolat clinique du VHC

Un isolat clinique du VHC a été obtenu a partir du sérum d’un patient infecté par un VHC de
génotype 1b qui avait participé a un essai clinique (ClinicalTrials.gov identifier:
NCT00638144). La charge virale du VHC dans le sérum, déterminée par la technique Abbott
Realtime HCV sur I'automate Abbott m2000 sp (Abbott Molecular™, Des Plaines, IL), était de
8,82 logio Ul/ml. U'infection des HPH a été réalisée avec 50 pl de sérum selon le protocole
décrit précédemment pour les VHCcc.

3. Pseudo-particules du VHC (VHCpp)
Production des VHCpp

Les pseudo-particules virales du VHC (VHCpp) exprimant les glycoprotéines d’enveloppe E1-
E2 des VHC de génotype 1b (variant HCV-J) ou 2a (variant JFH1), et les pseudo-particules
virales exprimant la glycoprotéine G du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) ont été
produites comme décrit initialement par Bartosch et al. (Bartosch et al., 2003a). Pour cela,
des cellules HEK 293T ont été transfectées au phosphate de calcium avec les 3 vecteurs
d’expression suivants : (1) un plasmide contenant les segments génétiques GAG-POL du virus
de la leucémie murine (Murine leukemia virus, MLV), (2) un plasmide codant pour les
protéines d’enveloppe E1-E2 du VHC (clones HCV-J ou JFH1), (3) un plasmide MLV-Luc
contenant les long terminal repeat (LTR) 5’ et 3’ du MLV et codant pour le géne rapporteur
de la luciférase. Quarante-huit heures apres la transfection, les surnageants de culture
contenant les VHCpp ont été recueillis puis filtrés a travers des filtres de 0,45 um.

Infections cellulaires avec les VHCpp

Les VHCpp ont été incubées avec les cellules Huh7.5.1 pendant 3 heures a 37°C. Le

surnageant a ensuite été retiré et les cellules ont été cultivées dans leur milieu habituel.
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Apres 72h, I'entrée des VHCpp dans les cellules Huh7.5.1 a été déterminée en mesurant
I'activité de la luciférase grace au réactif Luciferase Assay System (Promega™, Madison, WI)
sur lecteur de plaque Mithras LB 940 (Berthold Technologies™, Bad Wildbad, Allemagne).

4. Réplicon subgénomique du VHC

Le réplicon subgénomique Rep-Pl-Luc a été gracieusement fourni par le Dr. T. Jake Liang
(Liver Diseases Branch, National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases,
NIH, Bethesda, MD). Il comporte successivement de 5’ en 3’ : la région 5’ non codante (5'NC)
du VHC, I'IRES du poliovirus, le géne codant pour la luciférase de la luciole (Photinus
vulgaris), I'IRES du virus de I'encéphalomyocardite (EMCV), les génes codant pour les
protéines non structurales NS3 a NS5B de I'isolat Con1 du VHC (Figure 22) (Lohmann et al.,
2003). L’ARN du réplicon a été transcrit in vitro en utilisant le MEGAscript™ T7 Transcription
kit (Life Technologies™) en respectant le protocole du fournisseur. Dix pug de ’ARN obtenu
ont été électroporés dans une suspension de 6-8 x 10° cellules Huh7.5.1 (5 pulsations de 99
microsecondes séparées par un intervalle de 1 seconde a 820 V) puis les cellules ont été
incubées a 37°C sous 5 % de CO,. Pour les expériences de co-électroporation, 3 ug d’ARN du
réplicon Rep-Pl-Luc et 3 pg de plasmide pcDNA IDO ou pcDNA 3.1 (vecteur contrdle vide) ont

été électroporés simultanément dans les cellules Huh7.5.1.

Q0 El] Ns3 [InsaB [nNssa] NssB |3

Rep-Pl-Luc

Figure 22 : Représentation schématique du réplicon Rep-Pl-Luc.
P! : IRES du poliovirus ; El : IRES du virus de I'encéphalomyocardite.

lll.  Analyses en RT-PCR quantitative

L’ARN intracellulaire a été extrait en utilisant le kit RNeasy® (Qiagen™) selon les
recommandations du fournisseur. Une premiére étape de transcription inverse a été réalisée
grace au Maxima First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas/ Thermo Fischer Scientific™,
Waltham, MA). L’ADNc des génes d’intéréts a été amplifié par PCR quantitative en utilisant
la technologie des sondes d’hydrolyses TagMan. Les conditions d’amplifications étaient de 5

minutes a 95°C suivies de 40 cycles de 15 secondes a 95°C et 1 minute a 60°C sur un
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thermocycleur Rotor-Gene 6000 (Corbett Life Science™/ Qiagen™). L'ensemble des amorces
et sondes spécifiques des génes IDO-1, IDO-2, IP-10, STAT-1 (Signal transducer and activator
of transcription 1), IRF-1 (Interferon-regulatory factor 1), MDA5 (Melanoma differentiation-
associated protein 5), PKR (Protein kinase R), Claudine-1 (CLDN-1), IFN-a, IFN-f, IFN-A, et
GAPDH (glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase) ont été obtenus auprés de Applied
Biosystems™/Life Technologies™. La GAPDH a été utilisée comme gene de référence pour la

normalisation des RT-PCR quantitatives.

IV.  Western Blotting

1. Anticorps utilisés

L’anticorps polyclonal anti-IDO-1 et les anticorps anti-IRF-1 et anti-B-actine ont été obtenus
respectivement auprés de Abcam™ (Cambridge, RU), Santa Cruz Biotechnology™ (Santa
Cruz, CA) et Sigma-Aldrich™ (Saint-Louis, MO). Les anticorps anti-STAT-1 et anti-phospho-
STAT-1 (Tyr701) ont été obtenus auprés de Cell Signaling™ (Beverly, MA). Les anticorps
secondaires anti-lgG de lapin et anti-IgG de souris couplés a la peroxydase de raifort ont été
obtenus aupres de Thermo Fischer Scientific™.

2. Etapes du Western Blotting

Les protéines soumises a électrophorése (5-10 pg) ont été dénaturées dans du tampon
Laemmli (Biorad™, Hercules, CA) en présence de 5 % de B-mercaptoéthanol pendant 5
minutes a 95°C, déposées sur un gel SDS-PAGE 10 % puis transférées sur une membrane
PVDF (Amersham Biosciences™, Chalfont St. Giles, UK). Les membranes ont été saturées
dans une solution de tampon phosphate salin contenant 0,1 % de Tween-20 (tampon PBS-T)
et 5 % de lait pendant 1 heure puis incubées avec |'anticorps primaire dirigé contre la
protéine d’intérét dans du tampon PBS-T avec 5 % lait pendant 2 heures ou une nuit. Apres 3
lavages par du tampon PBS-T sous agitation, les membranes ont été incubées avec un
anticorps secondaire couplé a la peroxydase de raifort dans du PBS-T avec 5 % de lait
pendant 1 heure puis lavées au PBS-T. Les complexes protéines-anticorps spécifiques ont été
révélés par chimiluminescence grace au kit Amersham™ ECL™ Prime (Amersham
Biosciences™). Alternativement, les complexes protéines-anticorps ont été révélés par I'ECF
Western Blotting reagent (Amersham Biosciences™) et visualisés sur Typhoon™ Trio (GE
Healthcare™, Little Chalfont, RU). La densité des bandes a été quantifiée grace au logiciel
ImageQuant (GE Healthcare™).
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V. Analyse de I'activité enzymatique de IDO

1. Mesure de I'activité enzymatique de IDO

L’activité enzymatique de IDO a été évaluée par sa capacité a cataboliser le L-Tryptophane
(L-Try) d’origine exogéne (Sigma Aldrich®) en L-Kynurénine (L-Kyn). Pour cela, les cellules
Huh7.5.1 et/ou les HPH exprimant IDO (aprés stimulation ou aprés transfection) ont été
lavées soigneusement au PBS et incubées dans une solution saline HBSS (Hank's Balanced
Salt Solution, Gibco®) contenant 100 uM de L-Try (Sigma Aldrich®) a 37°C sous 5 % de CO..
Apres 4 heures, le surnageant a été recueilli et centrifugé. Les concentrations de L-Try et L-
Kyn dans le surnageant ont été déterminées par chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC) (Laich et al., 2002) en collaboration avec le Pr. Dietmar Fuchs (Institute
for Medical Chemistry and Biochemistry, Leopold Franzens University, A-6020 Innsbruck,
Autriche). Alternativement, les concentrations de Kyn dans le surnageant ont été
déterminées par spectrophotométrie apres une réaction de Ehrlich (Daubener et al., 1994).
Pour réaliser cette réaction, 10 pl d’'une solution d’acide trichloracétique 30 % ont été
ajoutés a 160 ul du surnageant afin de stopper la réaction de transformation du L-Try en N-
formylkynurénine. Le mélange a ensuite été incubé a 50°C pendant 30 minutes pour
permettre I’hydrolyse de la N-formylkynurénine en L-Kyn. Apres centrifugation 100 pl du
mélange réactionnel ont été ajoutés a 100 ul d’'une solution a 1,2 % de 4-(diméthylamino)
benzaldhéhyde (Sigma Aldrich®) dissous dans de I'acide acétique glacial, ce qui produisait
une réaction colorée jaune en présence de L-Kyn. L’absorbance du mélange a été mesurée a
490 nm. Les valeurs de densité optique ont été rapportées a une courbe d’étalonnage

réalisée avec des concentrations connues de L-Kyn (0 — 100 uM, Sigma-Aldrich™)

2. Blocage de I'activité enzymatique de IDO et mesure de la viabilité cellulaire

Le 1-méthyl-DL-tryptophane (1-DL-MT, Sigma-Aldrich™) est un mélange racémique des
énantiomeres dextrogyres et lévogyres de 1-méthyl-tryptophane. La toxicité cellulaire du 1-
DL-MT aux concentrations utilisées a été vérifiée par un test MTT (3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). Pour cela, les cellules ont été incubées en
présence d’une solution HBSS (Gibco™) contenant du L-Try (100 uM) et du 1-DL-MT a
différentes concentrations pendant 4 heures puis un réactif MTT (Promega™, Madison, WI) a
été ajouté au mélange réactionnel (concentration finale = 0,83 mg/ml). Aprés 5 heures
d’incubation a 37°C, le surnageant a été retiré et les cristaux de formazan qui s’étaient

formés ont été dissous dans une solution d’isopropanol contenant 0,04 M de HCL.
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L'absorbance de la réaction colorée obtenue a été mesurée par spectrophotométrie a
550/690 nm sur un lecteur Mithras LB 940 (Berthold Technologies™).

La nécrostatine-1 a été obtenue auprés de Cayman Chemical™ (Ann Arbor, Ml) et solubilisée
dans du DMSO pour obtenir une concentration de 40 mM. La toxicité du DMSO pour les
cellules Huh7.5.1 a été vérifiée en mesurant la capacité des cellules Huh7.5.1 surexprimant
IDO (pcDNA IDO) a transformer normalement le L-Try en L-Kyn lorsqu’elles étaient incubées
avec différentes concentrations de DMSO. Aux concentrations utilisées lors des expériences

de blocage enzymatique de IDO, aucune toxicité cellulaire liée au DMSO n’a été constatée.
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Figure 23 : Représentations chimiques du 1-méthyl-tryptophane et de la nécrostatine.

Les deux molécules contiennent un noyau indole. Le 1-MT différe du tryptophane par la présence d’un
groupement méthyl (CH3) en position 1 de son noyau indole. Représentations réalisées a I'aide du
logiciel ChemSketch.

VI. Transfection de plasmides et interférence ARN

Expériences de transfection de plasmides

Les HPH et/ou les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec un plasmide pcDNA IDO
codant pour la protéine humaine IDO-1 et gracieusement fourni par le Dr. S Thomas (Centre
for Vascular Research, University of New South Wales, Sydney, Australie), un plasmide
pcDNA IRF-1 (Invivogene™, San Diego, CA), ou avec le vecteur d’expression d’origine pcDNA
3.1 vide utilisé comme controle (Invitrogen™). Les transfections dans les cellules Huh7.5.1 et
dans les HPH ont été réalisées respectivement avec la Lipofectamine® 2000 (Invitrogen™) et

la Lipofectamine® LTX (Invitrogen™) selon le protocole du fournisseur.
Expériences de silencing de IRF-1

Le silencing de IRF-1 a été réalisé en utilisant un pool de 4 siARN dirigés contre IRF-1

(SMARTpool) obtenu aupres de Dharmacon Research™ (Lafayette, CO). Un siARN contrdle
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(siGLO, Dharmacon Research™) n’entrainant pas I'activation du complexe RISC a été utilisé
en parallele pour s’assurer de la spécificité des effets cellulaires observés. Les cellules
Huh7.5.1 ont été transfectées avec les siRNA IRF-1 ou avec le siRNA GLO (50 nM) en utilisant
le DharmaFECT 4 Transfection Reagent (Dharmacon Research™) selon les recommandations
du fabricant. Apres 48h, les cellules ont été stimulées par I'IFN-y (50 Ul/ml) pendant 7

heures puis lysées pour quantifier I'expression intracellulaire de IRF-1 et de IDO.
Expériences de silencing de IDO

Les expériences de silencing de IDO ont été réalisées en collaboration avec le Dr. Qisheng Li
et le Dr. T. Jake Liang (Liver Diseases Branch, National Institute of Diabetes and Digestive and
Kidney Diseases, NIH, Bethesda, MD). Les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec des
SiARN dirigés contre IDO-1, contre la chaine IFNAR2 du récepteur de I'IFN-a, ou avec un
SiARN controle a la concentration finale de 50 nM en utilisant de I'Oligofectamine®
(Invitrogen™) comme précédemment décrit (Li et al., 2013). Aprés 72h, les cellules ont été
infectées avec des VHCcc (JFH1). Vingt-quatre heures aprés l'infection, les cellules ont été
traitées avec de I'IFN-a a 10 Ul/ml ou laissées non-traitées. Au bout de 48h, I'ARN
intracellulaire a été extrait en utilisant le RNeasy® Mini kit (Qiagen™). L'expression des
ARNm de IDO-1 a été quantifiée par PCR quantitative sur thermocycleur ABI 7500 (Applied
Biosystems™) aprés une étape initiale de transcription inverse par le First Strand cDNA
Synthesis kit (Roche™). Les quantités relatives de IDO-1 ont été calculées par la méthode des
AACt en étant normalisées sur les quantités d’ARNr 18S (Applied Biosystems™). Le nombre
de copies intracellulaires de JFH1 a été mesuré par RT-PCR et normalisées sur I’ARNr 18S.

VII. Cytométrie de flux

1. Expression des antigenes de surface et des antigenes intracellulaires par
cytométrie de flux

L’expression des antigenes CD4" et celle des chaines a des récepteurs a I'lIFN-y (IFN-yR) ont
été déterminées respectivement par marquage avec un anticorps anti-CD4* couplé a I’Alexa
700 (BD Biosciences™, San Jose, CA) et avec un anticorps anti-récepteur de I'lFN-y (IFN-yR)
couplé a la phycoérythrine (BD Biosciences™) pendant 30 a 45 minutes a 4°C. Les cellules
marquées ont ensuite été lavées au PBS, fixées au paraformaldéhyde 2 % puis analysées par
cytométrie du flux sur un cytométre BD™ LSR Il en utilisant le logiciel FACSDIVA™ (BD

Biosciences™).
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L’expression des antigenes intracellulaires VHC Core et IRF-1 a été mesurée apres fixation et
perméabilisation des cellules grace au kit BD Cytofix/cytoperm™ (BD Biosciences™). Les
cellules ont été incubées avec I'anticorps primaire anti-VHC Core (clone C7-50, Thermo
Scientific™) ou avec I'anticorps primaire anti-IRF1 (Santa Cruz Biotechnology™) pendant 45
minutes, puis incubées avec un anticorps secondaire marqué par un fluorochrome
(respectivement Alexa 555 et PE) pendant 30 minutes. Elles ont été analysées par cytométrie
de flux sur BD™ LSR II.

2. Activation de la prolifération des lymphocytes T CD4*

Des lymphocytes T CD4* isolés a partir de cellules mononucléées sanguines de donneurs
sains ont été marqués par du carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) a 10 uM
(CellTrace™ CFSE, Life Technologies™). Le CFSE diffuse passivement a l'intérieur des cellules
ou son groupement diacétate est clivé par des estérases cellulaires pour donner un composé
hautement fluorescent. Lorsque la cellule se divise, le CFSE est partagé en quantités égales
entre les cellules filles. Le marquage au CFSE permet donc de suivre les divisions cellulaires
successives d’une population parentale. L'intensité d’expression du CFSE diminue a chaque
nouvelle génération de cellules filles (Lyons, 2000). La prolifération des lymphocytes T CD4*a
été induite par contact avec des billes magnétiques porteuses d'anticorps anti-CD3 et anti-
CD28 (Dynabeads™ Human T-activator CD3/CD28, Life Technologies™) en présence
d'interleukine 2 (30 Ul/mL, Invitrogen™) conformément au protocole du fournisseur. La
prolifération des lymphocytes T CD4* a été analysée en mesurant I'expression du CFSE par
cytométrie de flux (canal FITC). Le pourcentage de cellules filles résultant des divisions
cellulaires successives a été calculé en utilisant le logiciel ModFit LT (Verity Software House,
Topsham, ME). L'index de prolifération (IP) a été calculé par le programme ModFit et
représente la somme des cellules de chaque génération divisée par le nombre de cellules
parentales au début de I'expérience estimé par le logiciel. L'IP est proportionnel au
pourcentage de cellules qui sont entrées en prolifération et est pondéré par le nombre de

divisions cellulaires subies par les cellules.

3. Expériences de co-culture cellulaire

Les lymphocytes T CD4* isolés a partir de PBMCs de donneurs sains ont été marqués au CFSE
et stimulés avec des billes porteuses d’anticorps anti-CD3/CD28 en présence d’IL-2 comme
décrits ci-dessus. Le méme jour, les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec le plasmide

pcDNA IDO ou le plasmide contréle pcDNA 3.1. Aprés 48h, les lymphocytes T CD4* activés
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ont été ajoutés aux cellules Huh7.5.1 avec un ratio de 1: 1. Le milieu de culture était
composé de 50 % de milieu de culture RPMI utilisé pour les lymphocytes T CD4* (avec
supplémentations) et de 50 % de milieu DMEM utilisé pour les cellules Huh7.5.1 (avec
supplémentations). Aprés 72 h, les lymphocytes T CD4* ont été recueillis et leur prolifération

a été analysée en cytométrie de flux comme décrit précédemment (Figure 24).
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— Y4

Cytométrie de flux

@ LT CD4+

v

Figure 24 : Etapes de la co-culture des lymphocytes T CD4" et des cellules Huh7.5.1.

Les lymphocytes T CD4* ont été marqués au CFSE et stimulés par des anticorps anti-CD3/CD28 (1). Les
cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec le plasmide pcDNA IDO ou avec le plasmide contréle
PcDNA 3.1. (2). Apres 48h, les cellules ont été mises en co-culture (3). Aprés 72h, la prolifération des
lymphocytes T CD4" a été évaluée par cytométrie de flux.

VIII.  Analyses statistiques

Les comparaisons statistiques ont été réalisées par test T de Student. Les données ont été
exprimées en moyennes * écart-types. Les valeurs de p inférieures a 0,05 ont été

considérées comme significatives.
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RESULTATS

l. Les hépatocytes primaires humains expriment IDO-1

Les hépatocytes sont les cellules cibles du VHC. lls sont également la premiére ligne de
défense contre le VHC grace a leur capacité de détection du virus et de déclenchement de la
réponse immunitaire innée. Nous avons voulu déterminer si les hépatocytes humains
expriment IDO-1 lorsqu’ils sont stimulés par I'lFN-y et/ou par I'IFN-a. Pour cela, des
hépatocytes primaires humains (HPH) provenant de deux donneurs distincts (H1421 et
H1423) ont été incubés avec de I'lFN-y ou -a a des concentrations comprises entre 1 Ul/ml et
1000 Ul/ml. L'efficacité de la stimulation par les IFN-y et -a a été vérifiée au cours d’une
expérience préliminaire en mesurant I'expression des ARNm de IP-10 et de la 2’-5’
oligoadénylate synthase (OAS), deux protéines dont [|'expression est respectivement
stimulée par les IFN-y et -a (Liu et al., 2011; Yan et al., 1989) (Figures 25A et B). L’expression
des ARNm codant pour IDO-1 a été déterminée par RT-PCR quantitative.

L'IFN-y stimulait I'expression de IDO-1 dans les HPH de maniére dose-dépendante pour
atteindre un plateau a la concentration de 100 Ul/ml. L’expression des ARNm de IDO-1 dans
les cellules stimulées par I'l[FN-y était alors 40 a 50 fois supérieure a celle observée dans les
cellules non stimulées (Figure 25A). De la méme maniére, I'IFN-a stimulait I'expression de
IDO-1 dans les HPH. Les concentrations d'IFN-a nécessaires pour stimuler IDO-1 étaient
cependant plus élevées qu’avec I'lFN-y (Figure 25B). L’expression de la protéine IDO-1 dans
les HPH stimulés par I'IFN-y a été vérifiée par Western Blotting. En présence d’IFN-y a la
concentration 100 Ul/ml, I'expression de IDO-1 dans les HPH était détectable dés 24h post-
stimulation puis augmentait a 48h et 72h post-stimulation (Figure 25C). L'ensemble de ces
résultats indique que les hépatocytes humains expriment IDO-1 lorsqu’ils sont stimulés par

I'IFN-y et @ un moindre degré par I'IFN-a.
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Figure 25 : Expression de IDO-1 dans les HPH.

(A) les HPH provenant de deux donneurs (H1421, H1423) ont été incubés avec différentes doses d’IFN-
y. L’expression cellulaire des ARNm de IDO-1, de IP-10 et de la GAPDH ont été déterminés par RT-PCR
quantitative. L’expression de IDO-1 mentionnée correspond & la variation du ratio IDO-1/GAPDH
entre les cellules stimulées par I'lFN-y et les cellules non stimulées (Taux de variation). (B) les HPH ont
été incubés avec différentes doses d’IFN-a. L’expression cellulaire des ARNm de IDO-1, de I'OAS et de
la GAPDH a été déterminée par RT-PCR quantitative. (C) Les HPH ont été incubés avec I'IFN-y puis
recueillis aux temps indiqués. Le niveau d’expression de la protéine IDO-1 dans les lysats cellulaires a

été déterminé par Western Blotting. OAS : 2’-5’ oligoadénylate synthase.
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Il.  IDO-1 est fonctionnellement active dans les hépatocytes

primaires humains

Dans certaines circonstances, IDO-1 peut étre exprimée sans étre fonctionnellement active
(Mellor and Munn, 2004), probablement suite a des modifications post-transcriptionnelles
de la protéine (Fujigaki et al., 2006b, 2012). Afin de déterminer si la protéine IDO-1 exprimée
par les hépatocytes est fonctionnellement active, nous avons incubé les HPH avec le substrat
préférentiel de IDO-1, le L-Tryptophane, et nous avons stimulé I'expression de IDO-1 par
I'ajout d’IFN-y. La dégradation du L-Tryptophane (L-Try) et 'accumulation de L-Kynurénine
(L-Kyn) dans le surnageant de culture ont été mesurées par HPLC. Sous l'effet de la
stimulation des HPH par I'IFN-y, nous avons observé une élévation de la concentration en L-
Kyn (Figure 26A) dans le milieu de culture et une augmentation du ratio des concentrations
L-Kyn/L-Try (Figure 26B). Ce résultat indique que le L-Try initialement présent dans le milieu

de culture a été catabolisé via la voie des kynurénines.

Trois enzymes peuvent catalyser la transformation du L-Try en L-Kyn : les 2 isoformes IDO-1
(inductible par I'lFN-y) et IDO-2 et la TDO (exprimée constitutivement dans le foie). Pour
démontrer que IDO (isoforme 1 et/ou 2) est la principale enzyme impliquée dans le
catabolisme du L-Try dans notre modéle et pour exclure la participation de TDO, nous avons
utilisé un inhibiteur spécifique de IDO, le 1-méthyl-DL-tryptophane (1-DL-MT). Lorsque les
HPH étaient stimulés par I'IFN-y en présence de 1-DL-MT, la production de L-Kyn et
I’élévation du ratio L-Kyn/L-Try étaient abolies (Figures 26A et B), ce qui indique que IDO est
la principale enzyme responsable de la dégradation du L-Try dans les HPH stimulés.
L’'ensemble de ces résultats indique que la protéine IDO produite par les HPH stimulés est
fonctionnellement active, responsable de la dégradation du L-Try en L-Kyn dans le

microenvironnement.
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Figure 26 : Activité enzymatique de IDO dans les HPH.

Les HPH ont été stimulés avec de I'IFN-y (100 Ul/ml) pendant 48 heures en présence ou en absence de
1-DL-MT (100 uM). Les cellules ont ensuite été cultivées pendant 4 heures dans une solution HBSS
contenant 100 uM de L-Try. Les concentrations en L- Kyn (A) et en L-Try ont été mesurées dans le
surnageant de culture par HPLC. Le ratio des concentrations L-Kyn / L-Try a été calculé (B). Les
résultats représentent les moyennes + DS des concentrations mesurées au cours de deux expériences

indépendantes.

Ill.  Le VHC stimule I'expression de IDO-1 dans les hépatocytes

Pour déterminer I'impact de l'infection par le VHC sur I'expression hépatique de IDO, nous
avons infecté des HPH avec des particules virales de VHC de variant JFH1 (génotype 2a)
produites en culture cellulaires (VHCcc) (Wakita, 2005). Avec ce modeéle, nous avons observé
une réplication du JFH1 dans les HPH, détectable par RT-PCR quantitative. Cependant, la
réplication du JFH1 dans les HPH était transitoire, avec un pic de réplication survenant a 48h
post-infection (Figure 27A). L'observation d’une réplication limitée du VHC dans les HPH est
en accord avec les résultats décrits précédemment par d’autres équipes (Thomas et al, 2012)
et suggere que des mécanismes de défense innée sont rapidement activés au sein des

hépatocytes infectés et restreignent la réplication virale.

Afin de déterminer si la réplication du VHC stimule I'expression de IDO dans les hépatocytes,
nous avons mesuré I'expression des ARNm de IDO-1 et de IDO-2 dans les HPH infectés par
RT-PCR quantitative. L'expression des transcrits ARNm de IDO-1 était augmentée dans les
HPH infectés par le JFH1 avec un pic d’expression a 48h coincidant avec la réplication du
virus. A l'inverse, I'expression des transcrits de IDO-1 ne variait pas lorsque les cellules

97



étaient incubées avec un virus préalablement inactivé par les UV (Figure 27B). A la différence
de IDO-1, I'expression de IDO-2 dans les HPH n’était pas modifiée au cours de l'infection par
le JFH1 (Figure 27C). Ces résultats indiquent que la réplication du VHC stimule I'expression
de IDO-1 dans les hépatocytes primaires humains mais ne modifie pas I'expression de IDO-2.
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Figure 27 : Le VHC stimule I’expression de IDO-1 dans les hépatocytes.

Les HPH (donneur H0199) ont été infectés avec des VHCcc du variant JFH1 pendant 3h, lavés puis
lysés aux temps indiqués. L’expression des ARNm a été quantifiée par RT-PCR et normalisée sur
I’expression de la GAPDH. (A) Réplication du JFH1. L’expression du JFH-1 mentionnée sur la figure
correspond a la variation du ratio JFH1/GAPDH entre le temps initial (3h post-infection) et les temps
indiqués (Taux de variation). (B) Expression de IDO-1 et (C) de IDO-2. L’expression des genes d’intérét
(IDO-1 ou -2) mentionnée correspond a la variation du ratio Géne d’intérét/GAPDH entre le temps
initial (3h post-infection) et les temps indiqués (Taux de variation) dans les cellules exposées a du JFH1
infectieux ou a du JFH1 préalablement inactivé par les UV (JFH1-UV).
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IV. Le VHC stimule I'expression des interférons et de genes stimulés

par les interférons dans les hépatocytes

Afin de déterminer si I'activation de IDO-1 dans les hépatocytes infectés par le VHC est
contemporaine du déclenchement de la réponse immunitaire innée, nous avons quantifié
I’expression des genes codant pour les IFNs de type | et Il et de certains génes stimulés par
les interférons (ISGs) dans les HPH infectés par le JFH1.

L'infection des HPH par le JFH1 activait I'expression des IFN-a, - et -A avec un pic
d’expression a 48h-72h pour I'lIFN-a et a 48h pour les IFN-B et -A. A I'inverse, I'incubation des
HPH avec du virus préalablement inactivé par les UV n’induisait pas I'expression des IFN-a, -
B, et —A (Figure 28A).

Les protéines IP-10 (CXCL10), MDAS, PKR, IRF-1 et STAT-1 sont codées par des ISGs et jouent
un réle clé dans le sensing intracellulaire de motifs moléculaires viraux et/ou dans le
déclenchement de la réponse immunitaire innée (Schneider et al., 2014). L'infection des HPH
par le JFH1 s"accompagnait d’'une surexpression transitoire des transcrits codants pour IP-10,
MDAS5, PKR, IRF-1 et STAT-1, avec un pic d’expression a 48h contemporain du pic de
réplication du JFH1. A I'inverse, nous n’avons pas observé d’augmentation de I'expression de
ces transcrits dans les cellules incubées avec des particules virales inactivées par les UV, ce
qui indique que la surexpression de ces genes est directement liée a la réplication du VHC
(Figure 28B).

La surexpression des IFNs et des ISGs observée dans les HPH infectés suggéere une activation
des défenses immunitaires de la cellule en réponse a l'infection. Afin de confirmer cette
hypothése et d’exclure une éventuelle augmentation aspécifique de ces protéines cellulaires
(lie par exemple a une altération métabolique dans les cellules infectées), nous avons
mesuré |'expression des transcrits codant pour la claudine-1 (CLDN-1), une protéine
membranaire dont I'expression n’est pas influencée par la voie des IFNs et par le
déclenchement de la réponse immunitaire (Evans et al., 2007). Comme supposé, |'expression
des transcrits codant pour la CLDN-1 dans les HPH n’était pas modifiée au cours de
I'infection par le VHC (Figure 28B). L'ensemble de ces résultats indique que le VHC active les
IFN-a, -B et -A dans les HPH, ainsi que certains ISGs tels que IP-10, MDAS5, PKR, IRF-1 et STAT-
1. U'expression des IFNs et des ISGs est contemporaine de I'expression de IDO-1 dans les
HPH infectés par le VHC, ce qui suggere que IDO pourrait appartenir aux mécanismes de

défense de la cellule contre le virus.
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Figure 28 : Expression des IFNs et des génes stimulés par les IFNs dans les hépatocytes infectés.
Les HPH ont été infectés avec le JFH1 pendant 3h, lavés puis lysés aux temps indiqués. L’expression
des ARNm a été quantifiée par RT-PCR et normalisée sur I'expression de la GAPDH. L’expression des
genes d’intérét mentionnée sur la figure correspond a la variation du ratio Gene d’intérét/GAPDH
entre le temps initial (3h post-infection) et les temps indiqués (Taux de variation) dans les cellules
exposées au JFH1 infectieux ou au JFH1 inactivé par les UV (JFH1-UV). (A) Expression des IFN-a, -5 et -
A. (B) Expression des genes stimulés par les IFNs IRF-1, STAT-1, IP-10 (CXCL10), MDA-5 et PKR, et
expression du géne de la Claudine 1 (CLDN-1).
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V. Le VHC stimule 'expression de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1

Puisque la réplication du JFH1 dans les HPH était limitée et transitoire et compte-tenu des
contraintes liées a |'utilisation de ce modeéle cellulaire, nous avons utilisé le modéle des
cellules de la lignée Huh7.5.1 qui permet d’obtenir une réplication robuste du JFH1 (Wakita,
2005).

Afin de s’assurer que les cellules Huh7.5.1 utilisées supportent bien la réplication du JFH1,
nous avons exposé ces cellules au JFH1 puis nous avons mesuré |'expression de la protéine
Core du VHC par cytométrie de flux. Comme indiqué sur la Figure 29A, I'expression de la
protéine Core était détectable dans la majorité des cellules Huh7.5.1 au 5™ jour aprés

I'infection, ce qui témoigne de I'efficacité de la réplication du JFH1 dans ce modele cellulaire.

Afin de déterminer si l'infection par le VHC active I'expression de IDO-1 dans les Huh7.5.1,
nous avons comparé |'expression des transcrits ARNm de IDO-1 dans les Huh7.5.1 non-
infectées et infectées. L'expression des transcrits de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1 non-
infectées par le JFH1 était tres faible voire indétectable mais elle augmentait
significativement lorsque les cellules Huh7.5.1 étaient infectées par le JFH1 (Figure 29B). Ce

résultat indique que le VHC active I'expression de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1.

De maniere intéressante, I'expression de IDO-1 était significativement augmentée lorsque
les cellules Huh7.5.1 étaient a la fois incubées en présence du JFH1 et de I'IFN-y en
comparaison des cellules incubées uniquement avec le JFH1 ou avec I'IFN-y, suggérant un
effet cumulatif ou synergique du VHC et de I'IFN-y sur I'expression de IDO-1 (Figure 29B).
Une hypothése alternative pouvant expliquer ce dernier résultat serait une augmentation de
la densité des récepteurs de I'IFN-y a la surface des cellules Huh7.5.1 infectées, conduisant a
un signal de transduction plus intense et a une plus grande stimulation de /IDO-1 (Krakauer
and Oppenheim, 1993; Shirey et al., 2006b). Pour exclure cette hypothése, nous avons
quantifié I'expression des chaines a des récepteurs de I'lFN-y a la surface des cellules
Huh7.5.1 par cytométrie de flux. Comme supposé, I'expression des chaines a des récepteurs

a 'lIFN-y ne variait pas entre les cellules Huh7.5.1 infectées et non infectées (Figure 29C).

L’'ensemble de ces résultats indique que I'infection par le VHC, seule ou en association avec
I"lIFN-y, induit I’expression de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1.

Il est important de préciser que nous n’avons pas réussi a détecter la protéine IDO-1 dans les
cellules Huh7.5.1 par Western Blotting, probablement parce que I'expression de la protéine
IDO-1 dans ces cellules reste faible. En faveur de cette hypothese, nous avons constaté que
I’expression des transcrits ARNm de IDO-1 était significativement plus faible dans les cellules
Huh7.5.1 que dans les HPH stimulés par I'IFN-y (Figure 29D).
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Figure 29 : Le VHC active I'’expression de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1.

(A) L’infection des cellules Huh7.5.1 par le VHC a été vérifiée en mesurant I'expression de la protéine

Core du VHC par cytométrie de flux au 5™ jour apres l'infection. (B) Les cellules Huh7.5.1 infectées et

non infectées par le JFH1 ont été stimulées par I'IFN-y. L’expression des ARNm de IDO-1 a été

quantifiée par RT-PCR et normalisée sur 'expression de la GAPDH. Les résultats représentent les

moyennes + DS des valeurs mesurées au cours de trois expériences indépendantes. (C) L’expression

des chaines a des récepteurs de I'IFN-y a été analysée par cytométrie de flux dans les cellules

Huh7.5.1 infectées par le JFH1 avec ou sans stimulation par I'IFN-y durant 4h. (D) Niveaux
d’expression des ARNm de IDO-1 dans les HPH (donneurs H1421 et H1423) et dans les cellules
Huh?7.5.1 en présence et en absence d’IFN-y. *p<0,05, **p<0,01.
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VI.  L’IFN-y produit par les lymphocytes T CD4* contribue a I'activation
hépatique de IDO-1

L’infection aigué par le VHC s’accompagne d’un afflux de lymphocytes T CD4* activés dans le
foie (Thimme et al., 2012). Nous avons voulu déterminer si la production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD4* activés est suffisante pour induire I'expression de IDO-1 dans les
hépatocytes situés dans leur environnement. Pour cela, nous avons établi un modele de co-
culture impliquant des cellules Huh7.5.1 et des lymphocytes T CD4* préalablement activés
par stimulation des récepteurs CD3 et CD28.

Au cours d’une expérience préliminaire, nous avons quantifié la production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD4* non activés et activés grace a une technique ELISA. Comme supposé, la
libération d’IFN-y par les lymphocytes T CD4* non activés était faible voire indétectable, mais

elle augmentait lors de I'activation des lymphocytes T CD4* (Figure 30A).

Comme indiqué sur la Figure 30B, I'expression des ARNm de IDO-1 dans les cellules
Huh7.5.1. était significativement augmentée lorsque ces cellules étaient placées au contact
de lymphocytes T CD4* activés. Ce résultat suggere que les lymphocytes T CD4* activés
présents dans le foie contribuent a I'activation hépatique de IDO-1 via la libération d’IFN-y.
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Figure 30 : Les lymphocytes T CD4* activés contribuent a I'induction hépatique de IDO-1.

(A) Des lymphocytes T CD4* ont été activés par des anticorps anti-CD3 et anti-CD28 en présence d’IL-
2 (LT CD4* activés) ou laissés au repos (LT CD4* non activés). Apres 24h, les lymphocytes T CD4* ont
été placés en co-culture avec des cellules Huh7.5.1. Au bout de 72h supplémentaires, la production
d’IFN-y dans le surnageant a été déterminée par ELISA. (B) L'expression des ARNm de IDO a été
guantifiée par RT-PCR dans les cellules Huh7.5.1 et normalisée sur I'expression de la GAPDH. Les
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résultats représentent les moyennes + DS des valeurs mesurées au cours de trois expériences

indépendantes.

VII. La protéine IRF-1 régule I'expression de IDO-1 induite par le VHC

IRF-1 est un facteur de transcription majeur dans la réponse immunitaire antivirale
(Schoggins et al., 2011) et joue un réle central dans I'expression de IDO-1 induite par I'lFN-y
(Pine, 1997). Nous avons donc voulu déterminer le réle joué par IRF-1 lors de I'expression

hépatocytaire de IDO-1 induite par le VHC.

Nous avons précédemment pu établir que I'infection des HPH par le VHC activait I'expression
du géne IRF-1 (Voir ci-dessus). De la méme maniere, l'infection de cellules Huh7.5.1 avec du
JFH1 augmentait significativement I'expression de IRF-1, a la fois en I'absence et en présence
d’IFN-y (Figure 31A). Afin de confirmer cette observation a I'échelle de la protéine, nous
avons mesuré |'expression intracellulaire de IRF-1 par cytométrie de flux dans des cellules
Huh7.5.1 infectées et non-infectées par le JFH1. Comme indiqué sur la Figure 31B,
I’expression de la protéine IRF-1 était augmentée dans les Huh7.5.1 infectées par rapport
aux cellules non-infectées. Ces résultats indiquent que linfection par le VHC stimule

I’expression hépatocytaire de IRF-1.

Afin de déterminer le réle de IRF-1 dans I'activation hépatocytaire de IDO-1, nous avons
surexprimé IRF-1 dans les cellules Huh7.5.1 par transfection d’un plasmide pcDNA IRF-1 puis
nous avons quantifié I'expression de IDO-1 par RT-PCR. L’efficacité de la transfection a été
vérifiée en analysant I'expression de la protéine IRF-1 par Western Blotting (Figure 31C).
Comme indiqué dans la Figure 31C, la surexpression de IRF-1 suffisait a stimuler I'expression
de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1, suggérant que IRF-1 est un facteur clé de I'activation de
IDO-1 dans les hépatocytes. Pour confirmer ce résultat, nous avons mesuré I'expression de
IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1 stimulées par I'IFN-y lorsque I'expression de IRF-1 était
inhibée par silencing. Nous avons observé que le blocage de I'expression de IRF-1 dans les
cellules Huh7.5.1 inhibait presque entierement I'expression de IDO-1 (Figure 31D).

Ces résultats indiquent que I'expression hépatocytaire de IDO-1 est régulée par le facteur de
transcription IRF-1.
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Figure 31 : IRF-1 régule I'expression hépatique de IDO-1 induite par le VHC.

(A) L’expression de IRF-1 a été analysée dans les cellules Huh7.5.1 infectées et non-infectées par le
JFH1 en présence ou en absence de stimulation par I'lFN-y (6h). Les taux d’ARNm de IRF-1 ont été
normalisés sur ceux de la GAPDH. (B) L’expression de la protéine IRF-1 induite par I'IFN-y dans les
cellules infectées et non infectées est exprimée en delta de Mean fluoresence Intensity (AMFI)
correspondant au calcul : (MFI des cellules stimulées par I'lFN-y) - (MFI des cellules non stimulées). (C)
Les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec un plasmide pcDNA IRF-1 ou avec un plasmide contréle
pcDNA 3.1. L’expression de IRF-1 a été vérifiee 48h aprés la transfection par Western Blotting.
L’expression des ARNm de IDO-1 dans les cellules transfectées est montrée en présence et en absence
d’IFN-y. (D) IRF-1 a été inhibé par silencing dans les cellules Huh7.5.1. L’efficacité du silencing de IRF-1
a été vérifiée par Western Blotting en comparaison avec un siARN contréle. Les chiffres représentent

I"analyse densitométrique des bandes de IRF-1 normalisées sur la f-actine. Les cellules ont ensuite été
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stimulées avec I'lIFN-y (50 Ul/ml pendant 7h) et I'expression des ARNm de IRF-1 et de IDO-1 a été
déterminée par RT-PCR. Les données sont montrées en pourcentage d’expression du gene d’intérét
(IRF-1 ou IDO-1) dans les cellules transfectées avec les siARN dirigés contre IRF-1 par rapport aux
cellules transfectées avec le siARN contréle. Les résultats des graphiques en (A), (C) et (D)
représentent les moyennes + DS des valeurs mesurées au cours de deux expériences indépendantes.
*p<0,05, **p<0,01.

De précédentes études ont suggéré que |'expression de IDO-1 induite par I'lFN-y était
médiée par la coopération entre les facteurs de transcription IRF-1 et STAT-1 (Chon et al.,
1996; Jeong et al., 2009). Nous avons donc étudié les niveaux d’expression et I'activation de
STAT-1 dans les cellules Huh7.5.1 infectées par le JFH1. Comme indiqué en Figures 32A et B,
I’expression des ARNm et de la protéine STAT-1 ne variait pas significativement entre les
cellules Huh7.5.1 infectées et non-infectées par le JFH1, que ce soit en présence ou en
absence d’IFN-y. Cependant, nous avons observé que la phosphorylation de STAT-1 induite
par I'IFN-y était prolongée dans les cellules Huh7.5.1 infectées par le VHC par rapport aux
cellules non-infectées, bien que l'infection par le VHC n’induisait pas en elle-méme une
phosphorylation de STAT-1 détectable par Western Blotting (Figure 32B). La phosphorylation
prolongée de STAT-1 pourrait contribuer a I'expression de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1

infectées par le VHC en présence d’IFN-y.
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Figure 32 : Activation de STAT-1 dans les cellules Huh7.5.1 infectées par le JFH1 et stimulées par
PIFN-y.

(A) L’expression des ARNm de STAT-1 a été analysée dans les cellules Huh7.5.1 infectées ou non-
infectées par le JFH1 et normalisée sur I'expression de la GAPDH. Les résultats représentent les
moyennes + DS des valeurs mesurées au cours de deux expériences indépendantes. (B) Apres
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traitement par I'IFN-y (100 Ul/ml), les cellules ont été recueillies aux temps indiqués. L’expression
intracellulaire de STAT-1 et de la forme phosphorylée de STAT-1 (P-STAT-1, Y701) a été déterminée
par Western Blotting.

VIII. Expression hépatocytaire de IDO-1 et blocage pharmacologique

de son activité enzymatique: validation du modele

Pour évaluer I'impact de I'expression hépatique de IDO-1 sur la réplication du VHC et sur la
prolifération des lymphocytes T, nous avons choisi de surexprimer IDO-1 dans les HPH et des
cellules Huh7.5.1 par transfection d’un plasmide pcDNA IDO (Thomas et al., 2007). Au cours
d’une premiere étape, nous avons vérifié que ce modele induisait bien la production d’une
protéine IDO-1 fonctionnellement active. Comme indiqué dans la Figure 33A, |'expression de
IDO-1 était détectable par Western Blotting dans les cellules Huh7.5.1 et dans les HPH
transfectés avec le plasmide pcDNA IDO. En présence de L-Try (100 uM), I’expression de IDO-
1 dans les cellules Huh7.5.1 induisait une accumulation de L-Kyn dans le surnageant de
culture. A l'inverse, la transfection du plasmide contréle pcDNA 3.1 dans les Huh7.5.1
n’induisait pas la production de L-Kyn (Figure 33B). Ces résultats indiquent que la
transfection du plasmide pcDNA IDO dans les hépatocytes induit bien la synthése d’une

protéine IDO-1 fonctionnellement active.

Différents inhibiteurs de IDO ont été proposés in vitro et/ou in vivo dont le 1-méthyl-DL-
tryptophane (1-DL-MT) et la nécrostatine-1 (Austin and Rendina, 2014; Takahashi et al.,
2012). Afin de comparer I'impact de ces 2 inhibiteurs sur I'activité de IDO-1 dans notre
modele, nous les avons incubé a différentes concentrations avec des cellules Huh7.5.1
surexprimant IDO-1 en présence de L-Try (100 uM) puis nous avons quantifié I'apparition de
L-Kyn dans le milieu de culture par une réaction colorimétrique. Comme indiqué dans la
Figure 33B, les concentrations de L-Kyn dans le milieu réactionnel diminuaient de maniere
dose-dépendante en présence de 1-DL-MT, ce qui témoigne de I'efficacité du blocage de
IDO-1 par cet inhibiteur. Pour vérifier que la baisse des concentrations en L-Kyn observée en
présence de 1-DL-MT est bien liée a I'inhibition de IDO-1 et non a un effet cytotoxique du 1-
DL-MT, la viabilité cellulaire en présence de différentes concentrations de 1-DL-MT a été
évaluée par un test MTT. Comme supposé, nous n’avons pas observé de cytotoxicité liée au
1-DL-MT aux concentrations utilisées (Figure 33C). L’incubation des cellules Huh7.5.1
surexprimant IDO-1 avec la nécrostatine-1 permettait également de réduire I'accumulation
de L-Kyn dans le milieu de culture (Figure 33D). Néanmoins, les doses de nécrostatine-1
nécessaires pour bloquer I'activité de IDO-1 étaient plus élevées que celles utilisées pour le
1-DL-MT.
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Figure 33 : Surexpression de IDO-1 dans les hépatocytes et blocage de son activité enzymatique.
(A) les cellules Huh7.5.1 et les HPH (H0204, H0216, HO208) ont été transfectés avec un plasmide
pPcDNA IDO ou avec un plasmide contréle pcDNA 3.1. Apres 48h, les cellules ont été recueillies et
I'expression de IDO-1 a été déterminée par Western Blotting. (B) L’activité fonctionnelle de IDO-1 et
son inhibition par le 1-DL-MT aux concentrations indiquées ont été déterminées en incubant les
cellules Huh7.5.1 avec du L-Try (100 uM) puis en mesurant I’'accumulation de L-Kyn par réaction
colorimétrique de Ehrlich. (C) L’absence de cytotoxicité du 1-DL-MT pour les cellules Huh7.5.1 aux
concentrations indiquées et en présence de L-Try (100 uM) a été vérifiée par un test MTT. (D) Le
blocage de I'activité de IDO-1 par la nécrostatine-1 a été déterminée en incubant les cellules Huh7.5.1
transfectées pour IDO-1 avec du L-Try (100 uM) puis en mesurant I'accumulation de L-Kyn par
colorimétrie. Les résultats en (B), (C) et (D) représentent les moyennes + DS des valeurs mesurées au

cours de deux expériences indépendantes.
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IX. IDO-1 exerce une action antivirale sur le VHC

L'expression de IDO inhibe la prolifération de nombreuses espéces bactériennes, parasitaires
ou fongiques et bloque la réplication de plusieurs virus in vitro (Barth and Raghuraman,
2014). Nous avons donc voulu déterminer si I'expression hépatique de IDO-1 a un effet

antiviral sur le VHC.

Pour étudier I'impact de IDO-1 sur I’'entrée du VHC dans les hépatocytes, nous avons produit
des pseudo-particules virales (VHCpp) exprimant a leur surface les glycoprotéines
d’enveloppe du VHC de génotype 1b (variant HCV-J) ou de génotype 2a (variant JFH1).
Comme indiqué sur la Figure 34A, I'entrée des VHCpp dans les HPH et les cellules Huh7.5.1
n’était pas modifiée par la surexpression de IDO-1, suggérant que IDO-1 n’influence pas

I’étape d’entrée du VHC dans les hépatocytes.

Pour déterminer si IDO-1 influence les autres étapes du cycle de réplication du VHC, nous
avons infecté des HPH et des Huh7.5.1 surexprimant IDO-1 avec des VHCcc (variant JFH1) et
nous avons analysé la réplication virale par RT-PCR quantitative. Comme indiqué sur la
Figure 34B, I'expression de IDO-1 dans les HPH et les Huh.5.1 diminuait la réplication du JFH1
d’environ 50 %. Pour confirmer ce résultat, nous avons incubé des HPH surexprimant IDO-1
avec le sérum d’un patient contenant du VHC de génotype 1b. Comme observé
précédemment avec les VHCcc, la surexpression de IDO-1 inhibait la réplication de cet isolat
cliniqgue du VHC dans les HPH (Figure 34B).

Les réplicons subgénomiques du VHC sont des outils précieux pour étudier la réplication
intracellulaire du VHC in vitro. En conséquence, nous avons utilisé un réplicon subgénomique
codant pour les protéines NS3-NS5B du VHC (isolat Con1, génotype 1b) et contenant le géne
rapporteur de la luciférase : le réplicon Rep-Pl-Luc (Lohmann et al., 2003). Au cours d’une
expérience préliminaire, nous avons constaté que le réplicon Rep-Pl-Luc se répliquait
efficacement dans les Huh7.5.1, avec une augmentation des taux d’ARN viraux a 48h et 72h
post-transfection (Figure 34C). Pour étudier I'impact de IDO-1 sur la réplication du Rep-PI-
Luc, nous avons co-transfecté des cellules Huh7.5.1 avec le pcDNA IDO et avec I’ARN du
réplicon. Comme observé précédemment avec le modele des VHCcc et avec l'isolat clinique
du VHC, I'expression de IDO-1 inhibait partiellement (environ 45 %) la réplication du réplicon
subgénomique du VHC (Figure 34D).

Puisque le facteur de transcription IRF-1 était impliqué dans I'expression de IDO-1 induite
par le VHC dans les hépatocytes (voir ci-dessus), nous avons analysé I'impact de IRF-1 sur la
réplication du VHC par une expérience de silencing. Comme indiqué dans la Figure 34E,
I’extinction de IRF-1 par silencing augmentait la réplication du JFH1 dans les cellules

Huh7.5.1, suggérant un effet antiviral de IRF-1.
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L'ensemble de ces résultats indique que I'expression de IDO-1 dans les hépatocytes exerce

un effet antiviral sur le VHC en inhibant partiellement sa réplication in vitro.

Afin de confirmer que I'effet antiviral de IDO-1 sur la réplication du VHC est lié a son activité
enzymatique, nous avons bloqué I'activité de IDO-1 dans les cellules Huh7.5.1 en utilisant le
1-DL-MT. La présence de 1-DL-MT dans le milieu réactionnel restaurait totalement la
réplication du JFH1 dans les cellules Huh7.5.1 (Figure 34F). Ce résultat indique que IDO-1
exerce un role antiviral sur la réplication du VHC via la déplétion en tryptophane et/ou

I’'accumulation de kynurénines.
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Figure 34 : Impact de I’expression hépatique de IDO-1 sur la réplication du VHC.

(A) Entrée des VHCpp dans les hépatocytes exprimant IDO-1. 48h apres la transfection de plasmides
pPcDNA IDO ou pcDNA 3.1, les cellules Huh7.5.1 et les HPH ont été incubés avec des VHCpp de
génotype 1b (HCV-J) ou 2a (JFH1). L’entrée des VHCpp dans les hépatocytes a été évaluée par mesure
de l'activité luciférase. Les données sont exprimées en pourcentage d’entrée des VHCpp dans les
cellules transfectées avec le pcDNA IDO par rapport aux cellules contréles transfectées avec pcDNA
3.1 (=100%). Des pseudo-particules virales exprimant la glycoprotéine G du virus de la stomatite
vésiculeuse (VSVG) ont été utilisées comme contréle. (B) 48h aprés transfection, les cellules Huh7.5.1
et les HPH ont été incubées avec le JFH1 ou avec le sérum d’un patient infecté par le VHC (génotype
1b). Apres 48h, ’ARN du VHC dans les cellules a été quantifié par RT-PCR et normalisé sur la GAPDH.
Les données sont montrées en pourcentage moyen de réplication du VHC par comparaison avec les
cellules transfectées avec le pcDNA 3.1 (=100%). (C) Efficacité de la réplication du réplicon
subgénomique Rep-Pl-Luc dans les cellules Huh7.5.1. La réplication du réplicon Rep-Pl-Luc (isolat
Conl, génotype 1b) a été évaluée par mesure de [lactivité luciférase. Les résultats montrent
I'augmentation de I'expression de luciférase aux temps indiqués par rapport a I’expression initiale a
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5h post-transfection (Taux de variation). (D) Les cellules Huh7.5.1 ont été co-transfectées avec le
réplicon Rep-Pl-Luc et avec un plasmide pcDNA IDO ou pcDNA 3.1. Aprés 72h, la réplication du
réplicon a été évaluée par mesure de I'activité luciférase. Les données sont exprimées en pourcentage
de réplication du réplicon dans les cellules transfectées avec pcDNA IDO par rapport aux cellules
contréles transfectées avec pcDNA 3.1 (=100%). (E) Les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec
des siARN dirigés contre IRF-1 ou avec un siARN contréle puis infectées par le JFH1. Aprés 48h, 'ARN
du VHC dans les cellules a été quantifié par RT-PCR et normalisé sur I'expression de la GAPDH. Les
données sont montrées en pourcentage moyen de réplication du VHC par comparaison avec les
cellules transfectées avec le siARN contréle (=100%). (F) Restauration de la réplication de JFH1 dans
les Huh7.5.1 apreés blocage de IDO-1 par le 1-DL-MT. Les résultats représentent les moyennes + DS des

valeurs mesurées au cours de trois expériences indépendantes.

X.  IDO-1 contribue a I'effet antiviral des interférons

Afin de déterminer si IDO-1 participe a la réponse immunitaire innée contre le VHC médiée
par les IFNs de type I, nous avons mené des expériences d’extinction de son géne dans les
cellules Huh7.5.1. Apres blocage de I'expression de IDO-1 par silencing, les cellules Huh7.5.1
ont été infectées par des VHCcc (JFH1) puis traitées par des doses suboptimales d’IFN-a (10
Ul/ml) (Figure 35A). L'utilisation de faibles doses d’IFN-a était rendue nécessaire car des
doses plus élevées auraient inhibé I'action des siARN. Cing jours apres la transfection, nous
avons observé une diminution de I'expression de IDO-1 d’environ 70 % dans les cellules
transfectées avec des siARN anti-IDO-1 par rapport aux cellules témoins transfectées avec
des siARN aspécifiques, ce qui témoigne de l'efficacité du silencing (Figure 35B). Comme
indiqué dans la Figure 35C, I'lFN-a utilisé a faible dose diminuait la réplication du JFH1
d’environ 50 % dans les cellules Huh7.5.1. Pour vérifier que cette baisse de la réplication
était bien directement due a I'action de I'lFN-a, nous avons bloqué I'expression de la sous-
unité IFNAR2 de son récepteur par silencing. Comme supposé, le blocage de I'expression de
IFNAR2 restaurait la réplication du JFH1 dans les cellules Huh7.5.1 exposées a I'lIFN-a (Figure
35C), ce qui indique que la baisse de réplication du JFH1 en présence d’IFN-a est bien
directement liée a I'action antivirale de I'lFN-a. Plus important, le blocage de I'expression de
IDO-1 restaurait la réplication du JFH1 dans les cellules Huh7.5.1 infectées et traitées par
I"lIFN-a. Ce résultat indique que IDO-1 contribue a I'effet antiviral de I'IFN-a au cours de
I'infection par le VHC.
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Figure 35 : IDO-1 contribue a I’effet anti-VHC de I'IFN-a.

(A) Représentation schématique de I'expérience réalisée. Les cellules ont été transfectées avec des
SIARN dirigés contre IDO-1, contre la sous-unité IFNAR2 du récepteur de I'IFN-a ou avec des siARN
contréles. Aprés 72h, les cellules ont été infectées par du JFH1 puis traitées par I'IFN-a aprés 24h
supplémentaires. Au bout de 24h, les cellules ont été recueillies et la réplication du VHC a été évaluée
par RT-PCR. (B) Efficacité de I'extinction de I’expression de IDO-1. Les quantités d’ARNm de IDO-1 ont
été déterminées par RT-PCR 5 jours apres la transfection des siARN anti-IDO-1 ou des siARN contréles.
(C) Expression intracellulaire de I’ARN du VHC. Les données sont exprimées en pourcentage de
réplication du VHC par rapport a des cellules transfectées avec des siARN contréles (=100%). Les
résultats représentent les moyennes * DS des valeurs mesurées au cours de trois expériences
indépendantes.

Xl. IDO-1 produite par les hépatocytes inhibe la prolifération des
lymphocytes T CD4*

L’expression de IDO-1 dans les cellules dendritiques inhibe I'activation et la prolifération des
lymphocytes T (Mellor and Munn, 2004). Afin de déterminer si I'expression de IDO-1 par les
hépatocytes participe également a la régulation de la réponse lymphocytaire T, nous avons

développé un modele de co-culture impliquant d’'une part des cellules Huh7.5.1 exprimant
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IDO-1 et d’autre part des lymphocytes T CD4* naifs ou activés. L’activation des lymphocytes
T CD4* a été réalisée par stimulation de leurs récepteurs CD3 et CD28 par des anticorps
spécifiques en présence d’interleukine 2. La prolifération des lymphocytes T CD4* a été
évaluée par expression du CFSE en cytométrie de flux. Comme indiqué dans la Figure 36A, la
prolifération des lymphocytes T CD4* naifs n’était pas influencée par le contact avec des
cellules Huh7.5.1 exprimant IDO-1 (pcDNA IDO) ou avec des cellules Huh7.5.1 controles
(pcDNA 3.1). A linverse, la prolifération des lymphocytes T CD4* activés était
significativement réduite au contact des cellules Huh7.5.1 exprimant IDO-1 (Figure 36A), se
traduisant par une chute de l'index de prolifération cellulaire (Figure 36B). Ce résultat
suggeére que l'expression hépatique de IDO-1 inhibe localement la prolifération des
lymphocytes T CD4* activées. Le blocage pharmacologique de IDO-1 par le 1-DL-MT
restaurait partiellement la prolifération des lymphocytes T CD4* activés (Figures 36A et B), ce
qui suggere que IDO-1 régule la prolifération des lymphocytes T CD4* grace a son activité

enzymatique sur le tryptophane.
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Figure 36 : L’expression hépatique de IDO-1 inhibe Ila prolifération des lymphocytes T CD4* activés.
(A) Analyse par cytométrie de flux de I'expression du CD4 et du CFSE dans les lymphocytes T CD4* en
co-culture avec des cellules Huh7.5.1. Les lymphocytes T CD4* ont été marqués au CFSE pour suivre
leur prolifération. Les cellules Huh7.5.1 ont été transfectées avec le plasmide pcDNA IDO ou avec le
vecteur d’expression d’origine pcDNA 3.1. Aprés 48h, les cellules Huh7.5.1 ont été incubées avec des
lymphocytes T CD4* non activés (panel de gauche) ou avec des lymphocytes T CD4* activés par des
anticorps anti-CD3/CD28 en présence d’IL-2 (panel de droite). Les graphiques montrent l'intensité de
fluorescence du CFSE exprimé par les lymphocytes T CD4* au cours de leurs divisions. (B) Indice de
prolifération des lymphocytes T CD4* activés. Les résultats représentent les moyennes + DS des
valeurs mesurées au cours de trois expériences indépendantes. L’inhibition de la prolifération des
lymphocytes T CD4* au contact des Huh7.5.1 exprimant IDO-1 était statistiquement significative
(**p<0,01). La présence de 1-DL-MT (1000 uM) restaurait partiellement la prolifération des
lymphocytes T CD4".
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DISCUSSION

. Expression de IDO dans les hépatocytes infectés par le VHC

Au cours de notre travail, nous avons démontré que les hépatocytes humains expriment IDO
lorsqu’ils sont stimulés par I'IFN-y et a un moindre degré par I'IFN-a. La stimulation des
hépatocytes par I'IFN-y entraine |’expression d’une forme fonctionnellement active de IDO,
capable de dégrader le Try en Kyn. Plus important encore, nous avons observé que
I'infection par le VHC induit I'expression de IDO dans les hépatocytes humains.

Bien que I'expression de IDO ait été observée dans de nombreux tissus et organes chez
I'hnomme (Yamazaki et al., 1985), son expression hépatique est restée longtemps
controversée (Sono et al., 1996; Takikawa, 2005). Il était notamment constaté que certaines
lignées cellulaires d’origine hépatique comme les cellules HepG2 et HLEC n’expriment pas
IDO lorsqu’elles sont stimulées par I'lFN-y (Taylor and Feng, 1991). L’absence d’expression
de IDO dans les cellules HepG2 pourrait étre liée a I'existence d’'une forme tronquée ou
instable de IRF-1 dans ces cellules, conduisant a un défaut de transcription du géne IDO-1
(Konan and Taylor, 1996). Pour éviter de tels biais expérimentaux et nous rapprocher des
conditions physiologiques, nous avons choisi d’utiliser des hépatocytes primaires humains
afin de confirmer I'expression hépatique de IDO. En plus des hépatocytes primaires humains,
nous avons constaté que les ARNm de IDO sont exprimés dans les cellules hépatocytaires
Huh7.5.1. Cependant, malgré la détection des ARNm de IDO dans les cellules Huh7.5.1, nous
n’avons pas réussi a détecter I'expression de IDO par Western Blotting, ce qui suggére que
IDO est exprimée a bas niveau dans ces cellules lorsqu’elles sont stimulées par I'IFN-y.
L'expression de IDO était par contre significativement augmentée lorsque les cellules
Huh7.5.1 étaient a la fois stimulées par I'lIFN-y et infectées par le VHC.

En conditions physiologiques, la production d’IFN-y est principalement attribuée aux cellules
NK et aux lymphocytes T activés. Lorsque nous avons placé des lymphocytes T CD4* activés
au contact des cellules Huh7.5.1 dans un modele de co-culture, la libération d’IFN-y de la
part des lymphocytes T CD4* suffisait a induire I'expression de IDO dans les cellules
Huh7.5.1. Ces résultats suggerent que I'afflux de lymphocytes T activés dans le parenchyme
hépatique au cours de l'infection par le VHC pourrait agir en complément du virus (voire en
synergie avec le virus) pour stimuler la production de IDO dans les hépatocytes. En faveur de
cette hypothése, une étude antérieure a montré que la co-culture de lymphocytes T
produisant de I'lFN-y avec des cellules Huh7 infectées par le VHC entrainait une expression

de IDO dans les cellules Huh7 cent fois supérieure a celle observée lorsque les cellules Huh7
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étaient stimulées uniquement par de I'IFN-y (Larrea et al., 2007). L'ensemble de ces résultats
plaide pour une activation de IDO dans les hépatocytes au cours de l'infection par le VHC.
Cette activation de IDO pourrait étre médiée a la fois par le virus et par I'lFN-y provenant des

cellules immunes activées dans le parenchyme hépatique.

I. Role antiviral de IDO sur le VHC

L’expression de IDO induite par le VHC dans les hépatocytes primaires humains coincidait
avec la production des interférons et de certains génes stimulés par les interférons, ce qui
suggere que IDO pourrait étre impliquée dans les mécanismes de défense de I'immunité
innée antivirale. Pour confirmer cette hypothese, nous avons étudié I'impact de IDO sur la
réplication du VHC grace a plusieurs modéles in vitro : des VHCcc de variant JFH1 (génotype
2a), un isolat clinique de patient (génotype 1b) et un modeéle de réplicon subgénomique du
VHC (Con1l, génotype 1b). Avec chacun de ces modeles, nous avons observé une inhibition
partielle de la réplication du VHC dans les hépatocytes primaires et/ou les cellules Huh7.5.1
exprimant IDO, ce qui suggere que IDO possede une activité antivirale contre le VHC. Le
blocage de IDO par un inhibiteur compétitif du Try, le 1-DL-MT, restaurait totalement la
réplication du VHC, ce qui indique que I'effet antiviral de IDO sur le VHC est lié a son action

enzymatique sur le Try.

Nos résultats confirment de récentes études montrant qu’au moins trois autres membres de
la famille des Flaviviridae, le virus de la dengue, le virus West Nile et le virus de I'encéphalite
japonaise, activent I'expression de IDO in vitro (Becerra et al., 2009; Yeung et al., 2012).
Comme observé dans notre étude, le pic d’expression de IDO dans les macrophages infectés
par le virus West Nile et dans les DCs infectées par le virus de la dengue était maximal a 48h
post-infection. En retour, I'expression de IDO dans les macrophages et les DCs inhibait
partiellement la réplication des virus West Nile et de la dengue. Dans les deux cas, la
supplémentation du milieu de culture en Try restaurait la réplication virale, ce qui suggére
gue l'activité antivirale de IDO contre ces Flavivirus est médiée par son action métabolique
(Becerra et al., 2009; Yeung et al., 2012). De maniére intéressante, IDO restreignait
également la réplication d’un autre virus hépatique, le VHB, dans un modele in vitro (Mao et
al.,, 2011). La encore, I'activité métabolique de IDO était directement impliquée dans son

action antivirale.

Le catabolisme des acides aminés qui accompagne la réponse inflammatoire est une
stratégie tres ancienne de défense innée contre les microorganismes (Grohmann and
Bronte, 2010; McGaha et al., 2012). La réplication de nombreux virus appartenant a des

familles virales trés différentes est inhibée par IDO in vitro (Barth and Raghuraman, 2014;
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Schmidt and Schultze, 2014). Pourtant, contrairement a certaines bactéries ou aux parasites,
les virus ne sont pas affectés par I'auxotrophie. Les mécanismes moléculaires impliqués dans
cet effet antiviral de IDO ne sont pas bien connus. Il a été constaté que la déplétion en Try
inhibe la croissance cellulaire in vitro (Takikawa et al., 1988). Puisque la réplication virale est
dépendante de la machinerie cellulaire et du métabolisme de la cellule hote, la déplétion en
Try pourrait induire un environnement intracellulaire défavorable a la réplication virale.
Récemment, Mao et al. ont observé que la déplétion en Try dans les cellules HepG2
infectées par le VHB affectait préférentiellement la réplication du génome viral et la
traduction des protéines virales mais n’altérait pas significativement la synthese protéique
globale dans les cellules (Mao et al., 2011). Cette observation suggére que I'effet antiviral de
IDO dans les hépatocytes (ou peut étre aussi dans les autres cellules) n’est pas d{ a un stress
global de la cellule qui paralyserait la machinerie cellulaire mais bien a une défense

spécifique de la cellule héte contre I'agent pathogene.

La production d’IFNs de type | par les hépatocytes infectés forme la premiére ligne de
défense de I’hote contre le VHC. L'effet antiviral des IFNs sur le VHC est médié par I'action
combinée de multiples ISGs (Metz et al., 2012a; Schoggins et al., 2011). Pour déterminer si
IDO-1 appartient aux ISGs exprimés pour faire face a l'infection par le VHC, nous avons
bloqué son expression dans des cellules Huh7.5.1 infectées par le VHC et soumises a I'action
de I'IFN-a. Le blocage de IDO restaurait totalement la réplication du VHC dans les cellules
traitées par I'IFN-a, ce qui suggere que IDO contribue significativement a I'effet antiviral de
I"lIFN-a sur le VHC. L'ensemble de nos résultats plaide en faveur d’un effet antiviral de IDO
sur le VHC in vitro. L'expression de IDO par les hépatocytes infectés est intégrée a la réponse

immunitaire innée mise en place pour lutter contre le virus.

L'expression de IDO induit a la fois une déplétion en Try et une accumulation de
kynurénines. De nombreuses études ont suggéré que I'activité antivirale de IDO est médiée
avant tout par la déplétion en Try (Adams et al., 2004a; Becerra et al., 2009; Yeung et al.,
2012). Bien que certaines kynurénines telles que la Kyn et la 3-HK possedent des propriétés
antimicrobiennes in vitro (Nifio-Castro et al., 2014), leur impact sur la réplication virale a été
peu étudié a ce jour. Des études supplémentaires pourraient permettre de préciser I'impact
respectif de la déplétion en Try et de I'accumulation de kynurénines sur la réplication du
VHC dans notre modele. Par exemple, I'impact de la déplétion en Try sur la réplication du
VHC pourrait étre évalué en ajoutant du Try d’origine exogéene dans le milieu de culture pour
compenser l'activité de IDO. De la méme maniéere, I'impact des kynurénines sur la réplication
virale pourrait étre exploré en stimulant des hépatocytes infectés avec un cocktail de

différentes kynurénines a des doses non toxiques.
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I1l.  Modalités d’activation de IDO lors de I'infection par le VHC

Le VHC active IRF-1

Linfection des hépatocytes primaires humains et des cellules Huh7.5.1 par le VHC induisait
I’expression de IRF-1 dans notre étude. L’analyse du transcriptome de cellules Huh7
infectées par le JFH1 avait également montré une augmentation de I'expression de IRF-1 in
vitro (Blackham et al., 2010). De la méme maniére, |'analyse de biopsies hépatiques de
patients infectés par le VHC retrouvait une augmentation de I’expression des ARNm de IRF-1
in vivo (Abbate et al., 2003). Les modalités d’activation de IRF-1 par le VHC sont mal
connues. Comme les autres IRFs, IRF-1 participe a la cascade de signalisation induite par
I’activation des pattern recognition receptors dans la cellule infectée (Tamura et al., 2008). Il
a notamment été montré que la reconnaissance de I’ARN double-brin par la protéine kinase
R (PKR) active IRF-1 (Pflugheber et al., 2002; Williams, 1999). L’expression de IRF-1 est
également inductible par de nombreuses cytokines au cours de la réaction inflammatoire
telles que le TNF-a et surtout les IFNs de types | et Il (Nguyen et al., 1997; Ramsauer et al.,
2007; Tamura et al., 2008). Dans ce dernier cas, les facteurs de transcription NF-kB et STAT-1
ont été particulierement impliqués dans la régulation transcriptionnelle de IRF-1 (Pine,
1997). En retour, IRF-1 exerce un rétrocontrdle positif sur I'expression des IFNs de type | en
stimulant leur transcription (Nguyen et al., 1997). Ll'infection des hépatocytes par le VHC est
rapidement détectée par les PRRs et notamment par la protéine PKR (Arnaud et al., 2011),
conduisant a la transcription de génes impliqués dans la réponse antivirale et a la production
d’IFNs de type | (Horner and Gale, 2013). Les IFNs de type | libérés stimulent de fagon
autocrine la cellule infectée et induisent I'expression d’ISGs via la voie JAK-STAT.
L'expression de IRF-1 au cours de linfection par le VHC pourrait étre déclenchée par
I’activation des PRRs ou secondairement induite par les IFNs de type |. En faveur de cette
derniere hypothese, il a récemment été montré que linduction d’IRF-1 par les
gammaherpesvirus était dépendante de la libération préalable des IFNs de types | in vitro
(Mboko et al., 2014). De plus, il a été observé que les motifs ARN double-brin reconnus par
le TLR-3 induisent I'expression de IDO via la libération d’IFN- in vitro (Suh et al., 2007). Bien
gue l'expression de IRF-1 n’ait pas été recherchée dans cette derniére étude, ses résultats
suggerent que la libération des IFNs de type | précéde I'activation de IDO induite par le VHC.
L’analyse détaillée du mécanisme d’induction de IRF-1 dans notre étude était rendue difficile
par le fait que les cellules de la lignée Huh7 présentent des altérations dans les voies de
signalisation de certains PRRs comme RIG-I et TLR-3 (Bartenschlager and Pietschmann,
2005). Cette particularité des cellules Huh7 leur permet de supporter de hauts niveaux de
réplication virale mais vient biaiser la compréhension des premieres étapes de I'immunité

innée mise en place par la cellule infectée. Des expériences supplémentaires utilisant des
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anticorps monoclonaux dirigés contre les récepteurs des IFNs de type | (IFNAR1-IFNAR2), des
inhibiteurs de la voie JAK-STAT et des inhibiteurs de NF-kB pourraient permettre de préciser

les modalités d’activation de IRF-1 dans les hépatocytes infectés par le VHC.

IRF-1 active I'expression de IDO

IRF-1 régule l'expression de nombreux genes impliqués dans la réponse immunitaire
antivirale ou anti-tumorale (Schneider et al., 2014; Tamura et al., 2008). En particulier, IRF-1
est un puissant activateur de I'expression d’ISGs tels que la 2’,5’-oligoadénylate synthase
(OAS) (Tamura et al., 2008). De précédentes études ont mis en évidence un réle clé de IRF-1
dans le contrdle de la réplication du VHC (Kanazawa et al., 2004; Schoggins et al., 2011).
Lorsque nous avons éteint I'expression de IRF-1 par silencing dans les cellules Huh7.5.1
infectées, nous avons également constaté une augmentation de la réplication de JFH1, ce
qui témoigne de I'effet antiviral de IRF-1 sur le VHC.

IRF-1 régule I'expression de IDO en se fixant aux séquences ISRE présentes sur le promoteur
de IDO-1 (Konan and Taylor, 1996). Chez les souris infectées par Toxoplasma gondii, la
délétion de IRF-1 abolit totalement I'activité de IDO, ce qui suggere que IRF-1 joue un role
central dans I'induction de IDO lors des infections in vivo (Silva et al., 2002). En conséquence,
nous avons étudié I'impact de IRF-1 sur I'expression de IDO dans les hépatocytes. Nous
avons montré que lI'expression de IRF-1 dans les cellules Huh7.5.1 était suffisante pour
activer I'expression de IDO. A linverse, le blocage de IRF-1 par silencing inhibait
considérablement I'expression de IDO dans les cellules Huh7.5.1. L'ensemble de ces résultats
indique que I'expression de IDO au cours de l'infection des hépatocytes par le VHC est
directement liée a I'activation de IRF-1. Nous suggérons que IDO-1 appartient aux ISGs

régulés par I'IRF-1 en réponse a l'infection par le VHC.

STAT-1 participe a I’expression de IDO

De précédentes études ont suggéré que le facteur de transcription STAT-1 coopére avec IRF-
1 pour stimuler I’expression de IDO (Chon et al., 1996; Jeong et al., 2009)(Jeong et al., 2009).
Nous avons donc analysé I'expression et |'activation de STAT-1 dans les hépatocytes infectés
par le VHC et stimulés par I'IFN-y. Nous avons observé une phosphorylation prolongée de
STAT-1 dans les cellules Huh7.5.1 infectées par le JFH1 en présence d’IFN-y. Puisque STAT-1
est impliqué dans I'expression de IRF-1 (Ramsauer et al., 2007), I'activation prolongée de
STAT-1 pourrait soutenir a la fois I'expression de IRF-1 et celle de IDO. En faveur de cette

idée, une expression prolongée de IDO (jusqu’a 40h aprés stimulation par I'IFN-y) avait été
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constatée dans des hépatocytes infectés par le VHC et stimulés par I'IFN-y (Larrea et al.,
2007). Les auteurs de cette étude n’avaient pas exploré les modalités d’activation de IDO
dans les cellules exposées au VHC et a I'IFN-y. Notre travail suggere que |'expression
prolongée de IDO au cours de l'infection par le VHC pourrait étre au moins en partie médiée
par la phosphorylation de STAT-1. Une phosphorylation prolongée de STAT-1 en présence
d’IFN-y a été mise en évidence dans d’autres modeles d’infections virales in vitro tels que
I'infection par le virus Sindbis (Burdeinick-Kerr et al., 2009) ou par le CMV murin (Trilling et
al.,, 2014). L’adénovirus induit également une phosphorylation prolongée de STAT-1 en
présence d’IFN-a en inhibant la déphosphorylation de STAT-1 médiée par la protéine

tyrosine phosphatase TC45 (Sohn and Hearing, 2011).

Des études supplémentaires pourraient permettre de préciser les mécanismes moléculaires
impliqués dans la phosphorylation de STAT-1 dans notre modele in vitro. Au cours de la
réponse inflammatoire, la phosphorylation de STAT-1 est médiée par les protéines Janus
kinases (JAKs) en réponse a la stimulation par les IFNs (Shuai and Liu, 2003). L’utilisation
d’inhibiteurs des JAKs permettrait de déterminer si le maintien de la forme phosphorylée de
STAT-1 est lié a une augmentation de sa phosphorylation ou a un défaut de
déphosphorylation. Puisque I'infection par le VHC induit une libération d’IFNs de type |, la
phosphorylation prolongée de STAT-1 pourrait étre directement due a la stimulation
autocrine continue des hépatocytes par les IFNs de type |. Dans ce cas, le blocage des
récepteurs aux IFNs de type | par des anticorps monoclonaux permettrait de préciser le role
des IFNs de type | dans la phosphorylation prolongée de STAT-1. Une hypothése alternative a
la stimulation continue par les IFNs de type | serait une dérégulation de I'expression des
protéines SOCS, des inhibiteurs naturels des JAKs (Shuai and Liu, 2003). En faveur de cette
hypothése, il a été observé une inhibition de I'expression de SOCS-1 dans le foie de patients
infectés par le VHC (Miyoshi et al.,, 2005; Yang et al., 2003). Cette inhibition de SOCS-1
pourrait étre médiée par la protéine Core du VHC et/ou par la régulation épigénétique
(hyperméthylation) du gene SOCS-1 (Miyoshi et al.,, 2005; Yang et al., 2003). Dans les
lymphocytes B, le blocage de SOCS-1 par la protéine Core s’"accompagne d’'une augmentation
de la phosphorylation de STAT-1 (Yao et al., 2008). Des expériences de surexpression et/ou
de silencing de SOCS-1 pourraient permettre de préciser le role joué par cette protéine dans

la phosphorylation prolongée de STAT-1 dans notre modeéle.

122



IV. ROle de IDO dans I'immunosuppression

Impact de I'expression hépatique de IDO sur les lymphocytes T

Bien que I'expression hépatique de IDO au cours de l'infection par le VHC ait été rapportée
chez le chimpanzé et chez ’'homme (Larrea et al. 2007; Rollier et al. 2007a), son impact sur
I'immunité adaptative n’a jamais été exploré. Dans notre étude, nous montrons que
I’expression hépatique de IDO diminue significativement la prolifération des lymphocytes T
CD4* activés. Ce résultat suggere que les hépatocytes infectés par le VHC et placés dans un
microenvironnement riche en IFN-y sont capables d’exercer un rétrocontréle négatif sur les
lymphocytes T CD4*. Des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer le
mécanisme par lequel IDO inhibe la prolifération des lymphocytes T CD4*. En particulier, une
séparation des hépatocytes et des lymphocytes T CD4* en co-culture par des expériences de
transwell (Vacca et al., 2010) permettrait de préciser si I'inhibition de la prolifération des
lymphocytes T CD4* est médiée par des facteurs solubles ou si elle nécessite un contact
direct entre les lymphocytes T et les hépatocytes exprimant IDO. La restauration partielle de
la prolifération des lymphocytes T CD4* en présence de 1-DL-MT dans notre modeéle suggére
néanmoins que la dérégulation de la réponse lymphocytaire T est avant tout liée a I'activité

enzymatique de IDO sur le Try.

Les enzymes de la voie des kynurénines agissant en aval de la premiére étape catalysée par
IDO sont fonctionnelles dans le foie (Takikawa et al., 1986). Par conséquent, I'activation
hépatique de IDO au cours de I'hépatite C expose localement les lymphocytes T a une
déplétion en Try et a I'accumulation d’une variété de kynurénines. Nous n’avons pas
spécifiguement évalué I'impact respectif de la déplétion en Try et celui de I'accumulation
des kynurénines sur la prolifération des lymphocytes T dans notre travail. Cependant, de
précédentes études suggerent que la dérégulation des lymphocytes T induite par IDO peut a
la fois étre médiée par la déplétion en Try et par I'accumulation des kynurénines. Par
exemple, l'incubation de lymphocytes T CD4* ou CD8* dans un milieu pauvre en Try et en
présence d’un cocktail de plusieurs kynurénines inhibe I’expression de la chaine { des TCR et
favorise I'orientation des lymphocytes T vers un phénotype régulateur (Fallarino et al.,
2006). L’incubation de lymphocytes T avec certaines kynurénines comme |'‘acide 3 -
hydroxyanthranilique et I'acide quinolinique est suffisante pour entrainer un
dysfonctionnement, une anergie, voire méme une apoptose des lymphocytes T activés
(Fallarino et al., 2002; Terness et al., 2002). Des expériences de supplémentation en Try
et/ou d’exposition des lymphocytes T aux kynurénines pourraient permettre de préciser le

réle joué par ces différents composés dans notre modeéle.
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L'épuisement de la réponse lymphocytaire T est une caractéristique de l'infection chronique
par le VHC (Rehermann, 2013). Chez environ 2/3 des patients, cette insuffisance de la
réponse immunitaire ne permet pas d’éliminer le virus, conduisant a l'instauration d’une
hépatite C chronique. Nos résultats suggérent que I'expression prolongée de IDO par les
hépatocytes au cours de I'infection par le VHC pourrait jouer un réle crucial dans I'altération
de la réponse antivirale des lymphocytes T et favoriser la persistance du virus. Notre étude
s'est focalisée avant tout sur les interactions entre les hépatocytes infectés et les
lymphocytes T CD4* activés. D’autres populations cellulaires hépatiques pourraient
également jouer un role important dans l'immunosuppression médiée par IDO. En
particulier, les CPAs telles que les DCs et les macrophages sont abondamment présentes
dans le foie (Crispe, 2009; Heydtmann, 2009) et peuvent exprimer IDO a des niveaux élevés
(Mellor and Munn, 2004). De nombreuses études ont mis en évidence le réle central des DCs
IDO* dans l'instauration et le maintien de la tolérance immunitaire périphérique (Belladonna
et al., 2009; Mellor and Munn, 2004; Puccetti and Grohmann, 2007). Au cours de I'hépatite C
chronique, les DCs ont une faible capacité d’activation des lymphocytes T et expriment des
cytokines immunosuppressives qui favorisent I'immunotolérance (Lambotin et al., 2010). Les
DCs provenant de patients chroniquement infectés par le VHC ont une expression plus
élevée de IDO et induisent plus de lymphocytes Tregs in vitro que les DCs provenant de
sujets sains (Higashitani et al., 2013). Des études d’'immunohistochimie pourraient permettre
de préciser si les DCs (et les autres CPAs) expriment IDO dans le foie chez les patients
infectés par le VHC. Puisqu’une accumulation de lymphocytes Tregs est observée dans le foie
au cours de I’hépatite C chronique (Cabrera et al., 2004; Sugimoto et al., 2003), I'impact de
I’expression hépatique de IDO sur la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes

Tregs pourrait également étre exploré par des expériences complémentaires de co-culture.

Réle de IDO dans I’échappement immunitaire au cours des infections virales

Bien que IDO soit exprimée lors de nombreuses infections virales, seuls quelques virus
comme le VHC, le VHB et le VIH parviennent a échapper au systéme immunitaire et a établir
des infections chroniques (Byakwaga et al., 2014; Chen et al., 2009; Larrea et al., 2007). Dans
d’autres infections comme la grippe, I'altération des réponses lymphocytaires Thl et Th17
lige a I'activation de IDO n’est pas suffisante pour permettre au virus de persister dans
I’'organisme (Fox et al., 2013). Au sein de la famille des Flaviviridae dans laquelle plusieurs
virus activent I'expression de IDO, seul le VHC établit des infections chroniques, tandis que
les virus West Nile et de la dengue entrainent uniquement des infections aigués (Becerra et
al., 2009; Yeung et al., 2012). Ces observations suggerent que I'impact de IDO sur I"évolution

des infections virales est variable selon les virus impliqués.
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Plusieurs hypothéses permettraient d’expliquer ce constat. D’une part, il a été suggéré que
I'effet « dominant » de IDO - antimicrobien ou immunorégulateur - serait variable en
fonction de I'agent pathogene considéré (Divanovic et al., 2012). D’autre part, le niveau
d’expression de IDO pourrait étre plus élevé dans le cas du VIH, du VHC et du VHB que lors
des autres infections virales, favorisant ainsi la persistance de ces virus. Une étude
comparative des concentrations sériques de Kyn et de Try lors d’infections par différents
virus pourrait aider a étayer cette hypothese. Enfin, le site anatomique d’activation de IDO
pourrait jouer un réle important dans le devenir de 'infection. En effet, la réplication du VHC
et du VHB se déroule dans le foie, tandis que les tissus lymphoides associés aux muqueuses
digestives et les ganglions mésentériques sont des sites importants de la réplication et de la
persistance du VIH (Cumont et al., 2007). Le foie, les ganglions mésentériques et les organes
lymphoides associés aux muqueuses digestives drainent respectivement le sang et la lymphe
en provenance du tube digestif et sont confrontés en permanence a des motifs antigéniques
étrangers provenant du microbiote intestinal. Linstauration d’'une tolérance immunitaire
périphérique dans le foie et dans les tissus lymphoides péri-intestinaux est indispensable au
maintien de la symbiose entre les bactéries commensales et leur hote et permet d’éviter une
activation immunitaire permanente (Crispe, 2009; Eberl and Lochner, 2009). Par conséquent,
le microenvironnement de ces organes est riche en cytokines immunosuppressives et en
lymphocytes Tregs (Crispe, 2009). Le catabolisme du Try est également omniprésent dans
ces organes, via I'expression de TDO et de IDO dans le foie et via I'activation « constitutive »
de IDO dans les ganglions mésentériques (Onodera et al., 2009). Les pathogénes capables de
se répliquer sur ces sites anatomiques « tolérogenes », tels que le VHC, le VHB et le VIH,
pourraient ainsi profiter de I'action immunorégulatrice locale de IDO pour proliférer et
échapper a la réponse immunitaire. En faveur de cette idée, il a été observé que la
progression de l'infection par le SIV chez le macaque était corrélée a I'expression de IDO
dans les ganglions mésentériques et dans les tissus lymphoides associés aux muqueuses
digestives (Cumont et al., 2007).

Certaines expériences de transplantations d’organes suggérent également que l'impact
global de IDO in vivo pourrait varier en fonction de son site anatomique d’expression. En
effet, il a été observé que le blocage pharmacologique de IDO dans divers modéles de
greffes de cornée, de peau ou de pancréas n‘augmente pas significativement la vitesse de
rejet du greffon, ce qui suggére que IDO ne joue qu’un réle mineur dans la tolérance
immunitaire périphérique au cours de ces allogreffes (Mulley and Nikolic-Paterson, 2008). A
I'inverse, le blocage de IDO lors de greffes hépatiques chez la souris induit un rejet rapide du
greffon (Pan et al., 2000), suggérant une place importante de IDO dans I'immunotolérance
envers le nouveau foie. En faveur de cette idée, il a été observé que I'expression hépatique
de IDO était induite lors des greffes hépatiques allogéniques mais pas lors des greffes
syngéniques chez le rat (Pan et al.,, 2000). Cette activation hépatique de IDO pourrait
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expliquer la tolérance immunitaire spontanée envers les foies allogreffés chez de nombreux
modeles murins (Miki et al., 2001). Ainsi, I'expression de IDO pourrait avoir une place
centrale dans la tolérance immunitaire hépatique. En induisant I'expression hépatique de
IDO, le VHC pourrait bénéficier d’un environnement tolérogene favorable a son

échappement immunitaire et a sa persistance.

V. Impact de IDO in vivo

Malgré les nombreuses preuves de I'effet antiviral de IDO in vitro, son impact in vivo est plus
discuté. Certains auteurs ont suggéré que l'intensité de la déplétion en Try a atteindre pour
bloquer la réplication des agents pathogenes in vitro avait peu de chance de survenir in vivo
puisque les réserves locales de Try dans les tissus sont rapidement reconstituées par
diffusion du Try a partir de tissus voisins ou par libération du Try par les cellules en apoptose
(Moffett and Namboodiri, 2003). Pourtant, I'impact antimicrobien de IDO in vivo a été
clairement établi lors d’infections par certains parasites comme Toxoplasma gondii
(Divanovic et al., 2012; Silva et al.,, 2002) ou Trypanosoma cruzi (Knubel et al., 2010).
L'infection aigué de souris par Toxoplasma gondii active I'expression de IDO et entraine une
diminution des concentrations en Try et une accumulation de kynurénines dans le sérum, les
poumons et le systéme nerveux central (Silva et al., 2002). Le blocage génétique de I'IFN-y
ou de I'IRF-1 (souris IFN-y’/- ou IRF-17/) ou le blocage pharmacologique de IDO entraine une
mortalité massive des souris quelques jours apres linfection par Toxoplasma gondii,
suggérant un rdle crucial de I'axe IFN-y-IRF-1-IDO dans la défense contre ce parasite in vivo
(Divanovic et al., 2012; Silva et al., 2002).

L'impact de IDO sur I'évolution des infections in vivo semble extrémement variable selon
I’'agent pathogene impliqué. En effet, si IDO contribue a la défense contre Toxoplasma gondii
chez la souris, son expression dans le méme modeéle murin infecté par Leishmania major
(I'agent de la leishmaniose cutanée) favorise au contraire I'échappement immunitaire et la
persistance de I'infection (Divanovic et al., 2012). Dans cette méme étude, I'inhibition de IDO
chez des souris infectées par HSV-1 n’induisait pas d’'impact visible sur la réplication virale ni
sur la virulence de l'infection (Divanovic et al., 2012). Dans une autre étude, le blocage
génétique ou pharmacologie de IDO chez des souris infectées par le virus de la leucémie
murine LP-BM5 augmentait le nombre de pDCs et I'expression des IFNs de type | et
supprimait la réplication virale. En conséquence, la survie des souris IDO’/" infectées par le
virus LP-BMS5 était significativement supérieure a la survie des souris sauvages (Hoshi et al.,
2010). De la méme maniéere, l'inhibition pharmacologique de IDO réduisait la réplication
virale du VHB dans un modéle in vivo (Moheno et al., 2010). Ces observations indiquent que

le r6le dominant de IDO — antimicrobien ou immunorégulateur — varie considérablement
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selon I'agent pathogene impliqué. L'expression et I'impact de IDO vis-a-vis d’'un méme agent
pathogéne pourrait également varier significativement entre les hotes de différentes
especes (Schmidt and Schultze, 2014), soulignant I'importance d’utiliser des modéles in vivo
qui se rapprochent de la physiologie humaine et/ou de réaliser des études cliniques pour

évaluer I'impact de IDO au cours des infections chez I’homme.

Dans le cas du VHC, I'expression hépatique de IDO est transitoirement augmentée en phase
aigué de l'infection chez les chimpanzés qui parviennent a éliminer le virus (Larrea et al.,
2007). Cette observation supporte nos résultats in vitro et plaide en faveur du réle de IDO
dans la défense immunitaire contre le VHC en phase aigué de l'infection, sans toutefois
I’affirmer. Au cours de I’'hépatite C chronique, le maintien de I'expression de IDO dans le foie
des chimpanzés pourrait par contre favoriser I'immunotolérance et la persistance du VHC
(Larrea et al., 2007; Rollier et al., 2007b). Le développement de modeles murins /IDO/
immunocompétents et supportant I'infection par le VHC constituerait un outil précieux pour

évaluer I'impact antiviral réel de IDO sur le VHC in vivo.

VI. Place des inhibiteurs de IDO

Le blocage pharmacologique de IDO par le 1-MT dans notre modele de co-culture restaurait
partiellement la prolifération des lymphocytes T CD4* activés. Bien que des études in vivo
soient nécessaires pour le confirmer, ce résultat suggere que les inhibiteurs
pharmacologiques de IDO pourraient aider a restaurer une immunité antivirale efficace au
cours de I’hépatite C chronique. A ce jour, plusieurs inhibiteurs de IDO sont en cours d’essais
thérapeutiques de phases | ou Il dans le traitement des cancers (Austin and Rendina, 2014).
Des expérimentations précliniques suggerent que les inhibiteurs de IDO pourraient
également trouver leur place dans I'arsenal thérapeutique contre les infections virales. Dans
un modele murin d’encéphalite a VIH, I'administration de 1-MT contribuait a restaurer la
réponse immunitaire des lymphocytes T CD8* et permettait d’éliminer pres de 90 % des
macrophages infectés par le VIH (Potula et al., 2005). De la méme maniere, le 1-MT
favorisait la clairance virale et la survie de souris infectées par le virus de la leucémie murine
(Hoshi et al., 2010). Chez le macaque Rhesus, le 1-MT agissait en synergie avec les

trithérapies antirétrovirales pour diminuer la réplication virale du SIV (Boasso et al., 2009).

Outre I'utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques spécifiques de IDO, d’autres stratégies ont
été proposées pour diminuer I'expression et/ou l'activité de IDO au cours des infections
virales. L’administration de vitamine B3 (niacine/ nicotinamide), un produit final de la voie
des kynurénines, a des patients infectés par le VIH augmentait la concentration plasmatique

de Try (Murray et al., 2001) et était associée a des taux plus élevés de lymphocytes T CD4*
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circulants, a une progression plus lente de la maladie et a une survie augmentée (Murray,
2003). Cette observation suggere I'existence d’un rétrocontréle négatif des produits finaux
de la voie des kynurénines sur le catabolisme du Try et laisse entrevoir une possible
utilisation thérapeutique de ces molécules. L'engagement des corécepteurs CTLA-4 sur les
corécepteurs CD80/CD86 des cellules dendritiques induit I'expression de IDO (Puccetti and
Grohmann, 2007). Le blocage des co-récepteurs CTLA-4 par un anticorps monoclonal,
I'lpilimumab (Hodi et al., 2010), pourrait permettre de bloquer I'induction de IDO dans
certaines situations pathologiques. Chez le macaque infecté par le SIV, I'association
d’lpilimumab au traitement antirétroviral diminuait I'expression de IDO et du TGF-B et
augmentait |'efficacité de la réponse immunitaire antivirale médiée par les lymphocytes T
CD4" et CD8" (Hryniewicz et al., 2006). L’'ensemble de ces résultats suggere que les différents
inhibiteurs de I'expression et/ou de I'activité de IDO contribuent a restaurer une réponse
immunitaire antivirale au cours des infections chroniques. Des études précliniques et
cliniques sont nécessaires pour préciser la place de ces inhibiteurs au cours de l'infection

chronique par le VHC.

En plus de son réle dans I'immunotolérance au cours des infections, I'expression de IDO
pourrait diminuer la réponse immunitaire lors de la vaccination. Ainsi, I'expression de IDO a
été associée a une diminution de I'efficacité de la vaccination anti-VHB dans une cohorte de
patients hémodialysés (Eleftheriadis et al., 2011). Dans ce contexte, les inhibiteurs de IDO
pourraient trouver leur place pour augmenter I'efficacité de vaccins prophylactiques et/ou
thérapeutiques. Chez les souris immunisées par I'antigene HBs en présence d’a-
galactosylcéramide (un agoniste des cellules NKT utilisé comme adjuvant), I'inhibition de IDO
favorisait le développement de la réponse immunitaire adaptative anti-VHB (Ito et al., 2014).
Dans une récente étude, 'immunogénicité d’un vaccin thérapeutique anti-SIV a été évaluée
chez des macaques infectés par le SIV en présence de 1-MT, d’un anticorps anti-CTLA-4 et
d’une trithérapie antirétrovirale. Contrairement a I'effet attendu, le blocage de IDO et du
CTLA-4 n’augmentait pas la réponse immunitaire induite par le vaccin mais aggravait la
toxicité des antirétroviraux, conduisant a des pancréatites et a des diabétes auto-immuns
|étaux pour les animaux (Vaccari et al., 2012). Ce résultat montre que les inhibiteurs de IDO,
notamment en association avec d’autres molécules immunomodulatrices comme les
anticorps anti-CTLA-4, peuvent induire des effets secondaires liés a leur impact sur
I'immunotolérance in vivo. Le résultat des études cliniques actuellement menées avec le 1-

MT permettra de préciser la toxicité réelle de cette molécule chez ’'homme.
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VII. Place de TDO et de IDO-2

En plus de IDO-1, deux autres enzymes sont responsables de la dégradation du Try chez
I’'hnomme : TDO et IDO-2, I'enzyme paralogue de IDO-1 (Ball et al., 2014). Nous n’avons pas
détecté d’expression de IDO-2 dans les hépatocytes infectés par le VHC au cours de notre
étude. A ce jour, le réle joué par IDO-2 chez 'homme reste mal connu. Compte tenu de sa
faible affinité pour le L-Try par rapport a IDO-1, certains auteurs ont suggéré que le role de
IDO-2 chez 'homme et les vertébrés supérieurs pourrait étre indépendant de son activité
enzymatique (Pantouris et al., 2014). A l'inverse, il a également été suggéré que IDO-2 aurait
conservé une activité enzymatique biologiquement pertinente sur le Try au cours de
I’évolution, mais que cette activité pourrait étre limitée a certains types cellulaires et/ou a
certaines circonstances physiologiques ou pathologiques. En faveur de cette idée, il a été
observé que la chimiokine CXCL11 induisait a la fois I'expression de IDO-2 et I'augmentation
des concentrations en L-Kyn in vitro dans des cellules issues de carcinomes baso-cellulaires
(Lo et al., 2011). In vivo, I'expression de IDO-2 a été mise en évidence sur le site tumoral au
cours des cancers gastriques, coliques, rénaux et pancréatiques (Lob et al., 2009; Witkiewicz
et al., 2009). De plus, des lymphocytes T cytotoxiques spécifiques de IDO-2 et possédant des
propriétés anti-tumorales ont été observés chez des patients atteints de cancers du rein ou
de mélanomes (Sgrensen et al., 2011). L'ensemble de ces résultats plaide en faveur d’une
activation de IDO-2 durant certains cancers. Le récent développement de souris IDO-27/" a
permis de proposer un role de IDO-2 distinct de celui de IDO-1 lors de la réponse
inflammatoire (Metz et al., 2014). En utilisant un modéle murin d’hypersensibilité de contact
pour évaluer les différences d'immunorégulation entre des souris sauvages, IDO-17/" et IDO-
27/, Metz et al. ont montré que IDO-2 était nécessaire a l'induction de plusieurs cytokines
importantes dans la réponse inflammatoire et non affectées par la délétion de IDO-1, dont
I'lIFN-y, le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), le TNF-a et I'lL-6
(Metz et al., 2014). A ce jour, aucune étude clinique ou épidémiologique a grande échelle n’a
pu corréler 'activation de IDO-2 avec une pathologie particuliere. Le role joué par IDO-2 au

cours des infections virales reste donc a préciser.

TDO est constitutivement exprimée dans le foie et joue un role important dans
I’'homéostasie du Try (Forouhar et al., 2007). Il a été montré que des cellules exprimant une
protéine TDO recombinante d’origine humaine pouvaient bloquer la croissance de certains
microorganismes comme Staphylococcus aureus, Toxoplasma gondii et HSV et pouvaient
inhiber I'activation et la prolifération des lymphocytes T in vitro (Schmidt et al., 2009). Cette
observation suggére que TDO pourrait jouer un réle antimicrobien et/ou immunorégulateur
au cours des infections. Lors d’une récente étude, Bessede et al. ont observé que TDO (mais
pas IDO-1 ni IDO-2) était impliquée dans la régulation de la réponse inflammatoire in vivo

lorsque des souris étaient stimulées pour la premiére fois par du LPS. Par contre, une
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deuxieéme stimulation par le LPS déclenchait un état de « tolérance aux endotoxines » médié
cette fois par la phosphorylation de IDO-1 dans les DCs CD11c*. La phosphorylation de IDO-1
était dépendante de I’AhR et aboutissait a la production de TGF-B (Bessede et al., 2014).
Cette étude offre un regard nouveau sur la complémentarité entre TDO et IDO-1 dans la
régulation de la réponse inflammatoire et sur I'importance de la phosphorylation de IDO-1
dans les processus biologiques. Nous n’avons pas évalué I'expression hépatocytaire de TDO
au cours de linfection par le VHC. Cependant, puisque lI'expression de TDO n’est pas
inductible par I'lFN-y et n’est pas bloquée par le 1-DL-MT, nos résultats in vitro suggerent
avant tout un réle de IDO-1 dans la défense antivirale et 'immunorégulation au cours de
I’'hépatite C.

VIII.  Vers un impact plus large de IDO au cours de I’hépatite C

En plus de son role dans la régulation de I'inflammation et des infections, IDO est suspectée
de participer a de nombreux processus pathologiques incluant I'échappement tumoral a
I'immunosurveillance (Godin-Ethier et al., 2011), certains désordres auto-immuns (Scott et
al.,, 2009) ou métaboliques (Oxenkrug, 2010) et les troubles de I"humeur (Campbell et al.,
2014a). Or, I'évolution de I'hépatite C chronique est marquée par le risque de survenue de
carcinomes hépatocellulaires, de désordres métaboliques, de pathologies auto-immunes et
de syndromes dépressifs (2013). Puisque |’expression de IDO est activée au cours de
I’"hépatite C chronique, il convient de s’interroger sur le role joué par IDO dans la genése de

ces manifestations.

Troubles de I’lhumeur

De nombreux arguments plaident en faveur du role de I'inflammation dans la survenue des
troubles de I'humeur (Dantzer et al., 2008b). Le métabolisme du Try, via la synthése de
sérotonine (Berger et al., 2009), de mélatonine ou de kynurénines (Campbell et al., 2014a)
est également directement lié a la régulation de I'humeur. La relation entre catabolisme du
Try, réponse inflammatoire et dépression a été bien caractérisée dans des modéles animaux.
Par exemple, les souris infectées par du bacille de Calmette et Guérin (O’Connor et al.,
2009b) ou qui recoivent des injections de LPS (O’Connor et al., 2009c) développent des
syndromes dépressifs associés a une activation de I'expression de IDO. Le blocage
pharmacologique de IDO par le 1-MT prévient le développement des symptdmes dépressifs
dans ces modeéles murins (O’Connor et al., 2009b, 2009c). Au cours de I’hépatite C, jusqu’a

50 % des patients traités par I'lFN-a développent des symptomes dépressifs qui persistent
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pendant toute la durée du traitement et subsistent pendant une courte période a l'arrét du
traitement (Bonaccorso et al.,, 2002a). Une augmentation significative du ratio des
concentrations sériques Kyn/Try, témoin d’une activation de IDO, a été constatée chez les
patients infectés par le VHC et traités par I'IFN-a (Bonaccorso et al., 2002b; Capuron et al.,
2003). Cette observation suggere que |'expression de IDO et I'inflammation systémique
générées par le VHC et I'IFN-a pourraient faire le lit des troubles de I'humeur chez ces
patients. En faveur de I'implication de IDO dans ce contexte, il a récemment été observé
qgu’un polymorphisme sur le promoteur de /IDO-1 est associé a une plus grande sévérité des
symptomes dépressifs induits par I'IFN-a chez les patients caucasiens chroniquement
infectés par le VHC (Smith et al., 2012). Des études supplémentaires sont donc a mener pour
préciser le réle de IDO dans les symptomes dépressifs constatés chez ces patients et évaluer
le bénéfice éventuel des inhibiteurs pharmacologiques de IDO au cours du traitement par
I"lIFN-a.

Désordres métaboliques et pathologies auto-immunes

Les patients chroniquement infectés par le VHC présentent des perturbations métaboliques
telles qu’une insulino-résistance (Romero-Gémez, 2006), un diabéte de type 2 (Mehta et al.,
2003), ou un syndrome métabolique (Sheikh et al., 2008). Dans une récente cohorte de
patients chroniquement infectés par le VHC, I'expression de IDO était significativement
associée a la survenue d’une insulino-résistance (Oxenkrug et al., 2013), ce qui suggere que
I’expression de IDO pourrait étre impliquée dans les désordres métaboliques associés au

VHC. Des études supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypotheése.

Carcinome hépatocellulaire

Les patients chroniquement infectés par le VHC sont a risque de développer un carcinome
hépatocellulaire (CHC) (Tsai and Chung, 2010). Le CHC représente le 5°™¢ cancer le plus
fréquent chez ’homme (le 7™ chez la femme) et la 2™ cause de mortalité par cancer dans
le monde (El-Serag, 2012; Ferlay et al., 2015). Dans environ 80 % des cas, les CHC sont
associés a des infections chroniques par le VHC ou le VHB (El-Serag, 2012). Les mécanismes
impliqués dans la carcinogénese au cours de l'infection par le VHC sont mal compris.
L'inflammation chronique, la dérégulation des voies de signalisation cellulaire induite par les
protéines virales et les mécanismes s’échappement a I'immunosurveillance sont
probablement des éléments clés conduisant a l'initiation et a la promotion des CHC au cours
de I'hépatite C (Tsai and Chung, 2010). La tolérance immunitaire médiée par IDO dans un

contexte d’inflammation chronique pourrait faire le lit du développement de cancers. Il a
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notamment été montré que le phorbol myristate acétate (PMA), un agoniste de la protéine
kinase C capable de stimuler I'inflammation et de favoriser la survenue de cancers in vivo,
induit la production de IDO dans les pDCs des ganglions périphériques. En retour,
I’expression de IDO par les pDCs bloque I'activation et la prolifération des lymphocytes T.
Chez les souris knock-out pour le gene IDO-1, l'impact carcinogene du PMA est
considérablement diminué, ce qui suggére que IDO joue un réle clé dans la carcinogénése in
vivo (Muller et al., 2008). IDO est exprimée durant les CHC (Ishio et al., 2004; Pan et al.,
2008). Dans une cohorte de 138 patients atteints d’un CHC, I'expression de IDO mesurée par
immunohistochimie sur le site tumoral était associée a la survenue de métastases et
inversement corrélée a la survie (Pan et al., 2008). Lors des CHC, I'expression de IDO est
observée a la fois dans les cellules tumorales et les cellules du microenvironnement (Ishio et
al., 2004; Pan et al., 2008). Les fibroblastes issus du microenvironnement des CHC altérent
I'activation et le fonctionnement des cellules NK via I'action combinée de IDO et de la
prostaglandine E2, conduisant in fine a une diminution de la cytotoxicité des cellules NK et
de la production de cytokines pro-inflammatoires (Li et al., 2012). Tres récemment, une
nouvelle sous-population de DCs exprimant les marqueurs CD14*CD11bMe"CTLA-4* a été
mise en évidence chez les patients atteints de CHC. Cette sous-population de DCs était
présente sur le site tumoral et représentait environ 13 % des cellules mononucléées du sang
périphérique. De maniere intéressante, ces DCs CD14*CTLA4* inhibaient la prolifération des
lymphocytes T CD4* et favorisaient leur apoptose in vitro via la production d’un niveau élevé
de IDO et d’IL-10. L’ajout de 1-MT dans le milieu réactionnel restaurait presque entierement
la prolifération des lymphocytes T CD4*, suggérant que IDO est un acteur clé dans
I'immunosuppression médiée par les DCs CD14*CTLA-4* au cours des CHC (Han et al., 2014).
L'ensemble de ces arguments plaide en faveur d’un réle de IDO dans la carcinogénese
hépatique au cours de l'infection par le VHC. La place des inhibiteurs de IDO dans ce

contexte pourrait étre précisée par des études cliniques.
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CONCLUSION

L’échappement du VHC au systéeme immunitaire conduit a la persistance virale chez plus de
deux tiers des patients. En plus des mécanismes développés par le VHC pour contourner la
réponse immunitaire, des facteurs de I’'h6te pourraient favoriser la persistance du virus dans
I'organisme. La protéine IDO est activée lors de nombreuses infections virales au cours
desquelles elle est suspectée de participer a la fois aux mécanismes de défense de I’hote et a
I'immunosuppression. L'expression de IDO est augmentée chez les patients chroniquement
infectés par le VHC (Higashitani et al., 2013; Larrea et al., 2007). Chez les chimpanzés
infectés par le VHC, les ARNm de IDO sont rapidement détectables dans le foie et persistent
tout au long de la phase chronique de l'infection (Larrea et al., 2007; Rollier et al., 2007b),

suggérant une implication de IDO dans la pathogénése de I’'hépatite C.

Au cours de ce travail, nous avons souhaité préciser la place des hépatocytes dans
I'expression hépatique de IDO au cours de I'hépatite C, déterminer les mécanismes
moléculaires impliqués dans I'induction de IDO par le VHC et évaluer I'impact de IDO sur la

réplication du VHC et sur la réponse immunitaire antivirale.

Nous avons démontré que l'infection par le VHC stimule I'expression de IDO dans les
hépatocytes. L’'enzyme produite est fonctionnellement active, capable de dégrader le Try en
Kyn. L'expression de IDO par les hépatocytes est encore accrue lorsque les hépatocytes sont
soumis a la fois a I'infection par le VHC et a la présence d’IFN-y provenant des lymphocytes T
activés situés dans leur microenvironnement. La stimulation de IDO dans les hépatocytes
infectés par le VHC est médiée par l'activation du facteur de transcription IRF-1 et
potentialisée par le maintien d’un état phosphorylé de STAT-1 induit par le VHC.

Nous avons observé que |'expression de IDO par les hépatocytes infectés est contemporaine
du déclenchement de la réponse antivirale innée et que IDO inhibe partiellement la
réplication du VHC. Nous avons également montré que IDO est impliquée dans I'effet
antiviral de I'lFN-a sur le VHC. En plus de cette action antivirale sur le VHC, I'expression de
IDO par les hépatocytes inhibe la prolifération des lymphocytes T CD4* activés situés a
proximité, ce qui suggere un réle immunosuppresseur de IDO au cours de l'infection par le
VHC.

Nous avons donc identifié un double réle de I'IlDO hépatique au cours de l'infection par le
VHC : la défense antivirale et 'immunorégulation. Au cours de la phase aigué, I'expression

de IDO pourrait contribuer au contrdle de I'infection en ralentissant la réplication du VHC.
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Au cours d’une phase plus tardive, lorsque les lymphocytes T anti-VHC s’accumulent dans le
foie et que le microenvironnement devient riche en IFN-y, I'expression accrue de IDO dans
les hépatocytes infectés par le VHC pourrait contre-réguler la réponse antivirale des
lymphocytes T et favoriser la tolérance immunitaire. Il est possible que ce mécanisme
permette de protéger les hépatocytes contre une possible réponse exagérée des
lymphocytes T et évite ainsi la survenue d’une cytolyse massive. La rareté des hépatites
fulminantes liées au VHC plaide en faveur de l'efficacité d’un tel systeme chez 'homme
(Maheshwari et al., 2008). La contrepartie de I'expression hépatique de IDO est I'atténuation
de la réponse cellulaire adaptative qui risque d’entraver la clairance virale. Ainsi, I'expression
hépatique de IDO pourrait étre bénéfique a I’'h6te durant la phase aigué puis délétere au
cours de la phase chronique. Un modeéle similaire a été proposé pour certaines infections
bactériennes par Miller et al. (Mdller et al., 2009). Dans cette étude, les auteurs ont observé
que la concentration minimale de Try nécessaire a la croissance bactérienne était 10 a 40
fois plus élevée que la concentration minimale nécessaire a |'activation des lymphocytes T.
Ce résultat suggere que la déplétion en Try impacterait d’abord la prolifération microbienne.
Puis, lorsque les concentrations en Try continuent a descendre, la réponse cellulaire T serait

a son tour touchée par I'effet métabolique de IDO.

Des études supplémentaires pourraient permettre de déterminer le role des autres cellules
du foie, en particulier les CPAs, dans |'expression hépatique de IDO au cours de l'infection
par le VHC. Il serait également intéressant de préciser in vitro les modalités d’activation de
IRF-1 et du maintien de la phosphorylation de STAT-1 induits par le VHC dans les
hépatocytes. L'influence de I'expression hépatique de IDO sur la différenciation et la
fonctionnalité des lymphocytes T pourrait étre évaluée par des modeles supplémentaires de
co-culture. Enfin, la compréhension des réles successifs joués par IDO dans la progression de
I'infection par le VHC pourrait étre facilitée par le développement de modeles murins

immunocompétents, knock-out pour le géne IDO-1 et permissifs pour le VHC.

Le blocage de I'action immunorégulatrice de IDO au cours de l'infection chronique par le
VHC pourrait permettre de restaurer une réponse immunitaire efficace contre le virus et
faciliter la clairance virale. Des inhibiteurs pharmacologiques de IDO ont été développés et
sont actuellement en cours d’essais thérapeutiques dans le traitement des cancers. Des
études précliniques puis cliniques pourraient permettre de préciser la place de ces
inhibiteurs de IDO dans I'arsenal thérapeutique et dans les stratégies vaccinales contre le

virus de I’hépatite C.
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Abstract

In patients with hepatitis C virus (HCV) infection, enhanced activity of indoleamine-2,3-
dioxygenase 1 (IDO) has been reported. IDO - a tryptophan-catabolizing enzyme — has been
considered as both an innate defence mechanism and an important regulator of the immune
response. The molecular mechanism of IDO induction in HCV infection and its role in the
antiviral immune response remain unknown. Using primary human hepatocytes, we show
that HCV infection stimulates IDO expression. IDO gene induction was transient and
coincided with the expression of type | and type Il interferons (IFNs) and IFN-stimulated
genes (ISGs) in HCV-infected hepatocytes. Overexpression of hepatic IDO prior to HCV
infection markedly impaired HCV replication in hepatocytes, suggesting that IDO limits the
spread of HCV within the liver. siRNA-mediated IDO knockdown revealed that IDO functions
as an IFN-mediated anti-HCV effector. Hepatic IDO was most potently induced by IFN-y and
ongoing HCV replication could significantly upregulate IDO expression. IRF1 and STAT1
regulated hepatic IDO expression. Hepatic IDO expression also had a significant inhibitory
effect on CD4+ T cell proliferation. Our data suggest that hepatic IDO plays a dual role during

HCYV infection by retarding viral replication and also regulating host immune responses.

Key words: indoleamine-2,3-dioxygenase, hepatocyte, hepatitis C virus, antiviral immune

response
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Introduction

Hepatitis C virus (HCV), a member of the Flaviviridae family, is one of the most important
causes of chronic liver disease which may lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC) [1]. Hepatic innate immunity is the first line of defence against HCV and plays a
crucial role in the initiation and modulation of adaptive immune responses [2]. Although the
initiated immune response can clear HCV, the majority of acutely-infected individuals
develop persistent infection. Persistence of HCV has been ascribed to HCV escape
mutations and impaired innate and adaptive immune responses through mechanisms that

are not yet fully understood (reviewed in [2] and [3]).

Indoleamine-2,3-dioxygenase 1 (IDO) is an enzyme that metabolizes tryptophan to
kynurenine which can be further metabolized to various downstream catabolites, such as 3-
hydroxykynurenine. IDO is induced mainly by type Il interferons (IFN-y) and to a lesser
extent by type | IFNs (IFN-o/B) and other inflammatory cytokines in human tissues and cell
subsets [4]. IDO has been considered to be part of the host’s innate defence mechanism as
it can control pathogen proliferation by depleting tryptophan from the local microenvironment
[5]. Nutrient deprivation is an evolutionarily ancient but important strategy of the innate host
defence. IDO-mediated tryptophan depletion in cell culture models has been shown to inhibit
replication of various viruses, such as herpes simplex virus, hepatitis B virus, and flaviviruses

[6-8].

Previous research has demonstrated that IDO plays a crucial role in immunological
homeostasis [9] and pathogen persistence [10]. CD4+ T cells are very sensitive to tryptophan
shortage and accumulation of kynurenine catabolites which cause their arrest in the G1

phase of the cell cycle, anergy and even apoptosis. For example, IDO-producing dendritic
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cells (DCs) inhibit T cell activation and proliferation or induce T regulatory (Treg) cells
through tryptophan starvation and/or formation of immunotoxic kynurenine catabolites, such
as 3-hydroxykynurenine and 3-hydroxyanthranilic acid [4]. In vitro studies have shown that
HIV stimulates IDO expression in DCs [11]. Moreover, during HIV infection, IDO is
overexpressed in lymphoid tissue and parallels with the accumulation of Treg cells [12]

suggesting that activation of IDO facilitates HIV persistence.

An increased serum kynurenine to tryptophan ratio, which is an index for IDO activity,
has been previously demonstrated in patients with chronic HCV infection when compared to
patients with resolved HCV infection and healthy individuals [13-16]. Studies in HCV-infected
chimpanzees showed that IDO mRNA expression is upregulated in the liver during the acute
phase of infection but returns rapidly to baseline levels in chimpanzees that subsequently
cleared the infection. In contrast, chimpanzees that developed persistent infection
maintained high level of hepatic IDO mRNA expression [14,17]. However, the molecular
mechanism of IDO induction in HCV infection and its impact on anti-HCV effector functions

remains poorly defined.

In this study, we show that hepatic IDO expression exerts inhibitory effects on both
HCV replication and immune cells. The dichotomous nature of IDO may favour persistence

within the host over viral eradication.
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Materials and methods

Cells, reagents, and antibodies

Human Huh7.5.1 cells were kindly provided by Dr. F. Chisari (The Scripps Research
Institute, La Jolla, CA; MTA number 636) [18]. PHH were provided by Stephen Strom of
University of Pittsburgh through the Liver Tissue Procurement and Distribution System (NO1-
DK-7-0004/HHSN26700700004C). PHH were isolated from liver resections according to
standard perfusion protocols. After seven days of culture, PHH remained attached and
maintained a healthy and highly differentiated phenotype. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were isolated from healthy blood donors (EFS-Alsace, Strasbourg, France) by
Ficoll density gradient centrifugation. CD4+ T cell positive selection was performed by
magnetic sorting using CD4+ microbeads (Miltenyi Biotech). Human recombinant IFN-a and
IFN-y were obtained from Roche and Intermune, respectively. Rabbit polyclonal anti-IDO1
(Abcam), anti-B actin (Abcam), anti-IRF1 (Santa Cruz Biotechnology), anti-STAT1 and anti-
STAT1 (Tyr701) antibody (Cell Signaling) were used for Western blot analysis. PE-
conjugated mouse anti-human IFN-yR, anti-HCV core (clone C7-50, Thermo Scientific) and
anti-IRF1 antibodies were used for flow cytometry analysis. The IDO inhibitor 1-DL-MT, a
racemic mixture of 1-methyl-tryptophan comprising both isomers (D+L), was purchased from

Sigma-Aldrich.

Viruses

Production of HCV pseudoparticles (HCVpp) bearing envelope glycoproteins of strains HCV-
J (1b) and JFH1 (2a), and production of vesicular stomatitis virus pseudoparticles (VSVpp)
has been described previously [19]. HCVpp were added to Huh7.5.1 cells for 3h at 37°C.
HCVpp infection was determined by measuring luciferase activity 72 hours post-infection.
HCVpp entry was assessed with a luciferase assay system (Promega) using a Mithras
LB940 plate reader (Berthold Technologies). Production of cell-culture-derived HCV (HCV

JFH1 strain kindly provided by Dr. T. Wakita of the National Institute of Infectious Disease,
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Tokyo, Japan, MTA number 1664) has been described previously [20]. For infection
experiments, Huh7.5.1 cells and PHH were infected with JFH1 at a multiplicity of infection
(MOI) of 0.05 and 0.1, respectively, for 3 hours at 37°C to allow HCV entry. HCV JFH1
infection efficiency of PHH ranged from 4 to 7 RNA copies per hepatocyte. PHH were
infected with 50 ul of serum derived from a patient infected with HCV genotype 1b (viral load
of 6.68 x 10° IU/ml) who had participated in an HCV clinical trial (ClinicalTrials.gov identifier:
NCTO00638144). The cells were then washed with a heparin solution (60 pg/ml) to remove
surface-bound viral particles followed by two washes in PBS. JFH1 infection was analyzed in
cell lysates by quantification of viral RNA at different time points post-infection. HCV RNA
copy numbers were determined by real-time quantitative RT-PCR, as described previously
[21]. Ultraviolet (UV)-inactivated JFH1 virus was produced by placing 2 ml of JFH1 under a
Vilber UV lamp (VL-115.M) for 20 minutes. UV-inactivated virus was non-infectious as

determined by titration on naive Huh7.5.1 cells.

Real-Time RT-PCR analysis

RNA was extracted from cell samples using the RNeasy Kit (Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. Complementary DNA (cDNA) was synthesized using a cDNA
reverse transcription kit (Fermentas). PCR was performed using TagMan probe-based
chemistry. The qPCR reaction mix was incubated for 5 min at 95°C and 10 min at 50°C
followed by 40 PCR cycles, with each cycle comprising 95°C for 15 s and 60°C for 1 min
(Rotor-Gene 6000, Corbett Life Science). Primers and internal probes for IDO1, 1DO2,
CXCL10 chemokine, signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1), interferon-
regulatory factor 1 (IRF1), melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS5), double-
stranded RNA-activated protein kinase R (PKR), IFN-a, IFN-B, IFN-A, claudin-1, and GAPDH
were purchased from Applied Biosystems. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) was used as a reference gene for normalization of quantitative PCR data.
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Immunoblotting

Proteins (5-10 pg) were loaded onto a 10% SDS-PAGE gel. The separated proteins were
transferred onto PVDF membranes. The membrane was incubated with primary antibody for
2h, followed by incubation with secondary antibody (IgG horse-radish peroxidase conjugated,
from Pierce) for 1h at room temperature. The membrane was developed with ECF Western
blotting detection reagent (Amersham Biosciences) and visualized with an image analyzer
(Typhoon™ Trio, GE Healthcare). Quantitative densitometric analyses were performed on

digitized images using ImageQuant software (GE Healthcare).

Staining of surface and intracellular antigens by flow cytometry

For analysis of cell-surface antigens, cells were stained with fluorochrome-labeled antibodies
(PE-conjugated mouse anti-human IFN-yR, BD Biosciences). For analysis of intracellular
antigens, cells were permeabilized using Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). The cells were
incubated with primary antibodies (anti-HCV core or anti-IRF1 antibody) for 45 min, followed
with fluorochrome-labeled antibodies (Alexa555 or PE-conjugated secondary antibody, BD
Biosciences) for 30 min. Antigen expression was analyzed on a LSRII flow cytometer using

DIVA software (BD Biosciences).

T cell proliferation assay

T cell proliferation assays were performed by staining cells with CellTrace CFSE cell
proliferation dye (Invitrogen). The percentages of cells in different generations were
calculated using ModFit LT for Win32 (Verity Software House, Topsham). The proliferation
index (Pl) was calculated according to the ModFit program and represents the sum of the
cells in all generations divided by the computed number of original parent cells present at the

start of the experiments. The Pl is proportional to the percentage of cells that have
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proliferated in culture and is also weighted for the number of divisions that cells have
undergone.

Transient transfection and RNA-mediated interference

Huh7.5.1 cells were transfected with either pcDNAS3.1 encoding full-length human IDO cDNA
(pcDNA IDO) [22], IRF1 cDNA (InvivoGene), or pcDNA3.1 (vector control, Invitrogen) using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruction. PHH were
transfected using Lipofectamine™ LTX reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s
instructions. The siRNAs directed against IRF1 consist of pools of 4 individual siRNAs
(Smartpool) and were obtained from Dharmacon Research, as was the control siRNA GLO
(si Control). Huh7.5.1 cells were transfected with 50nM of either the IRF1-targeting siRNA
pool or the control siRNA GLO using Dharmafect 4 siRNA-transfection reagent (Dharmacon
Research) according to manufacturer’s instruction. At 48h post-transfection, Huh7.5.1 cells

were stimulated with IFN-y (50 [U/ml) for 7h.

Measurement of IDO activity

IDO functional activity was measured in terms of the ability of cells to catabolize exogenous
tryptophan (100 uM; Sigma Aldrich) to kynurenine by reverse-phase high-performance liquid
chromatography (HPLC), as detailed previously [23]. Alternatively, kynurenine was measured
spectrophotometrically using the Ehrlich reagent method, as described previously [24]. The
values were compared with a standard curve with defined concentrations of kynurenine (0-
100 uM; Sigma Aldrich). IFN-y-stimulated PHH or IDO-transfected Huh7.5.1 cells were
washed and resuspended in HBSS buffer containing 100 puM tryptophan. After 4h,
supernatants were harvested and assessed for the presence of kynurenine. The IDO specific

inhibitor, 1-DL-MT, was used to block IDO activity.

Co-culture conditions
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Isolated CD4+ T cells were labelled with CFSE (10 uM) and stimulated with anti-CD3 and
anti-CD28-coated beads (Invitrogen) at a bead-to-cell ratio of 1:1 in the presence of IL-2 (30
[U/ml, Invitrogen) 48h prior to co-culture. Then, CFSE-labelled and activated CD4+ T cells
were co-cultured with IDO-transfected Huh7.5.1 cells at a ratio of 1:1. After 72 h of co-
culture, CD4+ T cells were collected and their proliferative responses were analyzed by flow
cytometry as described above. As a control, some cultures were supplemented with 1-DL-

1MT (1000 puM) at the time of co-culture.

Determination of IDO mediated anti-HCV activity

Huh7.5.1 cells were transfected with siRNAs targeting the type | IFN receptor 2 (IFNaR2),
with siRNAs targeting IDO, or with non-targeting control siRNAs (NT) at a final concentration
of 50 nM, using a reverse-transfection protocol with Oligofectamine (Invitrogen) as described
previously [25]. After 72h, cells were infected with HCV JFH1. At 24h post-infection, cells
were either mock-treated or treated with INF-a at 10 IU/ml. Twenty-four hours after IFN-a
treatment, cells were harvested, and total cellular RNA was extracted using the RNeasy Mini
Kit (QIAGEN). For the IDO gene-expression assay, complementary DNA (cDNA) was
synthesized from total cellular RNA using the First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche). The
MRNA levels of IDO were measured by quantitative RT-PCR using IDO-specific primers and
probes (IDT) on an ABI 7500 Real Time PCR System. Relative IDO mRNA levels were
calculated by AACT method, and were normalized by 18S rRNA levels (Applied Biosystems).
Copy numbers of intracellular HCV RNA were measured by quantitative RT-PCR with the
primers, probe, and parameters described previously [26]. The relative amount of HCV RNA

was normalized to 18S rBNA.

Statistical analysis
Unpaired T tests were used to analyse data and compare different conditions. Data are

expressed as means + SD, and P values less than 0.05 were considered significant.
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Results

Primary human hepatocytes express an enzymatically active IDO

Hepatocytes are the primary target cells supporting HCV replication and provide the first line
of immune defence against HCV. We thus explored the capacity of primary human
hepatocytes (PHH) to produce a functional IDO protein. PHH from two different donors were
stimulated with different doses of type | and Il IFNs. As shown in Fig. 1, IFN-y markedly
enhanced IDO mRNA expression in a dose-dependent manner, reaching a plateau at 100
IU/ml. IDO was prominently induced by IFN-y, while IFN-a had a much weaker effect on IDO
mRNA expression (Fig. 1A). Western blot analysis confirmed the expression of IDO protein
in PHH. IFN-y-induced IDO protein expression was detectable through 3 days in PHH (Fig.
1B). To confirm that IDO is functional in PHH, we monitored the degradation of exogenous
tryptophan to kynurenine by HPLC. Kynurenine production was observed in IFN-y-stimulated
PHH and the presence of the IDO inhibitor 1-DL-MT abolished IDO activity (Fig. 1C),

indicating that hepatic IDO protein is enzymatically active.

HCV stimulates IDO expression in primary human hepatocytes

Although hepatocytes are the primary target cells of HCV in vivo, in vitro infection of primary
human hepatocytes (PHH) remains a difficult task. Here we took advantage of the
development of recombinant cell-culture-derived HCV JFH1 virus [20] to evaluate IDO
expression in PHH. PHH were exposed to infectious JFH1 virus and replication-deficient
JFH1. As shown in Fig. 2 and consistent with previous publications [27,28], limited replication
of JFH1 in PHH was detected over 24-96h, suggesting that innate antiviral host defenses
produced an antiviral state restricting HCV replication and spread in PHH. Using a gRT-PCR
approach we detected a robust increase in IDO mRNA expression within 48 hours of
infection that co-incided with JFH1 replication, the expression of CXCL10, IFN-a, IFN-B, and
IFN-A, as well as the induction of interferon-stimulated genes (ISGs), such as STAT1, IRF1,

MDA5 and PKR. In contrast, JFH1 infection did not stimulate the expression of IDO2, a
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paralog of IDO [29], and claudin-1, a tight junction protein and a putative receptor for HCV
entry [30]. Gene induction was dependent on HCV replication, as UV-inactivated non-
infectious JFH1 had little if any effect on gene expression (Fig. 2). These results suggest that
HCV replication drives hepatic IDO expression together with proteins that exhibit significant

antiviral properties.

IRF1 regulates HCV-induced hepatic IDO expression

Since HCV replication is transient in primary liver cells (Fig. 2 and [27,28]), we used the
Huh7-derived cell-culture system [20] to gain a deeper insight into the molecular mechanism
of HCV-induced IDO. As shown in Fig. 3A, at day 5 after JFH1 exposure almost all Huh7.5.1
cells were infected, as evidenced by the presence of HCV core-positive cells during flow-
cytometry analysis. Expression of IDO mRNA was very low or undetectable in uninfected
Huh7.5.1 cells (Fig. 3B). As in PHH, JFH1 infection and IFN-y stimulated IDO expression in
Huh7.5.1 cells (Fig. 3B). Furthermore, IFN-y significantly upregulated IDO expression in
JFH1-infected Huh7.5.1 cells (Fig. 3B) and to a similar extent as that observed previously in
Huh?7 cells by Larrea and colleagues [14]. To exclude the possibility that this enhancement
was the direct result of greater IFN-y receptor density on the cell surface of JFH1 infected
Huh7.5.1 cells, we determined IFN-y receptor a chain expression levels using flow cytometry.
As expected, there was no difference between JFH1-infected Huh7.5.1 cells and non-
infected control Huh7.5.1 cells (Fig. 3C). However, we failed to detect IDO at the protein
level in Huh7.5.1 cells by Western blot (data not shown), probably because IDO is expressed
at very low levels in these cells. Of note, levels of IDO gene transcription were extremely low

in Huh7.5.1 cells compared to PHH in the presence or absence of IFN-y (Fig. 3D).

Because IRF1 is an IFN-y-induced transcriptional activator critical for IDO regulation

[31], we investigated IRF1 mRNA expression level in Huh7.5.1 cells in the presence and
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absence of JFH1 infection. JFH1-infected cells demonstrated an approximately 1 log higher
IRF1 mRNA expression compared to uninfected control cells (Fig. 4A). IFN-y treatment of
JFH1-infected cells further increased IRF1 expression level (Fig. 4A). Analysis of IRF1
protein expression by flow cytometry confirmed the presence of increased amounts of IRF1
protein in JFH1-infected Huh7.5.1 cells compared to uninfected cells upon IFN-y treatment
(Fig. 4B). To demonstrate that IRF1 is a critical factor in hepatic IDO expression, we
transiently overexpressed the human IRF1 gene in Huh7.5.1 cells. As shown in Fig. 4C, IRF1
overexpression alone stimulated the expression of IDO mRNA in Huh7.5.1 cells. siRNA-
mediated knockdown of IRF1 abrogated almost completely IFN-y induced IDO expression in

Huh7.5.1 cells (Fig. 4D), indicating that IRF1 regulates hepatic IDO expression.

A subgroup of genes induced by IFN-y requires both IRF1 and STAT1 for
transcriptional activation. Previous studies have shown that full activation of STAT1 is crucial
for IFN-y-induced IDO expression in murine dendritic cells [32]. We, therefore, studied levels
of STAT1 expression and activation in JFH1-infected Huh7.5.1 cells. As shown in Fig. 4E-F,
STAT1 mRNA and protein expression did not markedly differ between JFH1-infected and
control Huh7.5.1 cells in the absence or presence of IFN-y. However, we observed that IFN-
y-induced STAT1 tyrosine phosphorylation was prolonged in JFH1-infected Huh7.5.1 cells
compared with uninfected Huh7.5.1 control cells, even though JFH1 infection per se was not
able to promote virtually detectable STAT1 phosphorylation. Prolonged phosphorylation of
STAT1 may contribute to enhanced upregulation of IFN-y-induced IDO expression in JFH1-

infected Huh7.5.1 cells.

Antiviral activity of hepatic IDO in HCV infection

To determine whether hepatic IDO has an impact on HCV replication, we transiently

overexpressed the human IDO gene in Huh7.5.1 cells and PHH prior to HCV exposure. At
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48h post-transfection, IDO was expressed at the protein level in Huh7.5.1 cells and PHH
(Fig. 5A). Enzymatic activity of the expressed IDO protein was verified by the production of
kynurenine in the cell culture supernatant (Fig. 5A). In an additional experiment, we
demonstrated that the IDO inhibitor 1-DL-MT inhibited IDO-mediated tryptophan-to-
kynurenine conversion in a dose-dependent manner without causing cytotoxic effects on
IDO-transfected Huh7.5.1 cells (Fig. 5A). To assess whether IDO has an effect on HCV
entry, we studied HCV pseudoparticle (HCVpp) entry into Huh7.5.1 cells and PHH. As shown
in Fig. 5B, transient IDO over-expression did not inhibit HCVpp entry in Huh7.5.1 cells and
PHH indicating that IDO does not prevent the virus from entering the cells based on the
HCVpp system. However, we cannot completely rule out an effect on entry because recent
studies suggest that the HCVpp system does not completely reproduce all the steps of HCV
entry [33]. Expression of IDO reduced HCV replication up to 50% in JFH1-infected Huh7.5.1
cells and PHH (Fig. 5C). Similar results were observed in Huh7.5.1 cells co-transfected with
a JFH1 subgenomic replicon (data not shown) or PHH exposed to serum-derived HCV
(genotype 1b) (Fig. 5C) indicating that IDO attenuates HCV replication. To assess whether
IDO's antiviral activity relies on its catalytic function, we added the IDO inhibitor 1-DL-MT to
the cell cultures. As shown in Fig. 5D, the presence of 1-DL-MT restored HCV replication to
normal level in JFH1-infected Huh7.5.1 cells. These results suggest that IDO's antiviral

activity is mediated by tryptophan shortage and/or accumulation of kynurenine.

IDO mediates antiviral effects of interferons.

To investigate whether IDO participates in innate immune responses to HCV, we performed
IDO siRNA-knockdown experiments in Huh7.5.1 cells. As shown in Fig. 6A, siRNA-treated
cells were subsequently challenged with JFH1 virus and a suboptimal dose of IFN-a (10
IU/ml). Treatment of cells with suboptimal doses of IFN-a has been necessary since higher
doses of IFN-a would minimize the siRNA effect. Efficient siRNA transfection and knockdown

of IDO in Huh7.5.1 cells was monitored at day five after transfection by qRT-PCR. We
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observed at this time point a target-gene knockdown of 70%, a value still considered to be
highly efficient (Fig. 6B). As shown in Fig. 6C, IFN-a at suboptimal dose decreased HCV
replication by 50% in Huh7.5.1 cells. Downregulation of HCV replication was IFN-a
dependent, as evidence by rescue of HCV replication in Huh7.5.1 cells following type | IFN
receptor 2 (IFNaR2) siRNA knockdown. IDO siRNA knockdown also reversed IFN-a-
mediated suppression of HCV replication, indicating that IDO is an ISG with anti-HCV

activity.

Hepatic IDO modulates CD4+ T-cell proliferation

IDO-expressing dendritic cells have a crucial role in down-regulation of immune responses
[4]. To investigate whether hepatic IDO has similar effects on immune cells, we performed
co-culture experiments in which naive or activated CD4+ T lymphocytes were cultured in the
presence of IDO-transfected Huh7.5.1 cells. As shown in Fig. 7A, the presence of IDO-
transfected Huh7.5.1 cells or control cells transfected with the empty vector did not have an
effect on naive CD4+ T cells. In contrast, the presence of IDO-expressing Huh7.5.1 cells
significantly reduced the proliferation of anti-CD3/CD28 stimulated CD4+ T lymphocytes
when compared to control cells (Fig. 7A-B). These results suggest that IDO expressed in
hepatocytes plays an important role in the regulation of hepatic immune responses. Addition
of the IDO inhibitor 1-DL-MT during the co-culture experiment partially rescued CD4+ T cell
proliferation (Fig. 7B). The incomplete reversal of suppression by 1-DL-MT might be due to
the fact that 1-DL-MT-mediated blockage was incomplete, as evidenced by the production of

kynurenine of IDO-transfected Huh7.5.1 cells in the presence of 1000 uM 1-DL-MT (Fig. 5A).

Discussion

The present study shows that IDO is transiently expressed in HCV-infected hepatocytes and

coincides with an increase in IFNs and ISGs, suggesting that IDO participates in innate anti-
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HCV immune mechanisms. Indeed, we found that HCV replication is less efficient in
Huh7.5.1 cells overexpressing IDO. Furthermore, we were able to recapitulate these findings
in PHH although the level of IDO transfection and HCV JFH1 infection in these cells were
very low compared with Huh7.5.1 cells. Our findings are in line with recent studies showing
that overexpression of IDO prior to infection with West Nile virus (WNV), a mosquito-borne
flavivirus, significantly inhibited WNV replication via tryptophan starvation [8]. In addition,
Mao and colleagues demonstrated that IDO inhibited hepatitis B virus replication via
tryptophan deprivation [7]. Since tryptophan shortage restricts mammalian cell growth and
viral replication is dependent on the host cell metabolic machinery, a tryptophan-deficient
intracellular environment is presumably less favourable for HCV replication. Type | IFN
production by the infected hepatocyte serves as the first line of host defense against HCV
and current evidence suggests that IFN-mediated anti-HCV activity is performed by the
combined action of multiple 1ISGs [28,34]. To investigate whether IDO is an ISG with anti-
HCV activity, cells with silenced IDO gene expression were exposed to IFN-a at a suboptimal
dose to avoid minimizing siRNA efficiency. Knockdown of IDO rescued HCV replication in
Huh7.5.1 in the context of IFN-a treatment suggesting that IDO contributes to the
suppression of HCV replication mediated by IFNs. Our findings are in line with in vivo studies
that showed a transient upregulation of hepatic IDO during the acute phase of HCV infection

in chimpanzees that spontaneously cleared HCV infection [14].

HCV infection triggered IRF1 expression in hepatocytes and Huh7.5.1 cells. Gene-
expression profiling of JFH-1-infected Huh7 cells by microarray analysis also demonstrated
an increase in IRF1 expression [35]. In addition, IRF1 mRNA expression levels have been
shown to be upregulated in liver biopsy samples from HCV-infected patients [36]. IRF1 is a
pleiotropic transcription factor with anti-viral, anti-proliferative, and pro-apoptotic properties.
IRF1 regulates expression of several ISGs, such as PKR and 2',5'-oligoadenylate synthetase

[31]. Previous studies have suggested that IRF1 is one of the key cellular factors that
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regulates intracellular HCV replication [37]. Of note, we observed a substantial increase in
the level of HCV replication in JFH1-infected Huh7.5.1 cells following partial IRF1 gene
silencing (data not shown). It has been previously shown that the IDO promoter contains a
putative binding site for IRF1 [38]. Overexpression of IRF1 alone was sufficient to up-
regulate IDO expression in Huh7.5.1 cells. On the other hand, partial silencing of IRF1 gene
in Huh7.5.1 cells abolished IFN-y-induced IDO expression. These findings suggest that IDO
expression in HCV-infected cells is driven by IRF1. IRF1 can be induced by many stimuli,
including IFNs (-a, -B, -y), TNF-a, IL-6, and viral infections. Positive-feedback regulation of
IFN-B expression by IRF1 has been also observed, suggesting a complex gene network in
the regulation of the IFN pathway by IRF1 [31]. The double-stranded RNA (dsRNA)
replication intermediate of HCV is recognized in the infected hepatocyte through the
combined action of multiple pathways, including PKR, retinoic acid-inducible gene | (RIG-I)
like helicases and Toll-like receptor 3 (TLR-3) pathways, that ultimately leads to the induction
of type | IFNs or pro-inflammatory cytokines [2]. Thus, it is possible that HCV-induced IFN
production triggers IRF1 production in hepatocytes. However, a detailed analysis of the
underlying mechanism in this study is hampered by the fact that Huh7.5.1 cell lines are
highly adapted, with defects in RIG-I and TLR3 pathway signalling [39] that allow high levels

of HCV replication by impairing innate immunity.

IDO mRNA expression was most potently induced by IFN-y in hepatocytes and
Huh7.5.1 cells. IFN-y-induced IDO was enzymatically active in hepatocytes, as evidenced by
the production of kynurenine, the main metabolite of tryptophan. However, we were unable to
detect IDO protein expression in IFN-y-stimulated Huh7.5.1 cells by Western blot, suggesting
that IDO is expressed at low levels in these cells. Absence of detectable IDO protein signal in
Huh7.5.1 cells may also be explained by the IDO gene’s very low transcription rate in these
cells compared to PHH. Ongoing HCV replication in Huh7.5.1 cells significantly upregulated

IFN-y-induced IDO expression. Similar effects on IFN-y-induced IDO expression have been
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previously reported in Huh7 cells by Larrea and colleagues [14]. In their study, IFN-y-induced
IDO mRNA expression was analysed for up to 40 hours post IFN-y treatment. Interestingly,
IDO mRNA expression level remained significantly upregulated until this time point when
compared to uninfected control cells, suggesting that IFN-y induces a sustained IDO
expression in HCV-infected hepatocytes. Cooperative binding of IRF1 and STAT1 to the IDO
promoter appears to play an important role in the regulation of IDO gene expression [32].
IFN-y mediated IRF-1 expression is driven primarily by phosphorylated STAT1 homodimers
[40]. Analysis of phospho-STAT1 levels demonstrated prolonged STAT1 phosphorylation in
JFH1-infected Huh7.5.1 cells in the presence of IFN-y. Delayed dephosphorylation of
activated STAT1 in JFH1-infected Huh7.5.1 cells may sustain IRF1 expression as well as
IDO. Although further studies are necessary to support this hypothesis, prolonged
phosphorylation in the presence of IFN-y in virus-infected cells has been described for
Sindbis virus, an enveloped plus strand, mosquito-borne ARN virus [41] and, most recently,
for cytomegalovirus [42]. Finally, adenovirus has been shown to prolong phosphorylation of

STAT1 induced by IFN-a in infected cells by inhibiting STAT1 dephosphorylation [43] .

IFN-y production is mainly attributed to natural killer cells and activated T cells which
play key roles in innate and adaptive immune responses, respectively. Previous studies
showed that co-culture of IFN-y-producing T cells with HCV-infected Huh7 cells resulted in
100-fold higher IDO levels than in experiments using exogenous IFN-y alone [14]. However,
whether induced hepatic IDO exerts immunoregulatory effects upon innate and adaptive
immune cells was not investigated. In the present study, we found that hepatic IDO
expression significantly inhibited the proliferation of activated CD4+ T cells, suggesting that
HCV-infected hepatocytes in an IFN-y rich environment are capable of exerting a negative
feedback loop on CD4+ T cells. Further studies are necessary to address the underlying
mechanism of hepatic IDO-mediated inhibition. Shortage in tryptophan supply combined with

the production of kynurenine pathway metabolites have been associated with the emergence
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of a regulatory phenotype in naive CD4*CD25" T cells affecting CD4+ as well as CD8+ T cell

function [44]. Downstream kynurenine pathway metabolites, such as 3-hydroxyanthranilic
acid, have also been described as causing dysfunction of activated T cells, T cell anergy and
even apoptosis [4]. Whether hepatocytes possess the enzymatic machinery to further
metabolize kynurenine into immunomodulatory downstream metabolites remains unknown.
Functional exhaustion and, ultimately, deletion of HCV-specific CD4+ T cells is a hallmark of
chronic HCV infection [3]. Sustained hepatic IDO expression within the liver environment
may play a role in dampening the HCV-specific T cell response. Of note, there are two other
enzymes involved in tryptophan metabolism: tryptophan-2,3-dioxygenase (TDO) and IDO2, a
paralogue of IDO [29]. IDO2 gene expression is not induced by IFNs and its function is still
unclear. TDO is constitutively expressed in the liver and plays a crucial role in systemic
tryptophan homoeostasis [45]. Cells expressing recombinant human TDO have been shown
to inhibit T-cell proliferation and production of IFN-y [46], suggesting that hepatic TDO might
contribute to the tolerogenic properties of the liver. However, since TDO does not respond to
inflammatory signals and cannot be blocked by the IDO specific inhibitor 1-DL-MT, our in
vitro data point to a prominent role for IDO in mediating antiviral and immune regulatory

effects in HCV infection.

In conclusion, we identified a dichotomous role of hepatic IDO in HCV infection. The
dominant nature of this role — anti-HCV activity or immune counterregulation — in HCV
infection remains to be investigated. In the early phase of HCV infection, upregulation of IDO
may contribute to the host’s innate antiviral defence mechanism by slowing down HCV
replication. At later time points, when HCV-specific T cells are activated and accumulate in
the liver, a sustained IFN-y-induced upregulation of IDO in HCV-infected hepatocytes may
counterregulate the anti-HCV T cell response and favour tolerance. In addition, IDO
expression might protect hepatocytes against a possible overshooting T-cell response or

might be secondary to the progressive inflammation events of the liver, which is a hallmark of
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persistent HCV infection. Hepatic IDO might be beneficial in acute infection and deleterious

in chronic infection. However, the question arises as to whether it is possible to potentiate

IDO’s contribution to anti-HCV activity and reduce its immunosuppressive effect in the

chronic phase of infection. In a model of bacterial infection, Muller and colleagues [47]

demonstrated that IDO-mediated antimicrobial and immunoregulatory effects require different

threshold levels of tryptophan. A 10 - 40 fold greater tryptophan depletion was required to

mediate an immunorequlatory effect compared to the antibacterial effect [47]. This

observation, together with the fact that IDO-mediated regulation of T-cell responses is closely

linked to toxic effects of kynurenine and other immunosuppressive metabolites of the

kynurenine pathway [4] may provide the opportunity to modulate the IDO pathway towards

favoring the antiviral effect. Thus, attenuation of IDO activity with small molecule inhibitors,

such as 1MT, or inhibition of toxic kynurenine accumulation via the activation of other

downstream enzymes that are involved in the production of harmless by- or end-products,

may tip the balance toward IDO-mediated antiviral effects with less IDO-mediated immune

suppression. However, to answer these questions an IDO knock-out mouse susceptible to
HCV has to be developed. Since IDO-inhibitor drugs have already entered phase Il clinical
trials in cancer patients (www.clinicaltrials.gov. NCT01685255, NCT01604889), knowledge of
the dominant role of IDO in acute and chronic HCV infection may pave the way for novel

therapeutic intervention.
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Figure legends

Fig. 1. Expression of IDO in PHH. (A) PHH from two donors (H1421, H1423) were
incubated with different doses of IFNs. IDO expression is shown as a ratio of IDO/GAPDH as
compared with non-stimulated PHH. (B) PHH were incubated with IFN-y and harvested at
the indicated time points. Levels of IDO protein expression in PHH lysates were determined
by western blotting. B-actin levels are shown as a loading control. (C) PHH were stimulated
with IFN-y (100 IU/ml) for 48 hours in the presence and absence of 1-DL-MT (100 puM). Then,
cells were cultured for 4h in HBSS buffer containing 100 pM tryptophan. Kynurenine
accumulation was measured in cell-culture supernatants by HPLC. Data are given as mean

kynurenine production £ SD from two independent experiments.

Fig. 2. HCV infection stimulates IDO expression in PHH. PHH (donor H0199) were
infected with JFH1 for 3h, washed, and lysed at the time points indicated. HCV RNA levels
were normalized to GAPDH mRNA levels. Results are presented as fold induction to 3 h
post-infected PHH. Gene induction was measured by real-time RT-PCR analysis in PHH
exposed to JFH1 or UV-infected JFH1. Gene induction of IDO, IDO2, CXCL10, IFN-a, IFN-{,
IFN-A, IRF1, STAT1, MDAS5, PKR, Claudin-1 and are shown as fold change over uninfected

PHH cultures.

Fig. 3. Ongoing HCV replication in Huh7.5.1 cells enhances IFN-y-induced IDO
expression. (A) Robust HCV infection of Huh7.5.1 cells was determined using anti-HCV
core staining and flow cytometry at day 5 post-inoculation. (B) JFH1-infected Huh7.5.1 cells
and uninfected, control cells were stimulated with IFN-y and then analyzed for IDO gene
expression. (C) After 4h of IFN-y stimulation, JFH1-infected Huh7.5.1 cells and control cells

were analyzed for IFN-y receptor chain a expression. (D) IDO gene expression levels in PHH

28
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(donor H1421, H1423) and Huh7.5.1 cells in the presence or absence of IFN-y. *P<0.05,

**P<0.01
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Fig. 4. IRF1 regulates IDO expression in HCV infection. (A) JFH1-infected Huh7.5.1 cells
and uninfected, control cells were analyzed for IRF1 expression in the absence and
presence of IFN-y. IRF1 expression is shown as a ratio of IRF1/GAPDH. (B) IFN-y induced
IRF1 protein expression is shown as delta mean fluorescence intensity (AMFI, MFI of IFN-y
stimulated cells minus MFI of non-stimulated cells). (C) Huh7.5.1 cells were transfected with
pcDNA IRF1 or pcDNAS.1. 48h post-transfection, IRF1 expression was verified by western
blotting. IDO mRNA expression is shown in the presence or absence of IFN-y in transfected
cells. (D) IRF1 was silenced in Huh7.5.1 cells. Numbers represent densitometric analysis of
IRF1 bands protein normalized to B-actin levels. Then, cells were stimulated with IFN-y (50
IU/ml) for 7h and the relative levels of IRF1 and IDO mRNA expression determined. Data are
expressed as the percentage of gene expression for IRF1 silenced Huh7.5.1 cells in
comparison to si Control (=100%). (E) JFH1-infected Huh7.5.1 cells and control cells were
analyzed for STAT1 expression in the absence and presence of IFN-y. STAT1 expression is
shown as a ratio of STAT1/GAPDH. (F) After treatment with IFN-y, cells were harvested at
the indicated times. Equal amounts of total cell lysates were immunoblotted with anti-STAT1
and anti-phospho-STAT1 antibodies. Densitometry analysis shows phospho-STAT1 levels

relative to STAT1 levels. *P<0.05, **P<0.01.

Fig. 5. Impact of hepatic IDO expression on HCV infection. (A) Huh7.5.1 cells and PHH
(H0204, H0216, H0208) were transfected with pcDNA IDO or pcDNA3.1. IDO protein
expression was verified by western blotting. Functional activity of the expressed IDO protein
in Huh7.5.1 cells was verified by accumulation of kynurenine in the supernatant in the
presence and absence of the specific IDO inhibitor 1-DL-MT using the Ehrlich reagent
method. (B) 48h post-transfection, Huh7.5.1 cells and PHH (donor H0204, H0216, H0208)
were assessed for HCVpp entry (genotype 2a: JFH1, genotype 1b: HCV-J). Data are
expressed as the percentage of HCVpp entry into IDO transfected PHH compared to

pcDNAS3.1-transfected control cells (=100%). Vesicular stomatitis virus G glycoprotein
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(VSVG)-pseudotyped virions were included as a control. (C) 48h post-transfection, Huh7.5.1
cells and PHH were incubated with JFH1 or HCV serum (genotype 1b). Two days after JFH1
infection, viral replication in IDO-transfected cells was measured. HCV RNA copies were
normalized to GAPDH. Data are shown as mean % of HCV replication compared to
pcDNAS.1-transfected cells (=100%). (D) Rescued HCV JFH1 replication in IDO-transfected
Huh7.5.1 cells. JFH1 replication in IDO-transfected Huh7.5.1 cells was determined in the
presence and absence of the specific IDO inhibitor 1-DL-MT. Data are shown as the mean +

SD of triplicate determinations and are representative of three independent experiments.

Fig. 6. IDO function as an ISG effector with anti-HCV activity. (A) Flowchart describing
the three main parts of the experiment. Huh7.5.1 cells were transfected with siRNAs against
the type | IFN receptor 2 (IFNaR2), IDO, or non-targeting control (NT) siRNAs. After 72
hours, cells were infected with HCV JFH1 virus and, after an additional 24 hours, IFN-a (10
IlU/ml) was added. Twenty-four hours later, cells were harvested and HCV replication
measured by gRT-PCR. (B) Knock-down efficiencies of IDO. IDO mRNA levels were
quantified by gqRT-PCR at day 5 after siRNA transfection. (C) Intracellular HCV RNA
amounts. Data are shown as mean % of HCV replication compared to cells treated with NT

siRNAs (=100%). Values represent the mean = SD of triplicate measurements.

Fig. 7. Hepatic IDO expression inhibits CD4+ T cell proliferation. (A) Flow cytometry
analysis of CD4 and CFSE staining following CD4+T/Huh7.5.1 cell co-culture. Huh7.5.1 cells
were transfected with pcDNA IDO or pcDNAS.1. 48h post-transfection, cells were added to
CD3/CD28 activated CD4+ T cells or control CD4+ T cells. CFSE fluorescence of undivided
non-stimulated and CD3/CD28 activated CD4+ T cells undergoing multiple rounds of cell
division following Huh7.5.1 co-culture is shown. (B) Pooled data from three different co-

culture experiments are shown as mean proliferation index (Pl) £ SD. Data were compiled
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from three different healthy CD4+ T cell donors. Inhibition of CD4+ T cell proliferation by
IDO-transfected Huh7.5.1 cells was statistically significant (**P<0.01). The presence of 1-DL-
MT (1000 uM) for the duration of the co-culture partially restored IDO-mediated CD4+ T cell

suppression.
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o Role de I'indoléamine-2,3-
dioxygénase dans la persistance
des infections virales

Résumé

L’indoléamine-2,3-dioxygénase (IDO) est une enzyme du catabolisme du tryptophane suspectée de
jouer un double réle lors des infections en contribuant aux défenses innées de I'héte et en régulant la
réponse immunitaire. IDO est exprimée au cours de l'infection par le virus de I'hépatite C (VHC).
Cependant, les mécanismes moléculaires conduisant a I'expression de IDO lors de I'hépatite C et
I'impact de IDO sur la réplication virale et sur la réponse immunitaire ne sont pas connus. Dans ce
travail de thése, nous avons montré que le VHC stimule I'expression de IDO dans les hépatocytes.
L’expression de IDO était transitoire et coincidait avec I'expression des interférons (IFNs) de types | et
[Il et avec la transcription de geénes stimulés par les IFNs. L’expression de IDO était également
augmentée dans les hépatocytes exposés a la présence de lymphocytes T CD4+ activés et
producteurs d’'IFN-y. L'expression hépatique de IDO diminuait la réplication virale, ce qui suggere que
IDO limite la diffusion du VHC dans le foie au cours de I'hépatite C. Grace a des expériences de
silencing, nous avons montré que IDO contribue a I'effet antiviral de I'lFN-a sur le VHC. L’expression
de IDO était régulée par lactivation des facteurs de transcription IRF-1 et STAT-1 dans les
hépatocytes infectés par le VHC. En plus de son effet antiviral sur le VHC, I'expression hépatique de
IDO inhibait significativement la prolifération des lymphocytes T CD4+ activés, suggérant un role
immunorégulateur de IDO au cours de I'hépatite C. Nos données suggérent donc que IDO joue un
double jeu lors de I'hépatite C, en limitant la réplication virale et en régulant la réponse immunitaire
adaptative de I'h6te. Notre travail ouvre la voie a des expérimentations in vivo et a des études
cliniques visant a préciser la place des inhibiteurs pharmacologiques de IDO dans I'arsenal
thérapeutique contre le VHC.
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Abstract

Indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) is a tryptophan-catabolizing enzyme that plays a dual role during
infectious diseases by contributing to the innate defenses against pathogens and by regulating the
immune response. IDO is expressed in patients with hepatitis C virus (HCV) infection. However, the
molecular mechanism of IDO induction in HCV infection and its role in the antiviral immune response
remain unknown. Using primary human hepatocytes, we have shown that HCV infection stimulates
IDO expression. IDO gene induction was transient and coincided with the expression of type | and
type lll interferons (IFNs) and IFN-stimulated genes (ISGs) in HCV-infected hepatocytes. IDO
expression was also stimulated when the hepatocytes were incubated with IFN-y-secreting CD4+ T
cells. Expression of IDO prior to HCV infection significantly impaired HCV replication in hepatocytes,
suggesting that IDO limits the spread of HCV in the liver. By using siRNA-mediated IDO knockdown
experiments, we have shown that IDO contributes to the IFN-a-antiviral effect on HCV replication. IDO
expression was regulated by IRF-1 and STAT-1 in HCV-infected hepatocytes. Hepatic IDO expression
also had a significant inhibitory effect on CD4+ T cell proliferation, suggesting an immunoregulatory
role of IDO during HCV infection. Our data suggest that hepatic IDO plays a dual role during HCV
infection by retarding viral replication and also regulating host immune responses. This work paves the
way for in vivo experiments and clinical studies aiming to determine the relevance of pharmacological
inhibition of IDO during HCV infection.
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