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La science n'a jamais tout a fait raison, mais elle a
rarement tout a fait tort... Il est donc rationnel de
l'accepter a titre d'hypothese.

Bertrand, 3éme comte Russell of Kingston
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La science, il est vrai, ne progresse qu'en remplacant
partout le Pourquoi par le Comment...

André Gide
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AVANT PROPOS

Chers membres du Jury, Chers lecteurs,

Cette introduction a été divisée en trois grandes parties dans le but de faciliter la lecture du
manuscrit et de présenter chronologiquement la problématique et le contexte des travaux réalisés au cours

de ces trois années de doctorat.

La premiére partie de mon introduction présente I'hépatite C et son agent causal, le virus de
I’'hépatite C. Celle-ci commence par des généralités sur I'histoire et la pathogenese de I'hépatite C suivie
d’une description du virus de I'hépatite C et des particularités de son cycle viral. Par la suite, vous est
présentée une description des différents modeles in vivo et in vitro qui sont utilisés pour I'étude de cette

pathologie.

Dans la deuxieme partie de mon introduction, vous seront présentés I'histoire et I'évolution des
traitements, les progres qui restent a faire et I'implication du systeme immunitaire dans la réponse a ces

traitements.

Enfin, la troisieme partie introduit le systéme immunitaire et le role central des lymphocytes T
régulateurs. Cette partie débute par une présentation générale du systeme immunitaire suivi par une
description détaillée de I'ontogenése et de la fonction des lymphocytes T. Par la suite, le role des réponses
immunes innées et adaptatives dans I'hépatite C est décrit, avec un focus sur I'importance des différentes
populations de lymphocytes TCD4+. Il vous sera ensuite présenté une description des différents types de
cellules régulatrices et en particulier des lymphocytes T régulateurs. Par ailleurs, une description plus
approfondie de deux sous populations de lymphocytes T régulateurs, a savoir, les cellules Trl dites « induits
de type 1 » et les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+CD127-FOXP3+ dits « naturels » (nTreg ou Treg)
vous sera faite. Vous pourrez alors suivre I'histoire de la caractérisation de ces populations, la découverte
progressive des différents marqueurs, les facteurs impliqués dans leur développement et leur fonction dans
les situations physiologiques et physiopathologiques. Finalement, I'implication de ces lymphocytes T
régulateurs dans I'hépatite C sera présentée. Ce dernier chapitre exposera les données de la littérature
concernant la fréquence et le réle (protecteur ou pathologique) des Treg dans I’'hépatite C mais surtout,
elle permettra d’évaluer I'implication des Treg dans la pathogenese et la persistance du virus de I’hépatite

C.

v
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| - L'HEPATITE C

A/ GENERALITES

1- Historique

Durant plusieurs décennies et jusqu’au début des années 1970s, les hépatites virales étaient
cliniquement subdivisées en deux pathologies distinctes : I’hépatite infectieuse ou hépatite A
caractérisée par une période d’incubation trés courte (quelques semaines) et I’hépatite B encore
appelée hépatite du Sérum caractérisée par une période d’incubation plus longue (quelques mois)
[1, 2]. Cependant, le développement de techniques microbiologiques plus sensibles a mis en lumiere
une troisieme forme d’hépatite virale acquise en post-transfusion, qui a été appelée hépatite NANB
« non-A, non-B » [3-5]. Cette pathologie était caractérisée par une chronicité plus importante et une
pathologie le plus souvent asymptomatique. En 1984, une étude pilote sur dix patients NANB
positifs a montré I’inefficacité des traitements anti-VHB et anti-VHA sur ces patients, renforcant
considérablement I’idée de la présence d’un agent pathogene différent [6]. C’est en 1989 que
I’équipe de Michael Houghton (Chiron Corporation, Emeryville, Californie, Etats-Unis) a mis en

évidence le génome de I’agent étiologique de I’hépatite NANB, appelé virus de I’hépatite C (VHC)
[71

2- Données épidémiologiques

L’hépatite C est la cause majeure d’hépatopathies chroniques dans les pays développés [8].
Dans le monde, pres de 180 millions de personnes sont infectees par le virus de 1*‘hépatite C et on
estime que 3 & 4 millions de personnes sont infectées chaque année [9]. En effet, il existe un
gradient nord-sud de I’hépatite C car elle est trés inégalement répartie dans la population mondiale.
Ainsi, la prévalence de I’hépatite C est faible dans les pays nordiques mais trés élevée dans
certaines régions sous développeées. Ainsi, les zones a prévalence elevée sont en Afrique et en Asie
ou le taux dépasse les 10 % tandis que les zones a faible prévalence sont en Europe occidentale avec
une prévalence d’environ 2 % [10]. En fonction des continents, la répartition de I’hépatite C est la
suivante: Amérique (1.5%), Afrique (10%), Europe (2.3%), Oceanie et Australie (1.2%) [11].
L’Egypte est le pays le plus touchés par le VHC avec environ 18-22% de la population infectée [8,
12]. En Egypte, la prévalence élevee est due aux injections qui ont été faites aux patients souffrant
de bilharzioses et schistosomiases dans les années 90s. Ainsi, I’utilisation du matériel non stérile a

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr




Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

grandement favorisé la dissémination de cette pathologie [13, 14]. La Suéde est le pays le moins
affecté par I’hépatite C avec une incidence inférieure a 0.003% [8]. La France quant-a elle posséde
une faible endémicité pour le virus de I’hépatite C avec une prévalence d’environ 0.84% [15-17].
D’ici 2030, le nombre total de personnes infectées par le virus de I’hépatite C devraient
considérablement baisser tandis que les pathologies hépatiques graves associées au VHC devraient

croitre [18, 19]. La figure 1 représente la distribution globale de I’hépatite C dans le monde.
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Figurel : Prévalence mondiale de I’hépatite C en 2010. L hépatite C a une distribution mondiale
variable et se manifeste chez les personnes de tout age, de tout sexe et de toute race. Les régions du
monde les plus touchées sont en Afrique et en Asie. Le pays le plus touché est I’Egypte (>18%). En
France, la prévalence est de moins d’1%. D’aprés Lavanchy, D, Clinical Microbiology and
Infection 2011.

3- Modes de transmission et facteurs de risque

Le VHC se transmet principalement par voie parentérale, par le contact direct avec du sang ou
avec des produits sanguins contaminés. Avant 1992, aucun test diagnostique n’était disponible et le
principal mode de contamination survenait lors de transfusions sanguines. De nos jours, les modes
de transmissions majeures sont [I’utilisation de drogues injectables, de seringues et autres
instruments contaminés (moyen de contamination privilégié), infections nosocomiales, transfusions
sanguines et utilisation de matériels non stériles, scarifications, coupures, piercings, acupuncture,
tatouages et immigration en provenance de pays endémiques [20-22]. En effet, la mise en place des

réglementations concernant les donneurs de sang telles que I’évaluation des transaminases et
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I’utilisation des tests VHC spécifiques (en majorité dans les pays développés) ont permis de
diminuer considérablement le nombre d’infections post transfusionnelles (1 cas pour 6000000 dons)
méme si ce mode de transmission reste encore important dans les pays en voie de développement
[23]. Bien que des cas d’exposition nosocomiales entre patients-VHC+ et personnels soignants
existent, cette transmission reste trés faible (4 cas pour 10000). De plus, le respect des regles
d’hygiéne et la généralisation de I’usage unique des matériels hospitaliers ont permis de limiter ce
mode de transmission [23]. Le mode de transmission par voie sexuelle reste trés faible (environ 9%)
car le VHC n’a été détecté qu’a I’état de traces dans les secrétions sexuelles [24]. Par ailleurs, les
infections verticales (de la mére a I’enfant) représentent moins d’1% des cas recensés et la
cesarienne diminuerait ce mode de transmission [24-27]. Cependant, chez 20% des patients, le
mode d’infection reste inconnu [28]. Des études suggerent que la premiere apparition du VHC chez
I’homme résulterait d’une transmission zoonotique a partir d’un chimpanzé infecté ou d’une
infection des ancétres de I’lhnomme qui aurait perdurée au cours de I’histoire de I’évolution [29]. Le

tableau 1 présente les différents modes de transmission du virus de I’hépatite C.

Type d’exposition Risque (%)

Transfusions sanguines, infections nosocomiales 10
Utilisations de drogues injectables et de matériels contaminés 60
Transmission verticale (mére-enfant) 1
Voies sexuelles (principalement chez les homosexuels) 9
Modes de transmission inconnus 20

Tableau 1 : Estimation du risque d’infection par le VHC selon le mode de transmission. Les
principaux modes de transmission du VHC sont par ordre d’importance : I’utilisation du matériel
contaminé chez les utilisateurs de drogues injectables, modes de transmissions inconnus,
transfusions sanguines et les contaminations nosocomiales. D’apres Laurissa Ouaguia, 2015.

4- Caractéristiques et manifestations cliniques de la maladie

L’hépatite chronique C est une maladie virale mais aussi une maladie hépatique. Elle représente

2°™ cause de cirrhose et de cancer du foie et elle est la 2°™®

la indication de transplantation

hépatique [30]. Les manifestations cliniques de I’hépatite C sont successivement I’hépatite C aigué,

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr




Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

I’hépatite C chronique, la fibrose, la cirrhose virale C et le carcinome hépatocellulaire (CHC).
L’hépatite C peut donc étre trés grave avec des conséquences désastreuses. Des symptdmes peuvent
apparaitre durant la phase d’hépatite aigué dés 2 semaines a 6 mois apres I’infection. Cependant,
chez la majorité des personnes, I’hépatite C se développe plusieurs années apres I’infection sans que
le patient ne présente de symptdmes apparents. C’est pourquoi I’hépatite C est souvent dite
asymptomatique [31]. De tels patients sont appelés porteurs sains mais ces derniers sont néanmoins
hautement contagieux. En effet, les porteurs asymptomatiques posséderaient une charge virale
plasmatique d’environ 50 millions/mL [32]. Lorsque la maladie se déclare enfin, elle se manifeste
par I’expression de nombreux signes cliniques et symptdémes plus ou moins caractéristiques : ictere,
asthénie, fiévre, douleurs musculaires, nausées, hépatalgies, pertes d’appétit, vomissements,
douleurs articulaires, colorations des feces et des urines. Certains travaux révélent que les patients
chroniquement infectés par le VHC possedent des taux de cholestérol et de triglycérides
significativement plus élevés que les sujets sains et une activité sérique des alanines amino-
transférases (ALAT) et gamma-glutamyl-transpeptidases (y-GT) plus importantes. Par ailleurs,
I’histologie hépatique de ces patients révele une activité nécrotique et inflammatoire plus avancée

pouvant évoluer vers la fibrose hépatique [33, 34].

5- Histoire naturelle et pathogenese

L’histoire de I’hépatite C est caractérisée par un risque élevée de chronicité. En effet, aprés
contamination par le VHC, le patient développe une hépatite C aigué qui peut étre symptomatique
dans 10-15% des cas mais le plus souvent asymptomatique (dans environ 90% des cas) [8]. 20%
des patients voient une résolution spontanée de leur hépatite [35]. Par ailleurs, des travaux ont
révélés que les patients symptomatiques ont plus de chance de guérir spontanément de la maladie
que les patients asymptomatiques [8]. Cependant, la maladie devient chronique chez environ 70-
80% des patients. En I’absence de traitements efficaces, cette chronicité peut engendrer une fibrose
puis une cirrhose virale C (chez environ 20% des patients). Au stade de cirrhose, le risque de
développer un cancer du foie est trés élevé. En effet, 4-5% des patients chroniquement infectés par
le VHC deéveloppent un carcinome hépatocellulaire un délai de 20 a 30 ans apres la contamination
[30, 31, 36-38]. La figure 2 est une représentation schématique de I’histoire naturelle de I’évolution

de I’hépatite C au cours du temps.

4
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Figure 2 : Evolution de I’hépatite C au cours du temps. Les facteurs qui diminuent le risque de
progression vers la cirrhose et CHC sont le sexe féminin et le jeune &ge au moment de I’infection.
Les personnes avec ce profil favorable n’ont souvent pas de maladie progressive avant 30 ans et
plus apres I’infection. Les facteurs qui augmentent le risque de progression incluent la
consommation d’alcool, I’&ge avancé au moment de I’infection, le sexe masculin et les co-
infections virales (VHB, VHA, VIH). Les personnes avec ce profil de risque défavorable sont
susceptibles de développer des complications dans les 20 ans voire moins aprés I’infection. Une fois
la cirrhose développée, le risque de CHC est de 1 a 4% par an. D’apres Laurissa Ouaguia, 2015.

Ainsi, apres infection par le VHC, 10% des patients présentent des signes cliniques de I’hépatite
aigué et 90% développent une hépatite aigué asymptomatique [35]. L’apparition de I’hépatite C

aigué est genéralement silencieuse d’ou la grande difficulté a pouvoir la détecter et I’étudier.

5.1- L’hépatite C aigué

L’hépatite C aigué apparait 2 & 12 semaines aprés I’infection (généralement & la 7°™ semaine).

Elle peut étre sévére et se prolonger jusqu'au 6™ mois. Il n’existe pas de tests srs pour
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diagnostiquer cette phase de la maladie. Chronologiquement, 7 a 10 jours aprés la contamination,
I’ARN viral devient détectable par PCR dans le sérum. La charge virale peut alors rapidement
atteindre 10° & 10" UI/ml. Ensuite, les transaminases augmentent dans un délai supérieur & 15 jours
(jusqu’a 4 semaines apres la contamination) avec un pic pouvant atteindre 10 fois la normale.
Enfin, dans un délai de 2 a 12 semaines, les anticorps anti-VHC, caractérisant la séroconversion,
apparaissent dans le sérum [39]. L’hépatite aigué C est généralement diagnostiquée lors d’analyses
de contrdle chez les personnes a risques (professionnels de recherche, de santé et utilisateurs de
drogues injectables) [8]. La détection de I’infection par le VHC pendant la phase aigué est tres
difficile en raison de la faible production d’anticorps anti-VHC, celle-ci survenant genéralement
apreés le 3°™ mois [40, 41]. En I’absence de détection d’anticorps anti-VHC, le seul moyen efficace
de détecter la maladie pendant la phase aigué demeure la recherche de I’ARN viral par PCR.

Aprés contamination, 20% des patients, majoritairement symptomatiques, resolvent
spontanément la maladie [35]. L’intervalle entre I’infection et la séroconversion peut variée de 6 a 8
semaines chez les porteurs sains ce qui suggérent que la guérison spontanée peut survenir avant le
développement des anticorps anti-VHC et cette guérison est caractérisée par un niveau d’ARN viral
indétectable dans le sang, qui est évalué par 2 contrdles successifs effectués a 6 mois d’intervalle
[42]. La phase aigué de I’hépatite C est caractérisee par des taux d’ALAT 10 fois plus élevés que la
normale et par la séroconversion des patients [39]. Cette séroconversion est mise en évidence par la
détection des anticorps anti-VHC par des analyses immunologiques et la détection de I’ARN viral

par RT-PCR. La figure 3 représente les caracteéristiques sérologiques de I’hépatite C aigué.
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Figure 3 : Caracteristiques serologiques de I’hépatite C aigué. Environ 3 mois apres infection
par le VHC, on observe un pic de transaminases hépatiques suivi quelques semaines apres par un
pic d’anticorps anti-VHC dans le sang des patients. On note également la présence de I’ARN viral
dans le sérum de patient. En cas de guérison spontanée, le taux d’ALAT chute progressivement, le
taux d’anticorps reste au plus haut tandis que I’ARN viral devient indétectable 6 mois apres la
contamination. D’aprés Mushahwar, 1.K., et al., Am J Clin Pathol, 1981.
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5.2- L’hépatite C fulminante

Dans de rare cas, I’hépatite C aigué peut étre fulminante [39]. En effet, I’hépatite C
fulminante représente moins d’1% des hépatites C aigués. L’un des rare cas avéré d’hépatite C
fulminate a été décrit en 1996 chez un homme blanc de 68 ans dans un travail publié par Patrizia
Farci et ses collaborateurs [43]. L’hépatite C fulminate se caractérise par un syndrome clinique
dramatique associé a une nécrose importante des cellules hépatiques [44, 45]. Elle se manifeste
géneralement en présence des co-facteurs tels que la co-infection par le VHB/VHA et des taux de
virémie élevé [43, 46-48]. Il faut noter que I’isolement de la souche JFH1 du virus de I’hépatite C
par le professeur Wakita T. et ses collaborateurs a été réalisé grace a un patient souffrant d’une
hépatite C fulminante [49-51].

5.3- L’hépatite C chronique

L’hépatite C chronique est définie par la présence de I’ARN du VHC plus de 6 mois aprés la
contamination. Elle survient dans 70 a 80% des cas et le risque de passage a la chronicité est plus
élevé chez les sujets agés [32]. Elle persiste des annees avec une fluctuation des transaminases
indépendamment des symptdmes observés alors que la virémie reste relativement stable [52]. On
peut distinguer trois types d’hépatites C chroniques : I’hépatite C chronique avec transaminases
normales, I’hépatite C chronique minime et I’hépatite C chronique modérée ou sévere. En effet, 10-
40% des patients ayant une infection chronique C peuvent avoir des niveaux de transaminases
normaux malgré la présence de I’ARN viral dans le sérum et la détection d’anticorps anti-VHC [53,
54]. En outre, environ 50% des patients présentent une hépatite C chronique minime avec un taux
de transaminases trés modérément élevé et transitoirement normal [55]. Et enfin, environ 25% des
patients sont atteints d’hépatite C chronique modérée ou severe. Ces derniers ont une maladie
hépatique cliniqguement plus sévére avec un taux de transaminases et de gamma GT genéralement
tres élevés [56, 57]. La biopsie hépatique montre dans ces cas, une activité fibrosante plus intense
notamment chez les personnes présentant des co-facteurs de risques mais I’activité hépatique reste
relativement normale [58, 59]. La figure 4 représente les caracteristiques sérologiques de I’hépatite

C chronique.
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Figure 4 : Caractéristiques serologiques de I’hépatite C chronique. En cas de progression de
I’hépatite aigué vers la chronicité on observe un taux d’anticorps anti-VHC éleve, la persistance
d’ARN viral dans le sang et un taux d’ALAT qui fluctue et peut quelques fois devenir indétectable.
Cette progression peut se faire de facon silencieuse et ce, pendant plusieurs années. D’apres
Mushahwar, I.K., et al., Am J Clin Pathol, 1981.

L’hépatite C chronique est le plus souvent asymptomatique mais peu s’accompagner d’une
asthénie, d’une stéatose, et dans certains cas, de manifestations extra-hépatiques telles qu’une
cryoglobulinémie mixte, une néphropathie ou une pathologie thyroidienne [60]. Elle peut se
caractériser par des lésions histologiques hépatiques modérées ou séveres pouvant générer des
fibroses. Par ailleurs, des études génétiques ont mis en évidence chez I’héte des polymorphismes
génétiques susceptibles d’influencer I’évolution de la chronicité vers la fibrose tels que le
polymorphisme du TLR-4 (Toll-like receptor 4) et PNPLA3 (Patatin-like phospholipase domain-
containing protein 3) [61, 62]. L aggravation de la fibrose reste difficile a évaluer en raison de la

difficulté a répéter les biopsies hépatiques.

5.4- Fibrose et Cirrhose virale C

La fibrose hépatique est la conséquence évolutive d’une activité nécrotique et inflammatoire.
Les espaces portes fibreux sont élargis, d’aspect étoilé et I’accumulation progressive du collagene
dans les espaces péri-sinusoidaux entraine la formation de septa (ponts fibreux) entre deux espaces
portes ou entre les espaces portes et les veines centro-lobulaires. Lorsque cette fibrose devient
annulaire c'est-a-dire lorsqu’elle entoure completement les nodules hépatocytaires, on parle de
cirrhose [63]. Le taux de progression peut-étre évalué en fonction de différents scores histologiques
(METAVIR) [64]. Le tableau 2 représente la classification des stades de fibrose en fonction du
score de METAVIR.
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Stade de Fibrose ( F) Caractéristiques

FO Absence de fibrose

F1 Fibrose portale sans septa

F2 Fibrose portale avec quelques septa
F3 Fibrose septale sans cirrhose

F4 Cirrhose

Tableau 2: Score de METAVIR représentant les modifications architecturales permettant
I’évaluation quantitative des cing stades de la fibrose (FO a F4). Le stade FO se caractérise par
ne absence totale de fibrose tandis que le F4 représente le stade de fibrose le plus avancé a savoir la
cirrhose. D’aprés Laurissa Ouaguia, 2015.

La cirrhose hépatique induite apres infection par le VHC peut rester silencieuse pendant
plusieurs années. On estime qu’environ 15-20% des patients chroniques développent une cirrhose
virale C. En effet, I’hépatite C chronique peut progresser au fil des décennies jusqu’au stade de
cirrhose et cette progression est influencée par le sexe, I’age, les co-infections et consommation
d’alcool [65]. Le pronostic de la cirrhose repose sur 5 critéres biologiques et cliniques que sont la
bilirubine totale, le taux d’albumine, de prothrombine, les ascites et I’encéphalopathie hépatique. La
gravité de la maladie hépatique chronique et cirrhotique est généralement évaluée gréce aux scores
de Child-Turcotte-Pugh et MELD qui sont les plus utilisés [66, 67]. La cirrhose virale C est
géneralement découverte lors des biopsies hépatiques ou diagnostiquée au stade de carcinome
hépatocellulaire. Elle se caractérise le plus souvent par une hypertension portale et par une
insuffisance hépatocellulaire d’ou I’appellation de «cirrhose décompensée ». La cirrhose
décompensée résultant de I’hépatite C chronique est la premiére cause de transplantation hépatique
en Europe et la deuxieme en France apres la cirrhose alcoolique [16, 68]. Une fois la cirrhose
établie, le carcinome hépatocellulaire se développe avec un taux annuel de 1 a 4% [38, 69]. Des
facteurs supplémentaires comme I’origine ethnique noire, les taux de plaquettes et de phosphatase
alcaline, le tabac et la présence de varices sont associés a un risque de CHC chez les patients

cirrhotiques.
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5.5- Carcinome hépatocellulaire

Le carcinome hépatocellulaire est une complication tardive de I’hépatite C chronique
survenant chez 1 a 5% des patients [37]. Le CHC représente la troisieme cause de déces par cancers
dans le monde [70, 71]. Dans le monde, environ 700 000 nouveaux cas de CHC sont découverts
chaque anneée et plus de 20 % seraient dus au VHC. Selon les données épidemiologiques issues des
bases GLOBOCAN 2012 de I’Agence Internationale de Recherche sur le cancer et des registres de
mortalité de I’Organisation Mondiale de la Santé [72, 73], le CHC représenterait la cinquieme cause
de cancer dans le monde chez I’homme et la septieme chez la femme [20]. Des prédictions
mathématiques postulent qu’en 2015, environ 846582 personnes seront atteintes par le CHC
montrant ainsi une progression de I’incidence du CHC au fil des années [72]. Les incidences les
plus élevées de CHC sont observées dans les régions ou la prévalence des infections virales C et B
est accrue. Ainsi, plus de 80% des CHC surviennent dans les pays en voies de développement [74,
75]. Le CHC est une tumeur de mauvais pronostic caracterisée par une altération profonde de la
fonction hépatique. La survie médiane des patients souffrant de CHC est inférieure & 1 an [76]. La
figure 5 représente le nombre de déces par maladie chronique hépatique dans le monde.
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Figure 5 : Cause et nombre de décés par maladie chronique hépatique dans le monde en 2010.
Entre 1990 et 2010. L’infection par le VHC représentait la troisiéme indication du développement
de cirrhose du foie (ligne hachurée rose) et la deuxieme cause du développement de cancer du foie
(ligne rose pleine). Adapté de Cowie BC et al, AASLD 2013, abstract 23.

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr




Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

Dans la majorité des cas, le CHC se développe apres des déecennies d’hépatite chronique,
induisant I’accumulation progressive de nombreuses altérations génétiques et épigénetiques, ce qui
aboutit a la transformation maligne des cellules du foie. Contrairement au VHB, le VHC ne
s’integre pas au génome de I’héte. Ainsi, le CHC induit par le VHC se fait essentiellement par des
mécanismes indirects tels que I’inflammation chronique induite et via les phénoménes de
mort/survie cellulaires induits [77]. L’hépato-carcinogenése virale C touche plus particulierement
les voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire et I’apoptose telle que la voie
Whnt/béta-catenine, p53, pRb, MAPK, JAK/STAT, PI3K/Akt et celles des facteurs de croissance
[78-80]. Il existe de plus en plus d’évidences montrant que le processus inflammatoire est lui-méme
intimement associé a I’hépato-carcinogenese virale C, notamment par le biais des cytokines [81].
Cependant, certaines études ont montrée que les protéines virales (Core) pouvaient favoriser
I’hépato-carcinogenese virale C [82]. De nos jours, le pronostic du CHC reste négatif car la plupart
des sujets ne sont pas traités (acces aux soins limité dans les pays émergents) ou ne sont pas
traitables (insuffisance hépatique limitant les thérapies). Néanmoins, traités a une phase précoce,
des survies prolongées de patients peuvent étre obtenues. La meilleure prévention de ce cancer reste
donc le traitement précoce du VHC. La figure 6 représente les étapes du développement du

carcinome hépatocellulaire apreés infection par le virus de I’hépatite C.
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Figure 6 : Progression de I’hépato-carcinogenese virale C. L’infection par le VHC déclenche la
réponse inflammatoire anti-virale (IFN-y) au cours de la phase aigué. Dans 70% des cas, cette
réponse est inefficace et la maladie devient chronique. Cette chronicité est caractérisée par la
persistance du virus dans le foie et le développement de nodules nécrotiques. Il y a alors
développement d’une cirrhose qui peut progresser vers le développement d’un carcinome
hépatocellulaire. D’apres Markus H Heim, Nature Reviews immunology 2013.
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5.6- Manifestations extra-hépatiques

De nombreuses manifestations extra-hépatiques liées a I’infection par le virus de I’hépatite
C ont été décrites. La pathologie la mieux décrite comme étant une conséquence de I’hépatite C est
la cryoglobulinémie mixte associée une prolifération lymphocytaire B [83]. Il a également été décrit
un lien clair entre I’hépatite C et la survenue de glomérulonéphrite et lymphomes non hodgkiniens
[84]. Certaines manifestations telles que la thyroidite auto-immune, le purpura thrombopénique
idiopathique, le syndrome de Sjogren, le diabéte, I’insulinorésistance et la péri-artérite semblent
également plus fréquentes chez les patients chroniquement infectes par le VHC [85]. Plus
récemment, les symptdmes neuropsychiatriques telles que I’asthénie, troubles de la mémoire,
troubles du sommeil et dépression ont également été associés a I’infection par le VHC. Ces
manifestations psychiatriques sont observées dans environ 6% des cas [86]. Le tableau 3 résume

I’ensemble des manifestations extra- hépatiques les plus couramment associées a I’hépatite C.

Manifestations extra-hépatiques associées I’infection par le virus de I’hépatite C

Cryoglobulinémie mixte
Lymphomes non hodgkiniens
Péri-artérite
Glomérulonéphrites
Neuropathies (troubles psychiatriques)
Désordres lympho-prolifératifs
Porphyrie
Thyroidite auto-immune

Syndrome de Sjogren

Tableau 3 : Manifestations extra-hépatiques fréquemment associées a I’hépatite C. D’apres

Laurissa Ouaguia, 2015.
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5.7- Persistance virale C et récidive

Le foie est un organe qui contient de nombreuses cellules telles que les hépatocytes, les
fibroblastes intra-hépatiques, les phagocytes, les cellules de Kupffer, les cellules endothéliales, les
cellules étoilées de I’espace de Disse, les cellules présentatrices d’antigénes et les lymphocytes [87].
C’est aussi un site de production importante de cytokines (IFN-y, IL-10), de chimiokines, de
composants du complément et de protéines de I’inflammation. Ces différents facteurs jouent un réle
important dans la migration et le recrutement ou « homing » des cellules inflammatoires effectrices
ou régulatrices de I’immunité. En conséquence, les antigenes sont présentés aux lymphocytes dans
un contexte cytokinique hautement immunosuppresseur, ce qui favorise un état de tolérance
immunitaire que certains pathogénes comme le VHC exploite pour établir leur persistance [88-90].
En outre, la variabilité génétique du VHC est une cause essentielle de persistance et de la récidive
virale. En effet, plus de 10 virions sont générés chaque jour [91]. Ce niveau élevé de réplication
associé a une absence de correction des erreurs de transcription aboutit a I’émergence de nombreux
variants constituant la quasi-espece. Ce phénomene favoriserait I’échappement du virus a la réponse
immunitaire humorale ou cellulaire. De plus, la pression de sélection accentue le phénomene
d’adaptation des nouveaux variants pour réinfecter I’individu. En outre, des mutations peuvent
apparaitre au niveau des séquences en acides aminés de certains épitopes du VHC, favorisant alors
la persistance virale [92]. Enfin, par son architecture particuliére, les cellules du foie sont
intimement liées les unes aux autres et la transmission cellules a cellules peut permettre au virus

d’échapper aux réponses immunitaires, en I’occurrence aux anticorps neutralisants [93].

6- Diagnostic clinique et virologique

Les méthodes couramment utilisées pour diagnostiquer I’hépatite C sont la recherche des
anticorps anti-VHC de séroconversion et la détection de I’ARN viral par PCR. En effet, la présence
d’anticorps témoigne d’un contact antérieur avec le virus. Pour ce faire, les professionnels de santé
utilisent des RDTs (tests rapides de diagnostic), des POCTs (point-of-care tests) et des tests ELISA
de 3™ génération (Recombinant Immunoblot Assay) qui ont une sensibilité et une spécificité
supérieures a 97 %. En effet, les anticorps anti-VHC sont sécrétés vers le 3°™ mois suivant la
contamination [40, 41] et chez un patient ayant une sérologie de I’hépatite C positive, il convient de
rechercher I’ARN du VHC. Pour ce faire, différentes techniques sont utilisées. La premiére utilise
I’ADN ramifié (branched DNA) qui permet d’amplifier et de quantifier la charge virale du patient.
Cette technique s’appuie sur I’utilisation de sondes oligonucléotidiques spécifiques de I’ARN viral

suivie d’une amplification du signal par branchement d’ADN sur la sonde hybridée. Ce test est peu

.
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sensible car il ne détecte la charge virale qu’a partir de 500 Ul/ml. La deuxiéme technique est le
diagnostic par TMA (Transcription Mediated Amplification). Il s’agit d’un procédé d’amplification
de I’ARN viral par deux enzymes, la transcriptase inverse et la T7 RNA-polymérase en utilisant
deux amorces dont I’'une contient le promoteur T7 nécessaire a la transcription. Cette technique tres
sensible permet la détection de charges virales comprises entre 5 a 10 Ul/ml. La troisieme
technique, de loin la plus utilisée, repose sur la transcription inverse de I’ARN messager suivie
d’une amplification en chaine de la polymérase (RT-PCR). Cette méthode permets d’obtenir des
informations quantitatives et qualitatives sur la charge virale des patients [94]. Généralement, une
PCR positive signifie que I’infection est chronique. Dés lors, il faut rechercher le génotype viral
impliqué. La détermination du génotype repose sur I’utilisation de bandelettes de nitrocellulose
(INNO-Line Probe Assay) chargées en sondes spécifiques de I’ensemble des génotypes. Enfin, le
diagnostic clinique peut aussi étre évalué sur la base de tests sérologiques (recherche de
cryoglobulinemie mixte). En effet, plusieurs études montrent que la réponse au traitement est

fortement influencée par la charge virale et encore plus par le génotype du virus de I’hépatite C.
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B/ LE VIRUS DE L’'HEPATITE C

1- Découverte du virus de I’hépatite C

En 1975, les scientifiques prennent connaissance de I’existence d’un nouveau pathogéne
responsable d’hépatites non-A, non-B [3, 5]. Au milieu des annees 80s, des études montrent que les
chimpanzés infectés avec du plasma des patients NANB développent une maladie hépatique
identique a celle de I’hnomme et cette maladie semble d’origine virale. En mai 1988, I'identification
du clone viral de l'agent étiologique de I'hépatite NANB est décrite par Houghton et ses
collaborateurs de la Chiron Corporation grace a I'élaboration d'une banque d'ADN complémentaires
a partir du matériel génétique d’inoculum de chimpanzé avec un fort pouvoir infectieux [95, 96].
Ainsi, le clone viral 5-1-1 codant pour un épitope immuno-dominant situé a I’intérieur de la
protéine non structurale NS4 du VHC est mis en évidence comme étant spécifique des échantillons
NANB. En 1989, le virus NANB est identifie par Choo et ses collaborateurs qui, apres I’avoir
séquencé, I’ont renommé virus de I’hépatite C (VHC) [7]. Malgré I’incapacité d’effectuer des
expériences de virologie moléculaires classiques, I’origine virale du VHC est démontrée grace a son
hybridation spéecifique avec une grande molécule d’ARN simple brin d’environ 10 000 nucléotides.
En effet, cet ARN simple brin a été retrouve uniquement dans les échantillons positifs NANB. Par
ailleurs, des études approfondies révelent que la séquence virale est nouvelle car trés différentes de
celle des autres flavivirus [7]. L’ensemble du génome viral cloné et comparé aux autres séquences
connues a permis de rapprocher le VHC aux membres de la famille des Flavivirideae, dans un
nouveau genre, exclusivement réserveé a ses variants, le genre Hépacivirus [97]. Des 1991, de
premiéres études mettent en évidence la polarité positive de cet ARN viral [98]. Et de nos jours, le
VHC est défini comme un virus a ARN simple brin de polarité positive, d’environ 9.6 kb,
contenant un large cadre ouvert de lecture borde de régions 5’ et 3’ non traduites. Ces découvertes
majeures ont permis de mettre sur pied la premiére génération de tests sanguins de dépistage
systématique des anticorps anti-VHC sur les dons de sang ce qui a fortement diminuer le risque
d’hépatites post-transfusions (préalablement estimé a 10%) [99]. Ces dernieres années, une
recherche trés active a permis non seulement de comprendre la structure du virus, son génome, son
entrée et la fonction de ses protéines virales mais également de mieux appréhender les mécanismes
de variabilité génétique, de tropisme cellulaire et de réplication adaptative. La figure 7 est une
représentation schématique de la découverte et de I’identification du virus de I’hépatite C a partir

des chimpanzes infectés avec les plasmas des patients NANB.
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Figure 7 : Histoire de I’identification et la découverte moléculaire du virus de I’hépatite C.
Des chimpanzés ont éeté infectés avec le plasma de patients porteurs d’hépatites NANB. Apres le
développement d’une maladie identique a celle de I’homme, le plasma de ces chimpanzés a été
récupéré puis le matériel nucléique total a été purifié par ultracentrifugation. En parallele, a été
récupéré le sérum de patients NANB possédant des niveaux élevés d’ALAT (signe de dommage
sévere au foie). L utilisation de banque d’ADNCc a mis en évidence le clone 5-1-1 comme spécifique
du génome viral NANB. Ce virus NANB a ensuite été appelé VHC. D’aprés Choo, QL et al,
Science 1989 ; Houghton M, Liver International 2009.

2- Structure du virus de I’hépatite C

Le VHC, comme tous les autres membres de la famille des Flavivirideae, se caractérise par un
génome d’ARN viral, une nucléocapside icosaédrique et une enveloppe lipidique (voir figure 8)
[100]. Le génome du VHC est constitué d’un ARN simple brin de polarité positive d’environ 9600
nucléotides. Son enveloppe est une nucléocapside icosaédrique de 30 a 60 nm de diameétre elle-
méme enveloppée d’une double couche lipidique, provenant fort probablement du réticulum
endoplasmique et dans la quelle sont ancrées des glycoprotéines d’enveloppe [101]. Des particules
virales provenant de tissus de foie et de sérums de patients infectés par le VHC ont pu étre
visualisées directement par microscopie électronique [102, 103]. Ainsi, des nucléocapsides non
enveloppées ont également été observées a partir de certains sérums de patients infectés. Le VHC
présente donc une certaine hétérogéneité car son diametre peut varier entre 38 a 65 nm [104]. La

figure 8 est une représentation du virus de I’hépatite C.
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Figure 8: Structure du virus de I’hépatite C. Le génome viral (ARN) est entouré par une
nucléocapside icosaédrique elle-méme enveloppée par une double couche lipidique dans laquelle
sont ancrées les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2. Adapté de J. Perkins, The scientist, 2006.

Le génome du VHC renferme un large cadre ouvert de lecture (ORF : open reading frame)
codant pour une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés qui est organisée comme suit : NH2-C-
E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH. Cette polyprotéine donnera aprés clivages
co- et post- traductionnels 3 protéines structurales E1, E2 et Core, une protéine p7 (non classée) et 6
protéines non structurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B. Occasionnellement, une
protéine F (F/ARFP) issue d’un cadre de lecture alternatif localisé dans la séquence de la protéine
Core peut également étre génerée [105]. L’ORF est bordé en 5’ et 3’ de régions non traduites
(UTR : untransleted regions) d’approximativement 340 et 230 nucléotides respectivement [106]. La

figure 9 représente I’organisation generale du génome du virus de I’hépatite C.
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Figure 9: Organisation du génome du virus de I’hépatite C. L’ARN positif simple brin du
génome viral est constitué d’un large cadre ouvert de lecture (ORF) flanque de deux extrémité 5” et
3’ non traduites. Ce génome possede le signal pour initier et coordonner la synthése des protéines
virales et la réplication. La translation est initiée au niveau de I’IRES dans la région 5’UTR. Adapté
de Barbara Rehermann, Nature reviews Immunology 2009.
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2.1- Les régions non codantes 3’ et 5’

Les extrémités non codante et non traduites (UTR) du VHC jouent un réle important dans la
réorganisation du génome viral, la replication, I’initiation de la traduction et I’assemblage viral
[107].

2.1.1- L’extrémité 3’ non codante

L’extremité 3’ non traduite du VHC est structuralement divisée en trois domaines distincts.
De 5’ vers 3’ : une région constituée de 40 nucléotides variables selon les isolats et formant deux
structures tiges-boucles, une queue poly(U)- poly (U/UC) de longueur comprise entre 30 a 150
nucléotides et une région tres conservée de 98 nucléotides appelée région X qui forme trois
structures tiges-boucles, cette derniére région étant la plus stable [108]. L’extrémité 3 UTR joue un
réle important dans I’initiation et la régulation de la réplication virale et semble impliquée dans la
synthese de I’ARN de polarité négative. En effet, les 3 domaines de cette extrémité interviennent
dans la réplication du brin négatif du VHC [109, 110]. Par ailleurs, grace a I’utilisation de
constructions cistron-rapporteurs, plusieurs travaux ont montré que I’extrémité 3’ UTR pouvait

également stimuler la traduction IRES-dépendante [111].

2.1.2- L’extrémité 5’ non codante

L’extremité non traduite 5’ posséde une sequence nucléotidique d’environ 340 nucléotides
dépourvue de coiffe méthylée qui possede la particularité d’étre tres conservée chez tous les
génotypes du VHC [110, 112]. L’extrémité 5’ est composée de 4 domaines distincts. De 5’ vers 3’:
un repli en épingle a cheveux constitué de 27 nucléotides formant le domaine | et les domaines I,
Il et en tiges-boucles comprenant 3 a 5 codons initiateurs. Le domaine Il de I’extrémité 5’
représente le domaine le plus large tandis que le domaine 1V forme un pseudo-nceud au niveau du
codon start AUG. Des études récentes ont montré que cette extrémité 5’ posséde deux sites de
fixation pour un petit ARN non codant mirl22 [113]. Cette fixation du mirl22 a I’extrémité 5’
favorise la traduction de la polyprotéine et stimule la réplication du génome viral [114, 115]. De
plus mirl22 semble favoriser la I’infectivité des virions, favorisant ainsi la pathogenése virale C
[116]. L’extrémité 5’contient également plusieurs codons AUG (de 3 a 6 selon le génotype) dont 2
aux positions nucléotidiques 85 et 215, treés conservés entre le VHC et les pestivirus. Par ailleurs,
I’extrémité 5° fonctionne comme un site interne d’entrée pour le ribosome. En effet, I’extrémité 5’
UTR est composée d’un IRES « internal ribosome entry site » qui recrute directement la petite sous-
unité 40S du ribosome, initiant ainsi la traduction de la polyprotéine [117]. Ainsi, la fonction
majeure de la région 5’ non traduite est I’IRES qui englobe les domaines II, Il et 1V[110]. Cet
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IRES participe a I’initiation de la traduction de la polyprotéine virale et a la réplication grace a un

mécanisme coiffe-indépendante.

Structure de I’lRES du VHC

L’IRES du VHC est constituée de 3 des 4 domaines de I’extrémité 5’UTR et elle controle la
traduction de la polyprotéine virale [118]. L’IRES est la région la plus conservée entre les différents
génotypes du VHC ce qui fait d’elle une cible de choix pour un traitement spécifique [119]. L’ARN
de I’IRES VHC possede une séquence primaire hautement conservée et une structure secondaire
composée de 4 domaines I, I1, 111 et IVV. Néanmoins, ce sont bien les domaines II, 11 et IV qui sont
impliqués dans la machinerie de traduction. L'IRES du VHC peut adopter une conformation 3D
caractéristique ou une structure tertiaire spécifique en fonction des concentrations physiologiques
d’ions. Or, la conservation de la structure IRES determine I'efficacité de la synthese de la protéine

virale [120]. La figure 10 représente la structure secondaire de I’IRES du virus de I’hépatite C

(IRES VHC).
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Contrairement au processus d’initiation de la traduction des ARN messagers chez les
eucaryotes, I’IRES du VHC recrute et positionne directement les sous-unités ribosomales 40s sur le
codon start AUG sans intervention des facteurs eucaryotes d'initiation de la traduction (elFs) [119].
Ce positionnement est suivi de la fixation de facteurs de traduction elF3 et elF2-GTP-Met-tRNA
qui stabiliseront la pré-initiation de la traduction [121]. Enfin, les facteurs elFs sont relargués
permettant alors la fixation de la sous unité 60s pour la formation d’un ribosome 80s qui initie la
synthese protéique. Ainsi, I’IRES permet la traduction coiffe indépendante de I’ARN viral par les
ribosomes cellulaires qui interagissent principalement avec le domaine Il de I’IRES. Néanmoins,
tous les domaines de I’IRES (II, Il et IV) se sont révélés nécessaire a la réplication du génome

viral. La figure 11 résume le fonctionnement de I’IRES VHC dans I’initiation de la traduction.

{[11]

lla

I, alllb

Figure 11 : Fonctionnement de I’'IRES VHC dans I’initiation de la traduction. L’arrangement
des domaines de I'IRES du VHC avec les sous-unités ribosomales nécessite I’assemblage des
complexes de pré-initiation de la traduction 40s et 80s. L’IRES se fixe directement a la sous unité
40s puis différents facteurs de traduction elFs sont recrutés. Par la suite, la sous-unité 60s est
recrutée pour la formation de I’unité ribosomale 80s qui initie la traduction. Des mutations dans
différents domaines de I’IRES VHC peuvent inhiber la formation des complexes de traduction.
D’apres Anas Khawaja, WIRES RNA 2015.

2.2- Les régions codant les protéines virales

La traduction IRES dépendante de I’ORF génére au niveau du réticulum endoplasmique une
polyprotéine précurseur de 3008 a 3037 acides aminés[122]. Ce génome viral est similaire a celui

des pestivirus et flavivirus. La polyprotéine précurseur, organisée comme suit NH2-C-E1-E2-p7-
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NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-COOH, subira des modifications co- et post-traductionnelles.
Cette polyprotéine peut étre subdivisée en 2 régions : le premier tiers a I’extrémité amine (N-
terminale) codant pour les composantes structurales et les deux tiers restants codant pour les
protéines non structurales (C-terminale). Les protéines non structurales sont séparées des protéines
structurales par un petit polypeptide hydrophobe. Dans un premier temps, la polyprotéine est clivee
par les peptidases-signal cellulaires (SPP) de I’hote entre les jonctions C/E1l, E1/E2, E2/p7 et
p7/NS2 pour donner les 3 protéines structurales E1, E2, Core et la protéine p7. Ensuite, I’auto-
protéase virale NS2 clive la jonction NS2/NS3. Enfin, la sérine protéase virale NS3-4A clive le
reste de la polyproteine virale pour donner les 6 protéines non structurales NS2, NS3, NS4A, NS4B,
NS5A et NS5B. Ces clivages s’opérerent au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique,
lieu ou ces protéines seront localisées. Les protéines virales résultantes ont chacune des fonctions
spécifiques qui seront discutées dans les chapitres suivants. La figure 12 montre le clivage de la

polyproteine par les protéases cellulaires et virales.
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Figure 12 : Organisation du génome du virus de I’hépatite C. (A) L’ARN positif simple brin du
génome viral est constitué d’un large cadre ouvert de lecture (ORF) bordé de deux extrémités 5’ et
3’ non traduites. (B) Expression de la polyprotéine qui subira des clivages co- et post-
traductionnels. Les protéines structurales (en jaunes) sont clivées par des peptidases-signal
cellulaires (fleches violettes), alors que les protéines non structurales (en rose) sont libérées par des
protéases virales (fleches rouge et noires). Le polypeptide non classe p7 est coloré en gris. Les
chiffres placés en dessous de la polyprotéine indiquent en acides aminées la position a laquelle les
clivages ont lieu. (C) Fonction des 10 protéines virales résultantes. Une protéine F additionnelle
(F/ARFP), en gris, peut également étre traduite a partir d’un cadre de lecture alternatif se trouvant
sur la séquence de la capside. Adapté de Barbara Rehermann, Nature Reviews Immunology 2009.
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2.2.1- Les protéines structurales

Dans un premier temps, la polyprotéine du VHC est clivée pour donner 3 protéines

structurales que sont : la protéine de la capside et les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 [117].

a- Laprotéine de la capside

La protéine de la capside est située a I’extrémité N-terminale de la polyprotéine virale. Elle
est clivée par les peptidases-signal cellulaires (SPP) (voir figure 12). Le constituant majeur de cette
nucléocapside virale est la protéine Core. Comparée aux autres protéines structurales et non
structurales, la séquence nucléotidique de la protéine Core est trés conservée chez les différents
variants du VHC. Des études montrent des interactions existent entre la protéine Core et la région 5’
UTR de I’ARN viral, ce qui suggere son implication dans le controle de la réplication virale, de la
traduction et de I’encapsidation [101]. A la base, la protéine Core a une taille de 21kD et n’est pas
glycosilée. Cependant, différentes études ont mis en évidence des protéines Core glycosilées pour
certaines, et dont les tailles varient entre 16-23kDa [123-127]. Aujourd’hui, la protéine Core est
définie comme une phosphoprotéine de 23kDa libérée dans le RE mais qui mature en une protéine
de 21kDa, ce qui lui permet d’étre transportée vers les gouttelettes lipidiques, site d’assemblage des
particules virales. La localisation de la protéine Core est donc principalement cytoplasmique mais
quelques études révelent aussi une localisation mitochondriale ou nucléaire de la forme courte
(19kDa) [126, 128]. La région hydrophobe C-terminale de Core représente le domaine
transmembranaire qui lie la capside a la membrane du RE. La protéine Core forme des
homodimeres et des hétérodimeres avec la glycoprotéine d’enveloppe E1, importante dans
I’assemblage des virions [129]. En plus de cette fonction structurale, la protéine Core peut moduler
plusieurs processus cellulaires impliqués dans la pathogenése virale en interférant directement avec
les processus biologiques: apoptose, formation des gouttelettes lipidiques et de la steatose,
formation des ROS (reactive oxygen species), voies de signalisation, activation transcriptionnelle
modifiant I’expression de certains génes et hépato-carcinogenese virale C [82]. En effet, par ses
interactions avec I’apolipoprotéine All, avec le récepteur au TNF (TNFR) et le récepteur a la
lymphotoxine béta (LTbR), la protéine Core favorise le développement de la stéatose hépatique et
le carcinome hépatocellulaire [82, 130, 131]. Par ailleurs, la protéine Core est également impliquée
dans I’activation de SOCS (suppressor of cytokine signaling) responsables d’une diminution de
I’IRS-1 (insulin receptor substrate-1), a I’origine de I’insulino-résistance liée au virus. En outre, la
protéine Core possede une activité immunosuppressive car elle inhibe la prolifération des cellules
immunitaires activées grace a des interactions avec le récepteur du complément gClgR. Par
ailleurs, elle induit I’apoptose des lymphocytes T via la voie Fas-FasL, favorise I’expansion et

2
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I’activation des lymphocytes T CD4+ régulateurs et favorise la chronicité de I’infection virale
[122,123[132]. De plus, la protéine Core semble favoriser le développement de la réponse
inflammatoire Th17 en inhibant la différenciation des monocytes en cellules dendritiques, en
augmentant la secrétion d’IL-6 (interleukine-6) et en favorisant la sécrétion de la TSLP (thymic
stromal lymphopoietin) [133, 134].

Des auteurs ont suggeéré que la protéine Core serait reconnue par le récepteur TLR-2 (toll-
like receptor) et qu’elle serait capable d’activer, in vitro, les cellules inflammatoires du systeme
immunitaire inné via la coopération du TLR-2 avec ses corécepteurs TLR-1 et TLR-6 [135]. La
figure 13 presente les interactions entre la protéine Core et le récepteurs cellulaire TLR-2 et ses
cofacteurs TLR-1 et TLR-2.

Extraceliular Space

TLR2/TLRE |

Figure 13 : Fixation de la protéine Core du VHC sur le récepteur TLR-2. La protéine Core du
virus de I’hépatite C est reconnue a la surface cellulaire les complexes de récepteurs TLR-2/TLR-1
et TLR-2/TLR-6. Cette reconnaissance active la signalisation cellulaire et la sécrétion de facteurs
cytokiniques tels que I’IL-6, I’'IL-8, IL-10, le TNF-a et I’IFN-y. D’apres Imran, M, Virology
journal, 2012.

Les mécanismes de reconnaissance du virus s’accompagnent d’une augmentation de la
production de TNF-a (tumor necrosis factor alpha) et d’IL-10 susceptibles de moduler la réponse
immunitaire [135, 136]. La protéine Core peut se lier a plusieurs protéines suppresseurs de tumeurs
telles p53, p73, pRb et moduler I’expression de la protéine p21/waf, kinase cycline-dépendante
inhibitrice [137-140]. Par ailleurs, elle augmente I’expression du TGF-B (transforming growth
factor beta) favorisant ainsi la fibrogenese par les cellules étoilées du foie. De ce fait, elle joue un
role essentiel dans la progression de la maladie vers la cirrhose [141]. La protéine Core participe
aussi a la transformation cellulaire et au processus de cancérisation induit par le VHC. En effet, elle

peut activer la voie beta-caténine, réprimer I’expression transcriptionnelle de I’E-cadhérine et

LV
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interagir avec Smad3, ce qui peut avoir des conséquences sur la croissance tumorale [142, 143]. De
plus, la protéine Core peut inhiber I’activation du facteur IRF-3 (interferon regulatory gene 3),
essentiel dans la réponse innée anti-virale [144]. La protéine Core est donc une protéine

multifonctionnelle essentiellement impliquée dans la morphogenése et la pathogénicité du VHC.

b- Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2

Les protéines structurales E1 et E2 sont des glycoproteines d’enveloppe respectivement de
31kDa et 70kDa. Ces glycoprotéines transmembranaires sont présentes a la surface du virus et sont
liées a la double couche lipidique par des domaines hydrophobiques (voir figure 14). La maturation
des protéines E1 et E2 est dirigée par des protéines chaperonnes du réticulum endoplasmique
(calnexine), par les N-glycosidases et par les signalases cellulaires. Clivées par les peptidases-signal
cellulaires, E1 et E2 possédent respectivement 5 a 6 sites et 9 a 11 sites de N-glycosilation [127,
145]. Dans le réticulum endoplasmique (RE), E1 et E2 forment des hétérodimeres avec Core et
NS2 : ils sont alors appelés complexes pré-bourgeonnants (E1-E2-Core-NS2) [129]. Par la suite, E1
et E2 deviennent des protéines transmembranaires de type | accrochées a I’enveloppe virale [146].

La figure 14 représente la localisation des protéines du complexe de réplication viral.

Cytoplasm

Figure 14: Complexe de réplication du VHC. Au niveau de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE) la polyprotéine de VHC subit des modifications co- et post-traductionnelles
puis est clivée en 10 protéines virales Core, E1, E2, p7, NS2-NS5B. Les protéines resultantes sont
ainsi, pour la plupart, transmembranaires et restent localisées au RE. Adapté de Lindenbach et Rice,
Nature 2005.
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Les glycoprotéines E1 et E2 sont principalement impliquées dans la morphogénése des
virions, dans I’attachement et dans I’entrée du virus dans les cellules hétes par leurs interactions
avec des récepteurs spécifiques [147-149]. Les interactions entre E1/E2 et les récepteurs sont par
ailleurs essentielles a la stabilité et la maturation des protéines virales [150]. Des interactions
précises ont, en effet, été décrites entre les protéines E1/ E2 et les récepteurs putatifs du VHC que
sont le CD81, LDLR, SCARB-I, Claudine-1 et Occludine [149]. Par ailleurs, d’autres interactions
glycoprotéines et récepteurs peuvent également exister (EGFR, DC-SIGN, ICAM-3, L-SIGN, TLR-
2, etc.). Neanmoins, le r6le de ces interactions E1/E2-récepteurs dans la fusion des membranes au
cours du processus d’entrée n’est pas encore bien défini [151]. Des études ont révélé que d’autres
protéines cellulaires pourraient également étre impliquées dans les processus complexes de
maturation, de conformation et d’oligomérisation des glycoprotéines E1 et E2 tout comme dans le
processus d'enveloppement des particules [152]. Par ailleurs, d’autres études montrent que E1 et E2
sont tres importantes dans la morphogenése et le relarguage des néovirions [145]. En outre, en
interagissant avec les molécules de signalisation PKR (Protéine kinase ARN-dépendante), la
protéine E2 peut inhiber les effets de I’interféron (IFN) [153]. Enfin, E2 semble aussi impliquée
dans la désorganisation de la conformation du RE [154]. Ainsi, en plus d’étre essentielle a I’entrée
et a I’internalisation du virus, E1 et E2 jouent aussi un role dans la dissémination et la persistance
virale.

Des analyses séquentielles de differents isolats du VHC révélent que E1 et E2 possedent des
séquences nucléotidiques variables ce qui favoriserait I’échappement du virus a la réponse
immunitaire [145]. Ces régions hyper variables (HVR) se retrouvent principalement dans la région
N-terminale. Ainsi, une région hypervariable 1 (HVR-1) a été identifiée dans la séquence de la
protéine E2, avec des différences de séquences inter- et intra-génotypiques allant jusqu’a 80%.
Cependant, les propriétés physico-chimiques et la conformation générale de E2 reste relativement
conservées parmi les génotypes, ce qui suggere un rdle important de cette région dans le cycle viral.

La région HVRL1 de la glycoprotéine E2 est la région la plus variable du génome du VHC [155].

2.2.2- Le polypeptide p7

Entre les régions structurales et non structurales du génome viral se trouve une petite
protéine transmembranaire p7 d’environ 7kDa qui fonctionne comme un canal cationique [156,
157]. p7 est un polypeptide hydrophobe détaché de la polyprotéine par les peptidases-signal de
I’héte (voir figure 12) [117]. La petite protéine p7 appartient a la famille des viroporines de classe

I1A. En effet, p7 est composeé de 3 résidus basiques (exposés a la surface membranaire) et de deux
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domaines transmembranaires (alpha-hélices) dont les extrémités C- et N-terminales sont orientées
vers la lumiere du RE (voir figure 14) [157, 158]. La région C-terminale de p7 contient une
séquence de ré-initiation de la translocation qui peut fonctionner comme un peptide-signal (en
présence de protéine-rapportrice). Comme les autres viroporines, p7 peut s’oligomeriser et former
complexes heptamérique ou hexamerique a la surface des cellules infectées favorisant ainsi la
perméabilisation de la membrane plasmique. En outre, en tant que cofacteur de NS2, p7 est
essentiel a I’assemblage du virus [159]. Certaines études suggérent que p7 n’interviendrait ni a
I’entrée, ni dans la réplication du VHC. Néanmoins, d’autres montrent que p7 favoriserait le
« processing » de la polyprotéine virale ainsi que I’infectivité in vivo [160]. En effet, des virus
mutés sur la séquence de p7 seraient moins infectieux que des souches sauvages [161, 162]. Ainsi,
p7 joue un rdle majeur dans la maturation, dans la production et dans I’infectivité des virus [157,
161, 163]. Des études ont montré que p7 est localisé soit au niveau du RE, soit associé a la
membrane plasmique ou associé a la membrane mitochondriale [158]. D’autres études révelent que
I’hétérodimére formé par E1-E2-P7-NS2, migre et localise au niveau des gouttelettes lipidiques ou
il participe a la morphogenése virale [164]. De ce fait, p7 joue un réle important dans I’assemblage

de la capside virale ainsi que dans I’enveloppement virions [165].

2.2.3- Les protéines non structurales

Dans un second temps, les clivages de la région non structurale de la polyprotéine sont
induits par 2 proteases virales : I’auto-protéase virale NS2 et son cofacteur NS3, responsables du
clivage auto-catalytique de la jonction NS2/NS3 et les serines protéases NS3-NS4A responsables du
clivage des jonctions NS3/NS4A, NS4A/NS4B et NS5A/NS5B. Ces clivages de la polyprotéine
donneront 6 protéines non structurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B aux fonctions
diverses [97, 117].

a- La protéine NS2

NS2 est une cystéine-protéase de 217 acides aminés composée d’une extrémité N-terminale
hydrophobe constituant le domaine de fixation a la membrane et d’une extrémité C-terminale
globulaire qui constitue le sous domaine de I’activité protéase cytosolique [166]. La fonction de la
forme mature de NS2 reste inconnue mais au sein de la polyprotéine, NS2 contribue grandement a
I’activité protéase responsable du clivage de la jonction NS2/NS3. En effet, NS2 posséde un sous
domaine auto-catalytique qui clive la jonction NS2/NS3 alors qu’en amont, le clivage de la jonction
NS2/p7 se fait sous le controle des peptidases-signal cellulaires de I’hote [167]. La forme clivée de

o
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NS2, protéine hydrophobe de 21-23kDa, reste associée a la membrane du RE des cellules infectees
avec les extrémités C- et N-terminales dirigées vers la lumiere [167, 168]. Cette activité cis auto-
catalytique fait intervenir les 180 premiers acides aminés de NS3 qui est donc considéré comme un
cofacteur [169, 170]. D’ailleurs, de nombreuses études definissent le complexe NS2/3 comme une
seule cystéine protéinase [171]. L activité de cette protéase est contr6lée par la protéine chaperonne
hsp90 [172]. Les analyses structurales de NS2 révelent un dimere de cystéines protéases composé
deux sites actifs, I’un apportant le résidu catalytique histidine/glutamate et I’autre la cystéine [173].
NS2 clivée localise dans la membrane du RE ou elle constitue une protéine membranaire
hydrophobe [168]. Composee de quatre domaines transmembranaires, la protéine NS2 est dégradée
par le protéasome sous la direction de la protéine kinase CK2 [174].

Bien que cette protéase ne soit pas directement impliquée dans la réplication virale, des
études montrent que ce clivage est essentiel a la formation d’une réplicase virale active [175]. Par
ailleurs, d’autres études montrent que NS2 et p7 localisent au niveau des gouttelettes lipidiques et
que NS2 interagit avec et inhibe la protéine spécifique du foie CIDEB-B (cell-death-inducing
DFFA-like effector B) (pro-apoptotique). Par ailleurs, NS2 affecterait aussi la transcription des
genes et, serait essentiel a I’infectivité du virus [159, 176]. De facon, intéressante, la cartographie de
NS2 de chimeres (naturelles ou artificielles) inter-génotypiques du VHC suggére fortement qu’en
plus de I’activité protéase, NS2 serait essentielle a I’assemblage et au relarguage des virus [159,
166, 177].

b- La protéine NS3

La protéine NS3 est une protéine multifonctionnelle hydrophile de 70kDa qui possede deux
activités enzymatiques bien distinctes : une activité protéase (en N-terminale) et une activité
hélicase / NTpase (en C-terminale) [145]. En effet, les 180 premiers acides aminés de la partie N-
terminale agissent comme cofacteur de la cysteine protéinase NS2 pour cliver la jonction NS2/NS3
[169]. La région C-terminale restante constitue une sérine protéase, cofacteur de NS4A, pour cliver
les jonctions entre les protéines non structurales en aval de NS3 (NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4B/NS5A et NS5A/NS5B) ce qui aboutit au complexe de réplication virale actif [106]. Le
clivage auto-catalytique NS3/NS4A est effectué uniquement en cis et nécessite I’activité de la
protéine NS4A [170]. Des études suggérent que des modifications post-traductionnelles telles que la
méthylation, la phosphorylation et I’acétylation peuvent affecter la protéine NS3 [127]. Par ailleurs,
d’autres études montrent I’activité de NS3 est potentialisée par le cofacteur NS4A qui favorise une

meilleur conformation protéique [178]. En effet, le domaine N-terminal hydrophobe de NS4A

]
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stabilise la protéase NS3 contre la dégradation protéolytique [179]. La protéine NS3 toute seule ne
possede pas de domaine transmembranaire mais elle est associée, de fagon non-covalente, au
domaine central de NS4A qui est membranaire [167]. Des études ont révélé que cette activité était
fonction d’une interaction stable entre les régions des deux protéines NS3 (aa 1041-1048) et NS4A
(aa 1679-1688) [180]. Ainsi, la protéine NS3 a une localisation diffuse dans le cytoplasme et dans le
noyau ou se retrouve liée a la membrane du RE selon qu’il est associé ou pas la protéine NS4A
[181]. Par son activité sérine protéase, la chymotrypsine NS3 favorise la maturation de la
polyprotéine du VHC [146]. La protéine NS3 serait egalement importante dans les étapes préecoces
de I’assemblage des particules virales. La région C-terminale de NS3 contient un domaine ARN
hélicase et un domaine de fixation a I’ARN (nucléoside triphosphate). Ceci suggére que la protéine
NS3 du VHC se lie au génome du VHC afin de réguler la réplication de I’ARN viral. Par ailleurs,
des études ont montré que la protéase NS3 pouvait subir un clivage interne pour donner 2
protéines : NS3a (40kDa) et NS3b (23kDa) mais la fonction de ces sous unités protéique reste
inconnue [182].

Tout comme la protéine Core, la protéine NS3 serait reconnue par le récepteur TLR-2 (toll-
like receptor) et serait capable d’activer, in vitro, les facteurs pro-inflammatoires du systeme
immunitaire inné via la coopération du récepteur TLR-2 avec ses corécepteurs TLR-1 et TLR-6
[135]. Cependant, des études montrent que la protéine NS3 peut bloquer la capacité des cellules
hotes a stimuler la réponse immune innee [183]. En effet, le complexe NS3/NS4A peut cliver deux
protéines cellulaires TRIF et CARDIF (ou IPS-1) qui sont des protéines adaptatrices dans la
signalisation cellulaire anti-virale (voir figure 14) [184]. Ce clivage déstabilise RIG-I (Retinoic acid
Inducible Gene 1), ce qui inhibe la réponse immune innée dirigée par I’lFN [185]. Par ailleurs, NS3
inhibe la transduction du signal induisant la synthese de I’IFN de type | via le facteur IRF-3, ce qui
en fait une cible attractive pour la thérapie anti-VHC [186]. De plus, NS3 interagit avec les sites
catalytiques des protéines kinases A (PKA) et PKC en inhibant leur activité kinase, ce qui empéche
leur translocation dans d’autres compartiments et altére la phosphorylation des protéines cibles,
conduisant ainsi a une modification de I’expression de genes cellulaires [187]. La figure 15 montre
la fixation de la protéine du VHC sur les récepteurs membranaires TLR-2 et TLR-1/6 ainsi que le
clivage de TRIF et CARDIF par le complexe NS3/4A.
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Figure 15 : Fixation de la protéine du VHC sur les récepteurs membranaires TLR-2 et TLR-
1/6 ainsi que le clivage de TRIF et CARDIF par le complexe NS3/4A. Tout comme la protéine
Core, la protéine NS3 du virus de I’hépatite C est reconnue a la surface cellulaire par le récepteurs
TLR-2 en coopération avec ses corécepteurs TLR-1/6. Cette reconnaissance active la signalisation
cellulaire et I’activation du facteur IKKa/B/y puis du facteur NF-kB. Cependant, la présence du
complexe NS3/4A inhibe TRIF, IPS-1 et TBK1, ce qui limite la production de I’IFN-B. D’aprés
Ling Yang and Ekihiro Seki, Front. Physiol., 2012.

@.

HCV-
NS3/4A

Le réle précis de la NS3 hélicase dans le cycle viral du VHC reste encore inconnu. Elle
pourrait étre impliquée dans I’initiation de la réplication de I’ARN en déroulant les structure tiges-
boucles aux extremités 5 et 3° de I’ARN viral [188]. NS3 peut également favoriser le complexe
réplicase en retirant les structures secondaires de I’ARN viral ou en déplacgant les liaisons protéiques
qui peuvent interférer avec la synthese du génome viral [189]. Gréce a son activité enzymatique, la
protéine NS3 peut aussi étre impliquée dans la dissociation de la forme réplicative [190]. En outre,
le domaine N-terminal de NS3 pourrait jouer un réle dans la carcinogenese, en interagissant avec la
protéine suppresseur de tumeur p53 et en inhibant sa liaison a I’ADN ce qui bloquerait I’activité
transcriptionnelle p53-dépendante qui en résulte [191]. De plus, une inhibition de I’activité du
promoteur de p21/WAF1 par NS3 en coopération avec la protéine Core a également été décrite
[192, 193]. Enfin, un court motif dans le domaine hélicase de NS3 pourrait se lier aux histones H2B
et H4, induisant des changements de conformation et modifiant leur interaction avec I’ADN et la
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formation des nucléosomes, permettant ainsi a des genes inactifs d’étre transcrits ce qui dérégulerait
certaines fonctions biologiques [194]. Les effets pleiotropes de la protéine NS3 ont fait d’elle une
cible majeure dans le traitement de I’hépatite C notamment grace au développement des inhibiteurs

de protéases.

c- La protéine NS4A

La protéine NS4A est une petite protéine transmembranaire de 8kDa constituée de 54 acides
aminées qui agit comme principal cofacteur la sérine protéase NS3 [145]. La partie centrale de
NS4A (acides aminés 21-32 est capable de se lier avec I’extrémité N terminale de la protéase NS3
afin de former le complexe NS3/4A [180, 195]. La formation de ce complexe permet un
réarrangement du site catalytique de la protéase NS3 pour un alignement optimal des résidus et une
meilleure conformation protéique [178]. Des études montrent qu’apres le clivage de la polyprotéine,
la protéine NS4A peut subir des modifications post-traductionnelles conduisant a sa biotinylation
[127]. De plus, la protéine NS4A peut également étre associée a NS5A dont elle favoriserait
I’hyper-phosphorylation [196]. Tout comme la protéine NS3, la protéine NS4A pourrait favoriser
I’échappement du virus a la réponse cellulaire via le clivage de TRIF et CARDIF (voire figure 15)
[197].

La figure 16 est une représentation de la structure cristalline du complexe NS3/4A du virus
de I’hépatite C.

C terminus
bound to
protease
active site

Protease

Figure 16 : Représentation de la structure cristalline du complexe NS3/4A du virus de
I’hépatite C. La région en rouge constitue le domaine allostérique. La protéine NS4A en rose
interagit avec le domaine serine protéase de NS3 en gris. Le domaine hélicase de la protéine NS3 en
bleu possede un site d’interaction avec I’ARN viral. Adapté de Saalau-Bethell S. M et al, Nature
chemical biology, 2012

V-
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d- La protéine NS4B

La protéine NS4B est une protéine hydrophobe de 26kDa possédant 4 domaines
transmembranaires [145, 146]. Aucune interaction directe entre les protéines NS4A et NS4B n’a
été décrite mais des interactions entre NS4B et NS5A ont été rapportées [198]. Ces interactions
seraient impliquées dans la réplication virale. En outre, les résidus du domaine C-terminal de la
protéine NS4B seraient impliqués dans la formation du complexe de réplication viral [199]. Des
études révelent que la cette région C-terminale de NS4B serait palmitoylée lors des modifications
post-traductionnelles puis localiseraient dans le cytosol. Cependant, certaines fractions de
I’extrémité N-terminale peuvent également étre retrouvées dans la lumiére du RE [200]. La protéine
NS4B possederait donc une localisation subcellulaire ou serait associée a la membrane du RE (voir
figure 16) [201]. En coopération avec NS5B, la protéine NS4B serait impliquée dans I’organisation
du complexe de réplication. En effet, la protéine NS4B altere le réarrangement des membranes
lipidiques intracellulaire dérivées du RE ce qui conduit & la formation des de structures
membranaires en toile d’araignée « membranous web » essentielles a la réplication de I’ARN viral
[202, 203]. En effet, ces structures membranaires en toile conferent une trame solide pour
I’association de I’ARN, des protéines virales, des protéines cellulaires et des cofacteurs essentiels a
la réplication du virus [203]. En outre, la protéine NS4B est impliquée dans le transport de I’ARN le
long du complexe de réplication et dans la maturation de la polyprotéine [201, 204]. Par ailleurs,
d’autres études suggerent que la protéine NS4B favorise I’hyper-phosphorylation de NS5A et

qu’elle est impliquée dans I’inhibition des syntheses protéiques cellulaires [205].

e- La protéine NS5A

La protéine NS5A est une phosphoprotéine de 446 acides aminés associée au RE sous sa
forme basale de 56kDa et sous sa forme hyper-phosphorylée de 58kDa [206]. L’extrémité N-
terminale de NS5A est constituée d’une alpha hélice amphipathique unique qui sert d’ancre a la
membrane du RE [207]. Sous sa forme basale, la protéine NS5A participe au processus de
réplication de I’ARN viral grace a ses liaisons avec I’extrémité 3’ de I’ARN positif du VHC [208].
Quant-a la forme hyper-phosphorylée, elle serait impliquée dans I’assemblage des particules virales
[208]. La protéine NS5a est phosphorylée par des sérines-thréonines kinases cellulaires (kinase A
dépendante de I’AMPc, AKt, MKK6, MEK1, p70S6K et Casein kinase I1) [209-213]. Le réle précis
de NS5A dans le cycle viral n’est pas completement connu mais il fait probablement parti du
complexe de replication [214]. La protéine NS5A possede 3 domaines distincts I, 11 et 111 séparés

par deux séquences peu complexes [215]. Le domaine | forme des homodimeéres via les contacts

e
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entre les extrémités N-terminales. Cette dimérisation du domaine | contribue a la formation d’une
signature de base localisée a la surface membranaire du RE et dirigée vers le cytosol. Par cette
signature, NS5A peut lier I’extrémité 3* de I’ARN viral. La protéine NS5A serait ainsi impliquée
dans la réplication du génome viral [170]. Le domaine Il de la protéine NS5A inhiberait la PKR
dans la voie de I’'IFN-a tandis que le domaine Ill, hautement mutagéne, posséderait des sites
d’insertion et de délétion partielle [216, 217]. La protéine NS5A co-localise avec la protéine Core a
la surface des gouttelettes lipidiques et elle est un facteur clé pour la formation des particules virales
[218]. De multiples fonctions ont été attribuées a la protéine NS5A, notamment des actions sur
I’apoptose, sur les voies de signalisation cellulaire et sur la régulation de la croissance cellulaire
[219]. En effet, NS5A modulerait la réaction immunitaire anti-virale en interagissant avec MyD88,
inhibant ainsi la signalisation via les TLRs et réduisant in vitro la production de cytokines [219,
220]. La protéine NS5A peut également modifier I’expression du TLR-4 dans les hépatocytes et
lymphocytes B pour entrainer une augmentation de la production d’IFN-p et d’IL-6 susceptibles de
moduler la réponse immunitaire via I’inhibition de la PKR dans la voie de I’IFN-a, ou en inhibant
directement la réponse anti-virale de I’IFN-a. [221]. Par le biais de I’induction de I’IL-8, la protéine
NS5A joue également un réle important dans les mécanismes de résistance a I’IFN [216, 222]. De
plus, les interactions entre NS5A et les facteurs de la voie Wnt/B-caténine laissent penser que NS5A
joue un rdle dans la carcinogenese hépatique [222]. Différents réles sont également attribués a la
protéine NS5A. En effet, elle peut interagir avec le facteur suppresseur de tumeur PKR, stimuler la
voie de survie PIBK/AKT, se lier a p53, inhiber la transcription de p21/WAF1 (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1), inhiber I’apoptose dirigée par p53, inhiber I’apoptose dirigée par le TNF (tumor
necrosis factor), bloquer I’activation de la caspase 3 et activer la voie NF-kB [223]. Enfin, des
études révelent que la protéine NS5A bloque le recrutement du facteur IRAKL vers la protéine
adaptatrice MyD88 ce qui aboutit a I’inhibition de la production des cytokines pro-inflammatoire en
réponse a la stimulation antigénique des récepteurs TLR-2, TLR-4, TLR-7 et TLR-9 [220]. Ces
propriétés pleiotropes soulignent clairement I’implication de la protéine NS5A dans I’hépato-
carcinogenese virale C. Enfin, par son interaction avec la protéine NS5B, la protéine NS5A serait

essentielle a la réplication du génome viral [224].

f- La protéine NS5B

La protéine NS5B est une phosphoprotéine de 65-68kDa qui posséde un rdle essentiel dans
la réplication virale. En effet, des études ont montré I’importance de son extrémité C-terminale dans

la réplication de I’ARN viral en culture cellulaire [225]. En effet, la protéine NS5Ba contient un

@
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motif conservé d’acides amines, identifié comme I’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp) du
VHC, qui assure la synthése des brins d’ARN viraux positifs et négatifs [179]. La polymérase
NS5B est caractérisée par la présence d’un motif GDD (Gly-Asp-Asp), caractéristique des
polymérases ARN dépendantes des virus a ARN positif [226]. Cette polymérase assure la synthese
de nouveaux brins d’ARN en utilisant I’ARN viral de polarité positive comme matrice [204, 226].
Des études montrent que la protéine NS5B interagit avec les protéines virales NS3, NS4B et NS5A
mais également avec des protéines cellulaires (cyclophiline B) pour former le complexe de
réplication [227]. La polymérase NS5B est localisée dans la région péri-nucléaire, associee aux
membranes cellulaires du RE, site de la réplication virale [228]. Des études révélent qu’apres les
modifications post-traductionnelles de la polyprotéine, la NS5B peut devenir ubiquitinylée et/ou
phosphorylée [127]. La structure cristalline de la protéine NS5B révele un domaine catalytique
possédant une conformation en « main droite » avec des sous domaines « doigts », « paume », et «
pouce » [229, 230]. Le domaine en forme de « paume » contient le site actif de I’enzyme tandis que
les domaines en forme de « doigts » et de « pouce » modulent les interactions avec la chaine d’ARN
[167]. La fixation de la NS5B sur la matrice et I’initiation de la syntheése du nouveau brin d’ARN
sont régulées par une boucle en forme d’épingle a cheveux localisée dans le domaine en forme de
« pouce ». Enzyme clé de la réplication du virus, la protéine NS5B représente la cible majeure des
nouvelles thérapies anti-virales [231]. La figure 17 est une représentation de la structure cristalline
de la polymérase NS5B.

Figure 17 : Structure cristalline de la polymérase NS5B du virus de I’hépatite C. Le domaine
site actif de I’enzyme se situe dans le domaine en forme «paume » en rose. Les domaines
présentant une conformation en « doigts » et « pouce » sont représentés en bleu et vert
respectivement. D’aprés O’Farrell Damien et al, 7" International Meeting on viral Hepatitis,
Annual report, 2000.
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Roéles et fonctions

Core

21-23kDa

- Morphogeneése des particules virales
- Détourne la réponse immune et favorise la pathogenése

El

31kDa

- Entrée virale
- Assemblage des particules virales
- Favoriserait la fusion membranaire

E2

70kDa

- Entrée et internalisation du virus
- Détourne la réponse immune grace a sa région HVR1
- Assemblage des particules virales

p7

7kDa

- Maturation, la production et I’infectivité des virus
- Assemblage de la capside

NS2

21-23kDa

- Clivage protéolytique de la polyprotéine (cofacteur de NS3)
- Formation d’une réplicase active
- Assemblage et relarguage des virons

NS3

70kDa

- Clivage protéolytique de la polyprotéine (cofacteur de NS2)
- Activité Protéase et activité hélicase en N- et C-terminal

- Bloque la réponse immune anti-virale

- Clive TRIF et CARDIF : échappement du virus

NS4A

8kDa

- Clivage protéolytique de la polyprotéine (cofacteur de NS3)
- Clive TRIF et CARDIF : échappement du virus
- Favorise I’hyper-phosphorylation de la NS5A
- Contribue a la réplication virale et a I‘assemblage
des virions

NS4B

26kDa

- Formation des « membranous web »

- Formation du complexe de réplication

- Favorise I’hyper-phosphorylation de NS5A
- Inhibe la synthése des proteines cellulaires

NS5A

56-58kDa

- Permet la réplication et la formation des virus
- Favorise la résistance a I’interféron
- Participe a I’hépato-carcinogenese virale C

NS5B

65-68kDa

- Polymeérase virale ARN dependante qui permet
la réplication virale
- Initie la synthése du brin négatif

F/ARFP

7kDa

- Stimule une réponse immune spécifique
-Favorise la progression de la maladie vers cirrhose
-Participe a hépato-carcinogenése virale C

Tableau 4 : Principaux réles et fonctions des 10 protéines du VHC et de la protéine F/ARFP.

D’apres Laurissa Ouaguia, 2015.
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g- La protéine F/ARFP

Occasionnellement, une onziéme protéine « F » (frame shift protein) ou «F/ARFP »
(alternative reading frame protein), issue d’un cadre de lecture alternatif localisé dans la séquence
de la protéine Core, peut également étre générée [105]. Ce cadre alternatif de lecture me possede
pas de codon start AUG, suggérant que son expression implique des événements de translation
inhabituels [167]. En effet, cette protéine F est générée par un changement de cadre de lecture du
ribosome dans la région N-terminale de I’ORF codant pour la protéine Core. Sa fonction au cours
du cycle viral reste indéterminée. Des études suggérent que la protéine F est exprimée au cours de
I’infection naturelle par le VHC et qu’elle stimule une réponse immune spécifique [232]. En effet,
elle peut up-réguler I’oncogéne c-myc et down-réguler le gene suppresseur de tumeur p53 ce qui lui
donne un réle potentiel dans le processus de carcinogenése hépatique [233]. De plus, des études
récentes suggerent que la protéine F peut down-réguler I’expression du T-BET et augmenter la
fréquence des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ [234, 235], suggérant ainsi que la protéine F
est associée a la progression de la cirrhose hépatique [236]. Le tableau 4 résume les protéines

virales et leurs principales fonctions dans le cycle viral du VHC.

3- Variabilité génétique du VHC

La production quotidienne des virions serait supérieure & 10*? particules virales, notamment
pendant la phase chronique [91]. Ce niveau élevé de réplication, associé a une absence de correction
des erreurs de transcription, aboutit a I’émergence de nombreux variants constituant la quasi-espece
[237]. Ainsi, les mécanismes de la persistance virale repose sur I’inefficacité de la réponse immune
mais surtout sur la cinétique de réplication rapide et sur la grande variabilité géenétique du virus de
I’hepatite C.

3.1- Les 7 genotypes du VHC

L’ extréme variabilité génétique du VHC est la conséquence de I’absence de systemes de
correction des erreurs de réplication de I’ARN polymérase virale. En effet, on note environ 10 &
10 mutations par nucléotide copié, soit 1 erreur de copie par génome [238]. Ces mutations
apparaissent lors de la synthése des brins négatifs mais également lors de la synthése des brins
positifs. Le fort taux de réplication (10%% virions/ jour), associée & I’absence d’une activité
exonucléasique 3°’—>5’ (proof reading) accentue ce phénomeéne. L’accumulation des mutations, la
sélection des séquences virales, les recombinaisons génétiques et la dissémination des virus

correspondants ont conduit a la divergence progressive des différents genotypes actuels du VHC

s
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[239]. Cette variabilité génétique est plus ou moins importante en fonction de la partie du genome
considérée. En effet, la région de la nucléocapside est trés conservée tandis que la région HVR1 de
la glycoprotéine d’enveloppe E2 est la plus variable [155]. Selon la classification actuelle, le VHC
est constitué de 7 génotypes majeurs possédant chacun une distribution géographique différente
ainsi que des niveaux de diversités génétiques bien distincts [239-242]. Ces 7 génotypes seraient
subdivisés en 67 sous-types désignés par des lettres minuscule (a, b, ¢, etc.) [243]. La distinction
entre les 7 génotypes et les 67 sous-types est fonction de la différence dans leurs séquences
nucléotidiques du génome total. Ainsi, les 7 genotypes du VHC different, en moyenne, les uns des
autres d'environ 30% et les sous-types different les uns des autres d’au moins 25% en sequence de
nucléotides dans la région codante [244]. En France, le génotype 1 est majoritaire (60% des cas)
[245]. Ainsi, la caractéristique majeure d'un génotype est définie par origine phylogénétique. En
effet, chaque génotype du VHC correspond a une branche individuelle de I’arbre phylogénétique
(voir figure 18). Les sous-types, quant-a eux, ont une importance épidémiologique car ils sont
associés a la dissémination du virus [243]. La figure 18 représente I’arbre d’évolution
phylogénétique des 7 génotypes du virus de I’hépatite C.

Figure 18 : Arbre d’évolution phylogénétique des 7 genotypes de VHC et des 67 sous types. Le
génotype 6 est celui qui possede le plus de sous-types, signe d’une grande variabilité intra-
génotypique. Le génotype 7 semble posséder moins de variabilités intra-génotypiques mais cela

peu étre due a sa découverte récente. D’apres Nathalia Acheverria, world journal of hepatology,
2015.

3.2- Répartition géographique et distribution en quasi espece

La répartition géographique des différents genotypes du VHC n’est pas homogene. En effet,
les génotypes 1 et 3 ont une distribution importante dans les pays occidentaux, les géenotypes 2 et 4
sont majoritairement présents en Afrique et le génotype 3 est majoritaire en Asie (voir tableau 5)
[246-249]. Le génotype 7 n’a été découvert que tres récemment et il serait essentiellement localisé
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en Afrique centrale [250]. Par contre, les génotypes la, 1b, 3a, 2a, 2b et 2c semblent avoir une
distribution plus globale. Ces derniers sont en effet, caractérisés par une variabilité génétique faible
associée a une dissémination importante [247]. Par contre, le génotype 4 a une prévalence
particuliére en Afrique du nord, notamment en Egypte ou il représente environ 90 % des patients
chroniquement infectés [251, 252]. Certains variants sont endemiques et tres divergents tandis que
d’autres se disséminent rapidement mais avec peu de mutations [239]. Avant I’apparition des
derniéres générations d’antiviraux, la diversité des génotypes et des différents sous types du VHC
ont toujours affecté la réponse aux traitements. En effet, seuls 10 a 50% des patients chroniquement
infectés par le génotype 1b du VHC répondaient aux traitements interféron +/- ribavirine. Malgré
les récents développements de ces nouvelles molécules anti-virales, des études récentes décrivent
un effet limité de ces traitements sur les patients chroniquement infectés par les génotypes 3 et 4
(voir chapitre 11) [253, 254].

Differents variants nucléotidiques du VHC se sont répandus a partir de ces génotypes.
Ainsi, chez un méme patient, le VHC se retrouve généralement sous la forme d’un mélange de
variants viraux constituant la quasi-espéce [255]. Plusieurs quasi-espéces peuvent ainsi étre isolées
chez le méme patient avec une hétérogéneite qui peut évoluer au cours de la maladie [255, 256]. Par
ailleurs, il existe une distribution différente de la quasi-espéce entre deux individus infectés a partir
de la méme souche de virus. Ces mutants d’échappement ont été favorisés par la pression de
sélection de la réponse immune, par les interactions virales avec I’h6te et par I’action des molécules
thérapeutiques [257, 258]. En effet, une étude récente a identifié 112 interactions uniques entre les
7 genotypes majeurs du VHC et 94 protéines humaines [259]. Par ailleurs, les traitements antiviraux
exercent une forte pression de sélection qui est souvent a I‘origine de la modification de la quasi-
espece [256]. En effet, le génome du VHC subit d’importants changements évolutifs pour résister
aux pressions de sélection exercées par I’organisme hote et par les médicaments antiviraux. Par
conséquent, la variabilité génétiqgue du VHC est percue comme un déterminant majeur de la
persistance du virus et comme la cause principale des problemes de résistances rencontrés au cours

du traitement. Le tableau 5 présente la distribution mondiale des 7 génotypes du VHC.
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Génotypes du VHC Distribution mondiale

Distribution mondiale

Distribution mondiale

Distribution mondiale, prépondérant en Asie

Région méditerranéenne, Afrique, Moyen Orient

Afrique, Europe

Asie

N| o 1| A W N| =

Afrique

Tableau 5: Distribution globale des différents génotypes du virus de I’hépatite C. Les
génotypes 1, 2 et 3 présentent une distribution globale. Les génotypes 4, 5 et 7 sont majoritairement
présents en Afrique tandis que le génotype 6 est prépondérant en Asie. D’aprés Laurissa Ouaguia,
2015.

3.3- Tropismes cellulaires et compartimentation de la quasi-espece virale

Les différences génétiques observées entre les génotypes et les sous-types d’une méme
quasi-espéce, au sein d’un individu, peuvent avoir des conséquences phénotypiques et influencer la
biologie du virus. En effet, ces différences peuvent affecter le taux de réplication, le tropisme
cellulaire, la pathogenése, les Iésions histologiques associées ou encore la réponse aux traitements
[260]. La principale cellule héte du VHC est I’hépatocyte. Pendant longtemps, le VHC a été
considéré comme uniquement hepatotrope mais de nombreuses études ont montré que le VHC est
capable de se répliquer dans des cellules d'origine hématopoiétigue comme les cellules
lymphocytaires [261-264]. En effet, le lymphotropisme du VHC représenterait I’étape la plus
importante dans la pathogenése virale [265, 266]. Par ailleurs, les corrélations entre infections par le
VHC et la présence de cryoglobulinémies mixtes et le développement de lymphomes non
hodgkiniens conforte I’idée d’un tropisme extra-hépatique du VHC [267, 268]. Ainsi, plusieurs
études décrivent la présence de brins positifs et negatifs du génome du VHC dans les lymphocytes
et les monocytes de la majorité des porteurs chroniques [269, 270]. Par ailleurs, I’autre argument en
faveur d’une replication extra-hépatiqgue du VHC repose sur la détection, dans les cellules
immunitaires, de variants différents de ceux qui circulent dans le plasma ou qui infectent le foie : on
parle alors de compartimentation des variants viraux [271]. En effet, plusieurs études suggérent que
le VHC posséde un réservoir primaire de réplication : I’hépatocyte et des réservoirs secondaires de
réplication tels que les lymphocytes. Néanmoins, ces études soulignent que I’IRES des souches des
isolats retrouvés dans les cellules immunitaires, possedent une efficacité réduite dans des lignées
hépatocytaires ainsi qu’une activité traductionnelle limitée [272, 273].
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4- Le cycle viral du VHC

Malgré le développement de modéles cellulaires permettant de reproduire le cycle viral complet
en culture cellulaire, les étapes du cycle viral du VHC sont encore mal connues. Néanmoins, grace
aux découvertes récentes et par analogie avec les autres flavivirus, les grandes étapes du cycle viral
seraient : (a) attachement, entrée et internalisation du virus, (b) décapsidation et libération du
génome, (c) expression et maturation des protéines virales, (d) réplication du génome viral, (e)
assemblage des virions, (f) maturation et sécrétion des particules virales infectieuses (voir figure 19)
[97, 146]. La figure 19 représente le cycle viral du virus de I’hépatite C.

Receptor binding
and endocytosis

J (a)
Fusion and
uncoating
(b)
(+) RNA : Virion assembly
N\
I\ )
(c)

Translation and polyprotein i/ (€)

processing

ONS -
o RNA replication

(d) e~/

AAACAY/

Figure 19 : Représentation schématique du cycle viral du VHC. (a) Attachement et Entrée du
virus, (b) Fusion des membranes, Décapsidation et Libération du génome, (c) Expression de la
polyprotéine et Maturation des protéines virales, (d) Réplication du génome viral, (€) Assemblage
des virions, (f) Maturation et Sécrétion des particules virales infectieuses. Adapté de Lindenbach
B.D, Nature, 2005.
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4.1- Attachement, entrée et internalisation du virus

L’entrée du VHC dans la cellule hote se déroulerait selon plusieurs étapes:

- L’attachement du virus a la cellule héte via une interaction entre les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et E2 et des récepteurs de la cellule cible (CD81, SCARBI, LDLR, etc.) ;

- L’entrée et du virus survenant au niveau des molécules de jonctions serrées (Claudine 1 et
Occludine) ;

- L’internalisation virale par un mécanisme d’endocytose clathrine-dépendante.

Le virus de I’hépatite C est enveloppée d’une double couche lipidique dans laquelle sont
ancrées les glycoprotéines (gp) d’enveloppe E1 et E2. Dans la circulation périphérique, le génome
viral est généralement retrouvé sous forme de lipoviroparticules tres hétérogénes et associées aux
lipoprotéines de I’hdte [274]. La fixation des gp aux récepteurs de la cellule hoéte est le point de
départ du cycle viral du VHC [275]. De nombreux récepteurs de I'hdte ont été impliqués dans
I’entrée du VHC dans les hépatocytes humains. Ce sont : les glycosaminoglycanes (GAGS) [276],
les héparanes sulfates (HSPG) [277], le récepteur de lipoprotéines de basses densités (LDLR)
[278], la tétraspanine CD81 [279], le récepteur scavenger de classe B de type 1 (SCARB1) [280],
les protéines de jonctions serrées Claudine 1 (CLDNL1) [279, 281] et occludine (OCLN) [282], le
récepteur tyrosine kinases EGFR [149], le récepteur ephrin A2 (EphA2) [149], le transporteur de
cholestérol NPC1L1 [283] et le récepteur de transferrine TfR1 [284]. D’autres corecepteurs
d’entrée sont également décrits: les lectines de type-C DC-SIGN et LC-SIGN [285], la
tétraspanine CD9 [286], le récepteur scavenger CD5 [270], le récepteur elF3B [287], les claudines
6 et 9 [288] et certains TLR-s [136].

Les particules virales infectieuses peuvent se retrouvées libres ou associées a des
lipoprotéines tels que les vLDL, LDL et HDL, ou a des apolipoprotéines tels que : apoA, apoB,
apoC et apoE. La présence de ces complexes lipidiques leur confére une protection supplémentaire
contre les anticorps neutralisants et facilite leur entrée dans les hépatocytes [289]. De plus, les
apolipoprotéines jouent un role critique dans I’étape d’attachement du virus via leurs interactions
avec les récepteurs de lipides [290]. La premiere étape de I’entrée virale est caractérisée par
I‘attachement des complexes lipidiques aux récepteurs GAGs, HSPG, LDLR et SCARBL1 [262].

La molécule LDLR, protéine d’environ 100kDa, est le principal récepteur associé a
I’attachement du virus. En effet, elle reconnait et lie les lipoprotéines présentes a la surface du virus
telles que LDL et vLDL [262]. Les récepteurs GAGs et HSPG, reconnaissent quant-a eux, les
apolipoprotéines [291].

w0
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Le récepteur SCARBL est une protéine d’environ 80kDa qui joue trois roles essentiels dans
I’entrée virale. En effet, il se lie & I’apoE pour favoriser I’attachement du virus a la membrane
cellulaire. De plus, la région de fixation du CD81 a E2 étant obstruée par le domaine hypervariable
HVR1, I’interaction du virus avec SCARB1 induit un changement de conformation sur E2 [292].
Ce changement de conformation libére le site de fixation et favorise la fixation de la gp E2 au
récepteur CD8L1. Enfin, le récepteur SCARBL interagit directement avec E2, favorise I’infectivité et
initie le transfert du virus vers le récepteur CD81 [293]. Aprés I’attachement, la gp E2 se lie au
récepteur CD81 et la formation du complexe E2/CD81 est le point culminant de I’entrée virale.

La tetraspanine CD81 est le tout premier récepteur du VHC a avoir été décrit [294]. C’est une
protéine d’environ 22kDa qui est exprimée par de nombreuses cellules notamment par les
hépatocytes et les lymphocytes [269]. Des études ont montré que I’inhibition du CD81 abrogeait
complétement la permissivité des cellules au virus de I’hépatite C [295, 296]. La molécule CD81 est
donc essentielle a I’entrée du virus de I’hépatite C. Suite a la reconnaissance de E2, il y a formation
d’un complexe E2/CD81 qui active les corécepteurs d’entrée EGFR, TfR1 et NPC1L1 [262]. Ces
corécepteurs d’entrée ont une importance majeure car des études montrent que I’inhibition d’un ou
de plusieurs corécepteurs limite I’infection virale [149]. Par ailleurs, ils favorisent la formation du
complexe CD81-Claudinel.

La seconde étape de I’entrée virale se déroule au niveau des jonctions serrées via les
interactions du virus avec les molécules Claudinel et occludine. En effet, la Claudinel, protéine
transmembranaire d’environ 23kDa, a été identifiée comme une protéine essentielle a la phase
d’entrée du virus [281]. Elle est exprimée dans tous les tissus épithéliaux, avec une prédominance
dans le foie [297]. Elle peut étre localisée au niveau des jonctions serrées mais aussi a la surface
basolatérale des hépatocytes. Des études montrent que I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés
contre la Claudine 1 inhibe I’infection des hépatocytes, en culture primaire, par tous les génotypes
du VHC [298]. D’autres études suggerent que SCARB1 et la Claudine 1 seraient les facteurs
essentiels de I’hépato-tropisme du VHC tandis que d’autres révelent que le récepteur CD5 serait
important pour le lymphotropisme du VHC [270, 299]. La Claudine 1 s’associe au CD81 pour
former un complexe d’attachement essentiel a I’internalisation du virus [300]. Cette internalisation
se fait principalement au niveau des jonctions serrees.

L’occludine est une protéine transmembranaire d’environ 65kDa également exprimée dans les
jonctions serrées des cellules polarisées [282]. L’inhibition de I’expression de I’occludine conduit a
une diminution de I’infection des cellules hépatiques infectées [301]. Elle participe donc activement
a la perméabilité membranaire au virus de I’hépatite C.

La troisieme étape de I’entrée virale est I’internalisation du virus qui se fait par un

mécanisme d’endocytose clathrine-dépendante [302]. Cette internalisation s’effectue au niveau des

e
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jonctions serrées qui assurent la polarisation cellulaires [303]. La figure 20 montre I’implication des

principaux récepteurs du VHC au cours de I’entrée virale.

clipEs

Figure 20 : Mécanisme d’entrée du virus de I’hépatite C et role des principaux récepteurs. Les
lipoprotéines associées au VHC s‘attachent aux récepteurs HSPG, LDLR et SCARB1 (A).
L’interaction du virus avec SCARB1 modifie la conformation de la gp E2 qui se fixe au récepteur
CD81 (B). Le complexe E2/CD8L1 active les corécepteurs d’entrée EGFR, TfR1 et NPC1L1 (C).
Par la suite, I’internalisation se fait via un mécanisme d’endocytose au niveau des molécules de
jonctions serrées CLDN1 et OCLN (D). Enfin, la présence de la protéine CIDEB sur I’enveloppe
virale stimule la décapsidation et la libération du génome (E). D’apreés Ding, Q et al, Cell host and
microbes, 2014.

4.2- Décapsidation et libération du génome

Le virus ainsi internalisé se retrouve dans un endosome recouvert de molécules de clathrine
[302]. Progressivement, le pH de cet endosome va diminuer et devenir de plus en plus acide. Cette
acidification de I’endosome va favoriser la fusion des membranes de I’enveloppe du VHC et celle
de I’endosome [304, 305]. La fusion de ces membranes est rapidement suivit par la décapsidation
du virus puis la libération du génome virale dans le cytoplasme [97, 262]. Des études montrent que
la présence de la protéine CIDEB sur I’enveloppe virale stimule la décapsidation et favorise la

libération du génome viral [262, 305].
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4.3- Initiation de la traduction IRES-dépendante et coiffe indépendante

L’ARN viral libéré dans le cytoplasme est traduit par un IRES localisé dans la région non
codante 5’ du génome [97]. Contrairement au processus d’initiation de la traduction des ARN
messagers chez les eucaryotes, I’IRES du VHC recrute et positionne directement les sous-unites
ribosomales 40s sur le codon start AUG sans intervention des facteurs eucaryotes d'initiation de la
traduction (elFs) [119]. Ce positionnement est suivi de la fixation de facteurs de traduction elF3 et
elF2-GTP-Met-tRNA qui stabiliseront la pré-initiation de la traduction [121]. Les sites de fixation
d’elF3 sur I’IRES sont situées principalement sur la structure cruciforme du domaine 111, englobant
les sous-domaines Illa, I11b et Illc [119]. Enfin, les facteurs elFs sont relargués dans le cytoplasme,
permettant ainsi la fixation de la sous unité 60s pour la formation d’un ribosome 80s. La formation
du ribosome 80s initie la synthese protéique. Les ribosomes cellulaires 40s, 60s et 80s interagissent
principalement avec le domaine Il de I’IRES [119]. Néanmoins, tous les domaines de I’IRES
seraient nécessaires a la réplication du génome viral [306]. Des études révelent que le petit ARN
mirl22 stimule la traduction en favorisant I’association des sous unités ribosomales avec I’ARN
viral [115]. Cette traduction est initiée par le codon situé au nucléotide 342 et les séquences
entourant ce codon se trouvent sous la forme d’une boucle [118, 307]. La traduction s’effectue au
niveau de la membrane du RE et aboutit a I’expression d’une polyprotéine d’environ 3000 acides
aminés [117]. D’autres études montrent que les facteurs d’autophagie (Beclinl, Atg5) favorisent la
traduction et initient la réplication du VHC [308]. Ainsi, I’'IRES du VHC permet la traduction de
I’ARN viral de maniére coiffe indépendante aboutissant a la production de la polyprotéine virale qui

sera clivee en 10 protéines résultantes.

4.4- Expression et maturation des protéines virales

La polyprotéine précurseur, organisee comme suit NH2-C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-
NS5A-NS5B-COOH, subira des modifications co- et post-traductionnelles puis sera clivée en 10
protéines virales. Dans un premier temps, elle est clivée par les signal-peptidases cellulaires (SPP)
de I’h6te au niveau des jonctions C/E1l, E1/E2, E2/p7 et p7/NS2 pour donner les 3 protéines
structurales E1, E2, Core et la protéine p7. Ensuite, I’auto-protéase virale NS2 clive la jonction
NS2/NS3. Enfin, la sérine protéase virale NS3-4A clive le reste de la polyprotéine virale pour
donner les 6 protéines non structurales NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B. Toutes ses
modifications s’opérent dans la membrane du réticulum endoplasmique a laquelle ces protéines sont
directement ou indirectement associées et ou elles exercent leur fonctions [117]. En parallele, une
protéine F/ARFP (également appelée protéine Core+1) peut étre générée a partir d’un cadre de
lecture alternatif [105].

o
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4.5- Réplication du génome viral

Le clivage de la partie C-terminale de la polyprotéine pour donner des protéines non
structurales permet de I’expression d’un complexe de réplication actif dans lequel chaque protéine
exerce une fonction particuliere. L’initiation de la réplication de I’ARN nécessite des structures
hautement conservées, localisées dans la région non codante 3,” qui servent de matrice [110]. Dans
un premier temps, la protéine NS4B va favoriser la formation de structures vésiculaires sous forme
de toile d’araignée que I’on appelle « membranous web » [202, 203]. Ces structures vésiculaires
contiennent des fragments de membranes du RE et des gouttelettes lipidiques [203]. Ce
réarrangement membranaire constitue le lieu ou I'ARN viral est amplifié par I'ARN polymérase
ARN-dépendante NS5B [179]. L’ARN positif du génome est répliqué en ARN négatif et ce dernier
sert lui-méme de matrice pour la synthése de nouveaux brins de polarité positive. Les ARNs ainsi
synthétisés serviront soit (i) de matrices pour la réplication virale, (ii) seront traduits pour donner de
nouvelles protéines virales ou (iii) seront encapsidés et enveloppés pour la formation des nouvelles

particules virales infectieuses [146].
4.6- Assemblage des néovirions

Apres la réplication, les protéines Core et NS5A traduites s’accumulent sur les gouttelettes
lipidiques. En paralléle, la NS5B favoriserait la migration des brins d’ARN positifs du site de
réplication vers le complexe protéine Core-gouttelettes lipidiques [309]. L assemblage viral semble
donc extrémement lié au métabolisme des lipides. Par ailleurs, le complexe Core-NS5A stimule
I’encapsidation du genome viral au niveau du RE via un mécanisme dépendant de la synthese des
lipoprotéines de basse densité (VLDL) [310]. Les virions ainsi formés sont enveloppés d’une
double couche lipidique dans laquelle s’incorpore les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 avant

leur sécrétion.
4.7- Sécrétion des particules virales infectieuses

Les mécanismes de sécretion des particules virales infectieuses restent encore mal connus.
De part leur association avec le métabolisme lipidique, les mécanismes de production des virions du
VHC seraient associés a la voie de sécrétion du cholestérol. En effet, apres I’assemblage, les virions
s’associeraient aux lipoprotéines et apolipoprotéines avant de transiter par I’appareil de Golgi [146,
311]. Enfin, les virions (entouré de lipides) seraient transportés dans des vésicules de sécrétion de
lipides puis excrétés dans le compartiment extracellulaire [312]. Cependant, des études récentes ont
décrit, dans le plasma de patients, des particules virales infectieuses libres ou associés a des

exosomes suggérant ainsi d’autres voies de sécrétion des particules virales [313].

w
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C/ LES MODELES D’ETUDE DU VHC

Depuis sa découverte, I’impact précis du virus de I’hépatite C sur I’organisme humain reste
difficile a étudier. En effet, le tropisme spécifique du VHC dans d'hote et I’absence de modéles
d’étude appropriés ont longtemps entravés la recherche sur I’hépatite C. Ainsi, étudier I’histoire
naturelle du VHC, comprendre les mécanismes de dissémination du virus ou analyser les réponses
immunes associées demeurent difficiles, notamment a cause du manque de modéles animaux
possédant un systéeme immunitaire fonctionnel et développant une maladie hépatique identique a
celle de I’lhnomme. Néanmoins, de nombreux modeles in vitro et in vivo ont été mis en place afin de
permettre une meilleure compréhension du mécanisme d’action du virus et tester I’efficacité des

molécules anti-virales [314].

1- Les modeles in vivo

Les modeles in vivo représentent un atout majeur dans I’étude de I’infection par le virus de
I’hépatite C. Ces modeéles comprennent essentiellement les chimpanzés, les souris transgéniques, les

souris immuno-déficientes chiméres, etc.

1.1- Le Chimpanzé

Le Chimpanzé est I’autre hote naturel du virus de I’hépatite C, ce qui en fait le meilleur
modele animal pour I’étude de l'infection par le VHC ainsi que I’étude des réponses immunes
innées et adaptatives associees [95]. Des études ont clairement mis en évidence le tropisme restreint
du VHC chez I’lhomme (foie et cellules mononuclées du sang périphérique) et dans le foie de
chimpanzeé [315, 316]. En effet, les chimpanzés ont joué un rdle essentiel dans la découverte du
virus [7]. De plus, le chimpanzé reste I’unique modele qui puisse étre infecté et donner une
réplication virale active 3 jours post-inoculation. Par ailleurs, I’infection peut devenir aigué puis
chronique pendant plusieurs mois avec un pic de charge virale a 7 semaines [317]. Ainsi, le
chimpanzé a permis de comprendre le mecanisme d’infection, la réplication et les réponses
immunes innées et adaptives résultantes [318]. Ce modéle animal a été trés important pour la
compréhension de I’histoire naturelle du virus. Néanmoins, I’hépatite C de I’homme reste tres
différente de celle du chimpanzé car cette derniére, bien que chronique, n’évolue pratiquement
jamais vers la fibrose ou cirrhose [319]. Or cette évolution est une conséquence importante chez

I’homme [16]. Une autre différence réside dans le fait que I’hépatite C développée chez le
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chimpanzé est moins sensible au traitement antiviral a I’IFN [320]. Par ailleurs, le codt éleve, la
disponibilité limitée du matériel et les nombreuses considérations éthiques limitent I’utilisation des

chimpanzes.

1.2- Le Tupaia

Le Tupara est un petit mammifere insectivore proche des primates qui est également utilise
pour I’étude de I’histoire du VHC [321]. En effet, des études montrent une réplication active du
VHC ainsi qu’une synthese de virions dans les hépatocytes primaires de ce mammifére [322]. Par
ailleurs, contrairement au chimpanzé, ce modele peut quelques fois développer des nodules
cirrhotiques et cancers consécutifs a une infection par le VHC [323]. Cependant, contrairement a
I’homme, le Tupaia maintient rarement une réponse virologique soutenue aux traitements anti-VHC
[323].

1.3- Le modele de rat

En 2001, des chercheurs ont mis sur pied un modele de rat immunocompétent et tolérant aux
lignées d’hépatomes humains Huh7 xénotransplantées [324]. Cette étude a mis en évidence une
augmentation de I’albumine dans le foie et dans le sérum de ces rats. De plus, elle a révélé la
présence d’ARN viral détectable 4 semaines aprés inoculation avec un pic apparaissant vers la 12°™
semaine [325]. Par ailleurs, ce modéle a permis d’obtenir des prélevements répétés de sang et de
tissus permettant d'étudier l'entrée virale, la réplication et les lésions hépatiques induites par la
réponse immunitaire. Ainsi, le modéle de rat offre un outil de dépistage conséquent pour
I’évaluation de nouvelles molécules thérapeutiques. Néanmaoins, I’impossibilité de transplanter des
quantités plus importante de Huh7 a pour consequence le déeveloppement de taux de virémie tres

faibles compares a ceux de I’homme, ce qui limite I’utilisation d’un tel modéle [325].

1.4- Le modéle de souris

Depuis sa découverte, plusieurs travaux essayent de comprendre pourquoi le foie murin résiste a
I’infection naturelle par le virus de I‘hépatite C. En effet, seul 300 génes different entre le génome
de souris et celui de I’homme [326]. Par ailleurs, les souris sont pratiques d’utilisation car petites,
facilement manipulables, peu chéres, plus disponibles, cycle de vie tres court, grande capacité de
reproduction mais surtout, génétiquement modifiables ce qui en fait un modéle de choix en
recherche sur le virus de I’hépatite C [314]. Ainsi, le développement de modeles de souris pouvant

e
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étre solidement greffés avec des hépatocytes humains a constitué un pas important dans la

compréhension de I’hépathogenése virale C. De ces différents modéles, on peut citer :

Les souris chimeéres de foies humains: Elles sont constituées de souris humanisées
séverement immuno-déprimees (SCID) et xénotransplantées avec des cellules hepatiques humaines.
Le tout premier modéle de souris genétiquement humanisées et pouvant supporter efficacement le
cycle viral complet du VHC in vivo fut le modele de souris humanisé Alb-uPA/SCID développé en
2001[327]. C’est un modeéle de souris transgéniques chiméres dans lesquelles I’expression de
I’activateur plasminogene urokinase (UPA), placée sous le contrble spécifique du promoteur de
I’albumine, conduit a la destruction totale du foie murin. Les auteurs ont xénotransplanté du tissu
hépatique humain et observé que ce modéle permettait d’obtenir une infection prolongée
caractérisée par un titre viral important apres inoculation avec le virus isolé de sérum de patients.
De plus, le caractére SCID (absence totale de lymphocytes T et B) a facilité la greffe d’hépatocytes
humains et permit d’étudier I’entrée virale [327]. Ce modele a connu une avancée importante avec
le développement de souris FRG déficientes Fah-/- (Fah : fumaryl aceto-acetate hydrolase) Rag2-/-
(Rag2 : recombination activating gene 2) et 1L-2rg-/- (gamma chain of the receptor for 1L-2) [328].
En effet, grace a I’utilisation d’un traitement régulant I’hépatotoxicité, ces modeles favorisent la
xenotransplantation d’hépatocytes humains a tout age de la vie de la souris, ce qui augmente
grandement la robustesse du modele SCID [329]. Cependant, comme les souris SCID, ces modéles
sont caractérisés par des réponses immunes cellulaires et humorales, consécutives a une infection,
tres réduites. Ainsi, ils ne permettent ni d’étudier la pathogenese de la maladie hépatique, ni les

thérapies immunologiques, ni le développement de vaccin ou anticorps neutralisants [330].

Les souris génétiquement humanisées : Elles sont caractérisées par une expression stable ou
transitoire de facteurs humains exogenes qui rendent la souris permissive a I’infection. Récemment,
des avancées majeures ont vu le jour avec le développement de souris ICR-C/O" et Rosa26-Fluc.
Ce sont des souris génétiqguement humanisées qui possédent une expression transgénique stable du
CD81 et de I’Occludine permettant une entrée virale. Plus récemment, le développement de souris
Alb-4hEF Stat-/-, Irfl-/- et Irf7-/- (hEF : human entry factor), génétiquement humanisées grace a
I’expression transgénique stable des récepteurs CD81, SCARB1, Claudine 1 et Occludine, sous le
contr6le du promoteur albumine a permis de rendre les foies de souris permissives a I’infection
[331]. Néanmoins, ce modele de souris possede une inhibition de certains genes antiviraux (Irf,
Stat). Ainsi, il reste trés peu immunocompeétent et ne permet pas d’analyser efficacement la

pathogenese virale C induite par le systtme immunitaire de I’hote [332].
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Les souris possédant a la fois un systeme immunitaire humain et une greffe de cellules
hépatique humaines (souris HIS-HUHEP): Ces modéles d’étude n’ont été développés que tres
récemment et ils constituent une avancée essentielle dans I’étude de I’histoire naturelle du VHC. On
peut citer, entre autre, le modéle de souris AFC8-huHSC/hep constitué d’une chimére SCID
reconstituée avec des cellules souches hématopoiétiques humaines (HSC) CD34+ et
xenotransplantées avec des cellules humaines de foie feetal [333]. On peut également citer, le
modeéle de souris BALB/c Rag2-/- IL-2Rye-/- NOD.sirpa uPA™" qui donne un niveau plus élevé
de chiméres hépatiques tout en permettant le développement robuste des lignées myéloides et
lymphoides [334]. Ces modeles possedent donc un foie et un systeme immunitaire humains ce qui
permet d’analyser la réplication virale intra-hépatique du VHC ainsi que la réponse immune

humaine associée.

Outre les modeles décrits ci-dessus, d’autres modeles existent egalement. Ce sont par exemple
les souris sauvages infectées avec un virus modifié in vitro afin qu’ils s’adaptent aux récepteurs
hépatocytaires murins, les modeles de zébrafish ou modeles de souris sauvages infectées avec des
vecteurs adénoviraux afin qu’ils expriment des protéines transgéniques au niveau du foie murin

[335]. Le tableau 6 résume les spécificités des modeles utilisés pour I’étude in vivo du VHC.

Modéles in vivo Particularités / Limites

-Autre hote naturel du VHC

Chimpanzé -Permet I’étude de I’histoire naturelle du VHC
-Disponibilité limitée due aux considérations éthiques
-Maladie évoluant trés peu vers la fibrose ou cirrhose
-Etude de I’entrée du VHC dans le foie de mammiféres
Tupaia -Elévation transitoire de la virémie (phase aigué)
-Incapacite d’étudier la chronicité de I’infection
-Xénotransplantation de lignées d’hépatome Huh7

Rat -Obtention de prélevement de tissus pour étudier I’entrée
-Impossibilité d’injecté de forte quantité de Huh7
-Souris partiellement immunocompétentes
-Xénotransplantation des foies humains

Souris génétiquement humanisées | -Etudes de la réplication du VHC dans le foie humain
-Analyse incomplete du réle du systeme immunitaire
dans I’infection

- Souris sévérement immunodéprimées

- Etudes de la réplication du VHC dans le foie humain

- Impossibilité d’évaluer I’impact de la réponse immune
- Incapacité d’étudier la pathogeneése

Souris possedant un foie chimére

Tableau 6 : Spécificités et limites des modeles utilisés pour I’étude in vivo du VHC. D’apres
Laurissa Ouaguia, 2015.

s

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr




Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

2- Les modeles in vitro

Alors que certains virus sont faciles a isoler et a manipuler dans des modéles de culture
cellulaire, le VHC reste difficile a dupliquer in vitro. Ainsi, I’étude compléte du VHC reste
compliquée en raison de son tropisme restreint. Les cellules sensibles a I’infection naturelle par le
VHC sont: les hépatocytes, les lymphocytes, les cellules biliaires et les entérocytes [336].
Actuellement, les modeles in vitro les plus couramment utilisés consistent en I’infection
d’hépatocytes humains en culture primaire (HFH, PH), de cellules primaires immortalisées (IHH) et
de lignées d’hépatomes humains (Huh7, HepG2, HepaRG, etc.) [51, 337].

e Les cellules et lignées cellulaires utilisees

L’étude de I’infection par le VHC passe par I’utilisation de cultures primaires d’hépatocytes
immortalisées (IHH) par I’antigene T du virus SV40 ou des cultures primaires de foie feetal humain
(HFH) [333]. Cependant, des travaux ont montré que les IHH, bien qu’aussi permissives que les
Huh7 a I’infection, conduisaient a une production de particules virales tres faible [338]. Par ailleurs,
I’utilisation courante de HFH reste trés limitée en raison du manque de matériel. Pour y remédier,
les chercheurs ont généralisé I’utilisation d’hépatocytes primaires humains adultes (PHH) obtenus
lors d’une résection chirurgicale. Ce modele a I’avantage de préserver les fonctions biologiques des
cellules (cytochrome P450, enzymes de conjugaison, transporteur, métabolisme lipidique, etc.)
[339]. Néanmoins, la réplication aboutit généralement a une production faible de virus infectieux
[340]. Ainsi, afin d’étudier tous les aspects de I’infection par le virus de I’hépatite C, I’utilisation de
lignées cellulaires (Huh7, HepG2 et HepaRG) restent I’un des meilleurs choix. En effet, ces lignees
sont facilement accessibles et directement manipulables. De plus, le fait qu’elles soient
immortalisées favorise la reproductibilité des résultats. Cependant, bien que dérivées d’hépatomes
humains, elle ne reflétent pas réellement la physiologie et la polarisation des hépatocytes primaires
[332]. Plus récemment, travaux ont fait part de I’utilisation des tranches de foie (350um) prélevées

lors d’hépatectomies mais ce modeéle reste encore a mettre sur pied [341].

Afin d’analyser le cycle complet du VHC, différents modeles d’infections in vitro ont été
développés. Ces modeles d’infections comprennent: Les particules dérivées de séra VHC+
(VHCser) ; les modeles réplicons ; les pseudoparticules VHCpp, les particules virales VHC-like
particles, les modéles lentiviraux et le modéle d’infection en culture cellulaire VHCcc/JFH1 [51,
329, 342, 343].
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2.1- Infection par les particules dérivées de séra de patients infectés par le VHC (VHCser)

Il n’existe toujours pas de systéme de culture cellulaire robuste pour les infections par les
séra dérivés de patients VHC+ (VHCser). En effet, la présence d’anticorps neutralisant dans le
sérum ainsi que le tropisme viral rendent difficile la mise en place de ce modele. Néanmoins, en
utilisant des traitements lipidiques PIDR (protein intra-cellular delivery reagent), des études
montrent une internalisation des VHCser dans les cellules Huh7 [344]. De plus, les VHCser seraient
également capable d’infecter les hépatocytes en culture primaire et cette infection serait dépendante
de la tétraspanine CD81 [342, 345].

2.2- Infection par les modeles de particules virales semblables au VHC (VHC-LPs)

Des chercheurs ont produit des particules virales infectieuses, semblables aux virions
produits apres infection par les VHCser. Ces particules virales, appelées « VHC-like particles ou
VHC-LPs» ont été produites dans les cellules d’insectes en utilisant le baculovirus comme vecteur
d’expression des protéines structurales E1, E2 et Core du VHC [346]. Leurs études ont montré que
ces particules HCV-LPs avaient la capacité d’internaliser les hépatocytes humains et les lignées
d’hépatomes humains [347]. Par ailleurs, en utilisant le virus recombinant SFV (Semliki Forest
Virus) exprimant les genes codant pour les protéines structurales du génotype 1a ou en utilisant le
virus recombinant VSV (Virus Stomatite Vésiculaire) portant les genes codant les protéines
structurales de génotype 1b, d’autres particules virales ont pu étre élaborées [348, 349]. Ces
particules ont été tres utilisées pour I’étude de la structure et de la fonction des protéines
d’enveloppe, I’étude de I’assemblage de la particule virale et pour mettre en évidence la fonction

des peptidases-signal cellulaires sur le génome viral [347].

2.3- Infection par les pseudo-particules lentivirales ou rétrovirales (VHCpp)

Les pseudo-particules virales VHCpp sont constitués des glycoprotéines d’enveloppe E1 et
E2 non-modifiées et assemblées sur des particules rétrovirales ou lentivirales [350, 351]. Elles sont
produites dans la lignée cellulaire 293T par transfection de vecteurs plasmidiques d’expression
codant pour E1/E2. Ces particules sont également constituées du génome et des protéines tag-pol du
virus MLV (mouse leukemia virus) associées a un gene rapporteur GFP ou luciférase. Des études
montrent que ces particules virales sont hautement infectieuses et qu’elles peuvent internaliser les
hépatocytes humains et les lignées d’hépatomes (Huh7, HepG2 et Hep3b) [352]. Par ailleurs cette

internalisation serait dépendante de la présence des récepteurs d’entrée CD81 et SCARBL [351]. En
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effet, la présence de la GFP (green fluorescent protein) ou de la luciférase dans les VHCpp a permis
une étude rapide et précise des mécanismes d’entrée des différents génotypes viraux [350, 352]. Par
ailleurs, ce systeme permet d’analyser, efficacement, I’effet des anticorps neutralisants sur le
processus d’entrée [353, 354].

2.4- Les systemes réplicons

Les réplicons sont des molécules d’ARN bi-cistroniques subgénomiques et réplicatives du
VHC. Le tout premier réplicon a été développé en 1999 [343]. Ce réplicon était composé de
I’extrémite 5’- IRES du VHC, du gene de résistance a la néomycine, de I’IRES du virus EMCV
(myocardite encéphalique), des protéines non structurales NS3 a NS5B du VHC et de I’extrémité 3’
du VHC [343, 355]. Dans ce systéeme, I'IRES du VHC favorise la traduction du gene de résistance
a la néomycine. L’expression de la néomycine permet de sélectionner les clones résistants aprés
transfection et I’IRES du virus EMCV dirige la traduction des protéines non structurales NS3 a
NS5B du VHC (voir figure 21) [343]. La transfection de ce réplicon dans les lignées d’hépatomes
Huh7 ou HepG2a permis la sélection de clones résistants, possédant des mutations adaptatives et
capables de se multiplier [343]. L utilisation de ces ARNSs a ainsi permis d’observer une réplication
virale active [356]. Cependant, celle-ci n’aboutit pas a une grande production de particules virales
infectieuses [357]. Ce modele a servi de base au développement d’autres réplicons rapporteurs
fondés plus ou moins sur le méme principe [358, 359]. Ainsi, le modéle réplicon constitue une
avancée majeure dans I’étude de la réplication virale et de la localisation cellulaire des protéines
virales mais n’est d’aucune utilité dans la compréhension des mécanismes de production virale
[360]. La figure 21 donne une représentation schématique du tout premier réplicon subgenomique
du VHC tel que développé en 1999.

NTH EMCY T T T HTR
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Figure 21 : Représentation schématique du réplicon subgénomique développé pour I’étude du
VHC. Ce réplicon est compose de I’extremité 5’-IRES du VHC, du géne de résistance a la
néomycine, de I’IRES du virus EMCV, des protéines non structurales du VHC NS3 a NS5B et de
I’extrémité 3° du VHC. D’apres Bartenschlager Ralph, nature reviews drug discovery. 2002.
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2.5- Forme soluble de I’ecto-domaine E2 (SE2)

C’est le tout premier outil a avoir été utilisé pour I’étude des récepteurs d’entrée CD81 et
SCARBL du VHC [294, 361]. En effet, la forme soluble de I’ecto-domaine E2 appelée SE2 est
dépourvu de la partie transmembranaire de E2 et généralement tronquée au niveau de I’acide aminé
661 [362]. Bien qu’il soit sécrété sous une forme non-associée a E1, SE2 posséde une conformation
protéique semblable aux immunoglobulines lui permettant d’interagir avec les récepteurs d’entrée
[151, 361]. Par ailleurs, des études montrent que SE2 est un agoniste des particules VHCcc pour les
récepteurs membranaires [363]. Cependant, ce modele ne reflete pas I’infection naturelle par le
virus du VHC.

2.6- Les particules virales infectieuses produites en culture cellulaire VHCcc

Aprés des travaux de collaboration, trois laboratoires sont parvenus a créer un systéme
efficace de culture cellulaire pour étudier le cycle complet du VHC mais I’histoire retient
principalement les travaux du virologiste Wakita au japon. [51, 364, 365]. En effet, ce dernier a
isolé un clone de taille compléte de I’ARN du VHC (la souche JFH1) dans le sérum d’un patient
japonais VHC+ (32 ans, génotype 2a) qui avait développé une hépatite fulminante. L’ARN ainsi
isolé a d’abord été amplifié par RT-PCR puis sequencé afin de déterminer le génome entier. 1ls ont
ainsi montré que la séquence du JFHL1, long de 9678 nucléotides était constituée d’un large cadre
ouvert de lecture codant pour 3033 acides aminés [51]. La transfection de ce réplicon
subgénomique de taille compléte dans les cellules Huh7 a donné un cycle viral complet aboutissant
a la production de particules virales infectieuses produites en culture cellulaires appelées VHCcc
[51]. Leurs études ont montré que les VHCcc étaient capables d’infecter et de se répliquer dans les
hépatocytes primaires, les lignées d’hépatomes, les souris humanisées et les chimpanzés [366]. De
plus, les virions excrétés sont hautement infectieux et ne présentent aucune mutation adaptative du
génome. Par ailleurs, dans la méme étude, ils ont montré que les particules virales pouvaient étre

neutralisées par I’utilisation des anticorps monoclonaux dirigés contre la gp E2 [51].

L’infectivité des lignées cellulaires a été augmentée grace au développement de lignées
hautement permissives (exemple : Huh7.5) [367]. Par ailleurs, ce modéle a servi a la construction de
nombreuse chimeres (J6/JFH1, Jcl, etc.) [177, 368]. L utilisation du modéle VHCcc permet I’étude
de tous les aspects du cycle viral. Ce modele possede tout de méme certaines limites. En effet, il est
dépendant des lignées d’hépatomes qui ne refletent pas la physiologie de la cible naturelle de

I’infection virale : I’hépatocyte primaire. Néanmoins, ces modeéles expérimentaux demeurent des
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matériaux essentiels pour effecteur des études virologiques, développer des vaccins ou élaborer des

traitements antiviraux efficaces.
Le tableau 7 réesume les spécificités de chaque modeéle utilisé pour I’analyse in vitro du VHC.

Modeéles in vitro Spécificités

-Dérivés de séra des patients

VHCser -Presque pas de production de virions infectieux

-Semblables aux VHCser
VHC-LPs -Etude de la fonction des peptidases-signal cellulaire

-Etudes mes mécanisme d’entrée du VHC

VHCpp -Evaluation du réle des glycoprotéines E1 et E2

-Premier modeéle d’étude des récepteurs du VHC

SE2 -Ne refléte pas I’infection naturelle du VHC

-Faible taux de réplication.
Les Réplicons - Faible production de particules virales infectieuses
-Taux élevé de mutations adaptatives

-Etude du cycle viral complet en culture cellulaire
-Forte production de particules virales infectieuses

VHCcc sans mutations adaptatives

-Modeéle trés dépendant de lignée d’hépatomes

Tableau 7 : Spécificités et particularité des modeéles utilisés pour I’étude in vitro du VHC.
D’apres Laurissa Ouaguia, 2015.

3 - Avantage de I’utilisation du modele VHCcc pour nos études

Dans le cadre de notre collaboration avec les docteurs Wychowski Czeslaw et. Jean. Dubuisson
et avec l’accord du Pr. Wakita (Material transfert agreement 2008), nous avons obtenu
I’autorisation d’utiliser les particules VHCcc produites en culture cellulaire apres transfection du
JFH1. L avantage principal de ce modéle est qu’il représente le seul modele disponible actuellement
permettant d’étudier le cycle viral complet. De plus, il posséde un fort taux de production de
particules virales infectieuses, totalement dépourvues de mutations adaptatives et donc reflétant au

mieux le virus de I’hépatite C dans la circulation périphérique [51].
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lI- TRAITEMENTS DE L'HEPATITE C

1- Histoire et évolution des traitements

Le génome du VHC subit d’importants changements évolutifs pour résister aux pressions de
sélection exercées par I’organisme hote et par les médicaments antiviraux. Par conséquent, la
variabilité génétique du VHC est percue comme un déterminant majeur de la persistance du virus et
comme la cause principale des problémes de résistances rencontrés au cours du traitement. De plus,
la grande pathogénicité du VHC est principalement due au fait qu’il n’existe pas de vaccin [369].
Néanmoins, avec la compréhension grandissante de I’infection naturelle par le VHC et afin
d’observer une réponse virologique soutenue chez les patients, tout en réduisant les effets
secondaires des molécules anti-virales, des traitements de plus en plus efficaces ont graduellement
vus le jour [370-373]. Dans un premier temps, il y a eu I’utilisation de la molécule Interféron alpha
qui a été associée plus tard a la ribavirine [374, 375]. A cause des effets trés limités de cette
bithérapie, en particulier pour le génotype 1, des inhibiteurs de protéases virales (Boceprévir et
Télaprevir) ont été développés pour étre utilisés en trithérapie [376]. Le développement de ces
molécules a permis d’augmenter significativement la réponse des patients. Néanmoins, ces
molécules ont engendrés de nombreuses résistances. Ainsi, depuis le debut de I’année 2014, de
nombreux pays occidentaux ont approuveé I’utilisation de nouvelles molécules anti-virales a action
directe en bithérapie, trithérapie ou quadrithérapie [373]. La figure 22 présente une étude
prospective de I’histoire de I’évolution du traitement de I’hépatite C.
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Figure 22 : Histoire de I’évolution des traitements depuis la découverte du VHC.

1990-fin 2010 : double thérapie par association de I’interféron et de la ribavirine (IFN+RBV).

2011 : trithérapie associant I’interféron +ribavirine+inhibiteurs de protéases virales (IFN+RBV+IP).
2014 : Autorisation temporaire d’utilisation des nouvelles molécules anti-virales orales (DAAS).
2014-a nos jours: developpement et autorisation temporaires d’autres molécules anti-virales
orales. D’aprés Manns, M et al, Nat rev drug discovery, 2013.
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2- Les anciens traitements de référence: IFN-PEG / RBV

Depuis sa découverte et pendant plusieurs décennies, I’infection par le VHC ne pouvait étre
traitée qu’avec des injections d’interféron humain recombinant (2a ou 2b), molécule anti-virale a
large spectre [377]. Cette molécule étant rapidement dégradé dans le corps, sa demi-vie a été
augmenté par I’ajout d’un motif polyéthylene glycol a I’extrémité de I’IFN (pégylation) [378].
Cependant, le traitement IFN-PEG a été inefficace pour la majorité des patients, s’accompagnant
géneralement de nombreux effets secondaires [254]. En effet, seul 1/5 des patients développaient
une réponse virologique soutenue (SVR) se manifestant par des taux d’ARN viraux indétectables
dans le sang périphéerique apres le traitement [379]. De plus, certains génotypes viraux (genotype 2
et 3) répondaient mieux que d’autres (génotype 1 et 4) [380]. Afin d’accroitre I’efficacité de cette
molécule anti-virale, un analogue nucléosidique de la guanosine : la ribavirine a été rajouté au
traitement IFN dés 1998 [381, 382]. Cette combinaison IFN-PEG+RBYV a été utilisée en tant que
traitement standard et les résultats ont montré que cette combinaison, pendant les 12 premiers mois
du traitement, augmentait de 40% la réponse virologique soutenue en augmentant I’élimination du
virus [375, 383]. Néanmoins, de nombreuses études ont souligné le développement de résistances
favorisant la progression de la pathologie [374]. De plus, I’administration de I’IFN a provoqueé de
nombreux effets secondaires tels que anémie, élévation créatinine, désordre psychiatriques, troubles
gastriques, etc. [384]. Ainsi, la recherche de I’amélioration des conditions de vie des patients a
conduit au développement des inhibiteurs de protéases virales sous forme de traitements antiviraux
a action directe (DAA).

3- Les traitements DAA de 1°™ génération : les inhibiteurs de protéases BOC/TVR

L’année 2011 peut étre considérée comme I’année du premier essor dans le traitement de
I’hépatite C. En effet, c’est I’année de I’utilisation des deux premieres molécules anti-virales a
action directe. Ces premiéres DAAs étaient constituées des inhibiteurs de protéases du VHC que
sont le télaprevir (inhibiteur de la protéase NS3/4A) et le boceprévir (inhibiteur du NS3) [376]. En
effet, des 2003, de premiéres études avaient mis en évidence I’'importance de I’utilisation des
inhibiteurs de protéases virales dans la réduction de la charge virale mais ce n’est qu’en 2011 qu’ils
ont recu I’autorisation de mise sur le marché [385]. Ces molécules ont été utilisees sous forme
d’une trithérapie en combinaison avec I'IFN-PEG+RBV. Deés lors, cette trithérapie (IFN-
PEG+RBV+BOC/TVR) a servi de traitement de référence chez les malades infectés par les
génotypes résistant aux traitements de premiére génération tel que le génotype 1b (majoritaire en
France) [386]. Cette trithérapie a permis une augmentation du taux de réponse virologique soutenue
de 20 a 25% par rapport a la bithérapie [387]. Néanmoins, cette trithérapie s’est révélée moins
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efficace chez les autres génotypes (génotype 3) [388]. De plus, du fait de I’association de I’IFN-
PEG+RBYV, de nombreux effets secondaires tels que des anémies et des réactions cutanées séveres
ont été rapportées [389]. Par ailleurs, I’utilisation de ces inhibiteurs s’est révélée trés complexe, en
particulier chez les malades ayant des facteurs des facteurs de risque aggravant. Enfin, des études
ont décrit I’apparition de nombreuses mutations du génome caractéristiques de la résistance a ce
traitement (polymorphisme de NS3 : Q80K) [390].

4- Les traitements DAA de 2"® génération : Sofosbuvir, Lédipasvir, Daclatasvir

L’année 2014 est percue par beaucoup comme I’année amorcant le déclin de I’épidémie
associee au VHC. En effet, elle a vu le développement et I’utilisation de nouvelles molécules anti-
virales. Il s’agit de médicaments oraux qui ont, une meilleure puissance anti-virale, une activité
pluri- ou pan-génotypique, un meilleur profil de résistance, une meilleure tolérance et un mode
d’administration moins contraignant que les thérapies existantes [391]. En fonction du génotype,
ces molécules ont été utilisés, d’une part, en association avec IFN-PEG+RBYV et, d’autre part, dans
des combinaisons sans IFN [392]. Ce sont : des inhibiteurs de protéases NS3/4A de 2°™ générations
(simeprévir, Asunaprévir, MK 5172, etc.); des inhibiteurs de la protéine NS5A (Lédipasvir,
Ombitasvir, Daclatasvir, etc.); des inhibiteurs de la cyclophiline (Alisporivir, SCY-635) ; des
antagonistes du mirl22 (Miravirsen) ; des inhibiteurs non nucléosidiques de la polymérase NS5B
(Dasunabuvir, Lomibuvir, etc.) et des inhibiteurs nucléosidiques et nucléotidiques de NS5B

(Sofosbuvir, Méricitabine, etc.) [393, 394].

En tant qu’inhibiteur spécifique de la polymérase NS5B du VHC, le Sofosbuvir (SOF) est
présenté comme I’un des traitements les plus révolutionnaires de I’hépatite C [395]. En effet, des
études montrent que I’utilisation de la trithérapie IFN+RBV+SOF dans le traitement de 12 semaines
chez des patients naifs atteints d’une hépatite chronique C (génotype 1, 4, 5 ou 6) conduit au
développement d’une réponse virologique soutenue dans 90% des cas, 12 ou 24 semaines apres

I’arrét du traitement et environ 80% en cas de cirrhose [396, 397]

Ainsi, ces DAAs conduisent au développement de SVR tres élevées chez les patients portant
pratiqguement tous les génotypes [382]. Par ailleurs, ils seraient également efficaces chez les patients
transplantés [398]. La limite majeure actuelle de ces traitements est leur colt. En effet, les prix tres
élevés (SOF : environ 14 000 euros/mois) constituent la principale limite a leur géneralisation, en

2nde

particulier dans les pays les plus touchés [399, 400]. Par ailleurs, ces traitements de génération

n’auraient que des effets moindres sur la prévention de la fibrose hépatique, de la cirrhose ou de la
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survenue d’un cancer hépatique d’ou une persévérance des recherche dans I’espoir de développer le

médicament parfait ou la découverte d’un vaccin.

5- Les traitements en cours de développement : vers le « Perfectovir »

Les nouvelles molécules anti-virales, ciblant I’hépatite C, montrent un effet certains sur la
charge virale mais des effets mitigés sur la progression de la maladie hépatique [401]. Ainsi, les
prochaines décennies s’annoncent cruciales dans le contréle de I’hépatite C [391]. En effet,
I’objectif final est le développement de molécules anti-virales, administrées par voie orale, qui
pourront étre utilisées sans interféron pour traiter les patients non répondeurs ou naifs [391, 402].
Ainsi, le traitement parfait de I’hépatite C, qui peut étre appelé « Perfectovir » devra posseder les
attributs suivants : administration orale, dosage simple, taux d’efficacité élevé (>95%) méme lors
des cirrhoses décompensés, meilleure tolérance et toxicité minimale, résistance virale minimale,
meilleure activité pan-génotypique, durée de traitement limitée, interactions limitées avec d’autres
traitements mais surtout avoir un prix abordable [391]. La figure 23 présente une classification des
traitements actuels et futurs de I’hépatite C en fonction du taux d’efficacité et du niveau de

tolérance.
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Figure 23 : Classification des traitements actuels et futurs de I’hépatite C en fonction de
I’efficacité et du niveau de tolérance. L’IFN posséde une faible efficacité et une faible tolérance.
L’association de la RBV a diminué la tolérance mais a augmenté I’efficacité du traitement. La
trithérapie IFN-PEG+RBV+BOC/TVR a crucialement augmenté la [I’efficacité mais a
considérablement diminué la tolérance. L’utilisation récente des DAAs de 2°™ génération (SOF et
SIM) et plus encore, leur association augmente fortement I’efficacité du traitement et la tolérance.
D’apres Dore, G et Feld, J. Clin Infect Dis 2015.
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Par ailleurs, de nombreux travaux se penchent sur la recherche d’un vaccin contre I’hépatite
C. En effet, la vaccination resterait le seul moyen efficace de prévenir I’apparition d’une pathologie.
A cet effet, en 2006, une premiére étude a montré qu’il était possible d'induire une immunité
efficace contre des souches modifiées du VHC, notamment en stimulant la réponse immune
cellulaire [403]. En outre, d’autres études ont développé un vaccin humain en utilisant des vecteurs
d’adénovirus de chimpanzé associé aux vecteurs MVA (modified vaccina Ankara). Ces travaux
montrent que I’administration initiale du vaccin suivi par des phases de « boosts », permet d’obtenir
une réponse immunitaire T mémoire spécifigue du VHC [404]. Par ailleurs, d’autres études
développant des vaccins sur la base des chiméres des glycoprotéines d’enveloppe du VHC semblent
donner des résultats similaires [405]. Quoi qu’il en soit, la réponse aux traitements antiviraux ou la
réponse aux vaccins est fortement influencé par des facteurs intrinséques au virus et par des facteurs

immunologiques.

6- Les facteurs influencant la réponse immune
6.1- Les facteurs virologiques

L’efficacité des traitements antiviraux est clairement intrinséque a de nombreux facteurs
viraux car des études montrent que les protéines virales peuvent moduler la signalisation cellulaire
afin de favoriser la persistance du virus [82]. En effet, par ses interactions avec I’apoA, avec le
TNFR et avec le LTbR, la protéine Core favorise le développement du CHC [82, 130, 131]. En
outre, Core possede une activité immunosuppressive car elle peut inhiber la prolifération des
cellules immunitaires activés grace a des interactions avec le gClgR, induire I’apoptose des
lymphocytes T, diminuer la capacité de présentation des cellules présentatrices d’antigénes,
favoriser I’expansion et I’activation des lymphocytes T CD4+ régulateurs et favorise la chronicité
de I’infection virale [121, 122,123[132]. Par ailleurs, Core favorise le développement de la réponse
Th17 en inhibant la différenciation des cellules dendritiques, en augmentant la secrétion d’1L-6 et
en favorisant la sécrétion de la TSLP (Thymic stromal lymphopoietin) [133, 134]. D’autres études
montrent que la protéine NS3 peut bloquer la capacité des cellules hotes a stimuler la réponse
immune innée [183]. En effet, le complexe NS3/NS4A clive TRIF et CARDIF et inhibe la réponse
anti-virale (voir figure 14) [184]. De plus, NS3 inhibe la transduction du signal induisant la
synthese de I’IFN de type | via le facteur IRF-3 [186]. Par ailleurs, NS3 dérégule certaines fonctions
biologiques et favorise la carcinogenése [191]. Enfin, de nombreuses études signalent I’implication
de la protéine NS5A dans I’inhibition de la réponse immune anti-virale et dans la carcinogenése
virale C [216, 222].

s
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Certaines études ont suggéré que le génotype viral pourrait également influencer la sévérité
de la maladie [406]. Cependant, la majorité des études s’accorde pour dire que les facteurs
influencant la progression de la maladie sont principalement ceux liés & I’h6te tels que I’age avancé,

le sexe masculin, les co-morbidités et la spécificité de la réponse immunitaire [65].

6.2- Les facteurs liés a I’hbte

L’&ge joue un role important dans I’évolution de I’hépatite C. En effet, un &ge supérieur a 40
ans au moment de la contamination favorise la progression vers la fibrose et le développement des
complications [406]. Par ailleurs, les cirrhoses et les CHC dues au VHC semblent plus fréquentes
apres 60 ans [406]. De plus, le sexe masculin serait aussi un facteur de risque de I’hépatite C. En
effet, des études montrent que la vitesse de progression de I’hépatite C est plus importante chez les
hommes que chez les femmes [406]. En effet, les cestrogénes possedent des propriétés anti-
fibrosantes qui ralentissent la progression vers la fibrose [407]. D’autres facteurs tels que la
surcharge en fer, la consommation excessive d’alcool, les co-infections et le syndrome métabolique
aggravent I’hépatite C [408]. En outre, de nombreuses études montrent que la progression de
I’hépatite C est également associée au polymorphisme de I’interleukine 28B (IL-28B) qui code pour
I’interféron-A3 (IFNL3). Elle est impliquée dans la réponse innée anti-virale et elle joue un réle
primordial dans la clairance virale chez les patients [409]. En effet, les patients possédant un
génotype défavorable de I’IL-28B (alléles CT ou TT) ont une probabilité plus importante d’évoluer
vers la chronicité [408]. Enfin, les facteurs immunologiques sont tres déterminants au cours de
I’infection aigué par le VHC, pour I’éradication spontanée du virus, sui survient dans 10-50% des
cas [35]. Parmi ces facteurs, la vigueur, la rapidité et le caractére multi-spécifique des réponses

immunes humorales et cellulaires sont mieux associés a I’élimination spontanée du virus [410].
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llI- LE SYSTEME IMMUNITAIRE

A/ LE SYSTEME IMMUNITAIRE ET LES LYMPHOCYTES T

1- Généralités

La réponse immunitaire est un acteur essentiel dans la défense de I’organisme contre les
infections virales. En effet, le systeme immunitaire a pour réle de maintenir I’intégrité biologique de
I’organisme notamment (i) par la reconnaissance et la tolérance du soi mais surtout (ii) par la
reconnaissance et I’élimination des pathogenes [411]. Pour assurer ce role, le systeme immunitaire
est constitué d'un ensemble coordonné d'élements de reconnaissance qui discriminent les molécules
du « soi » et du « non-soi ». L’établissement des lignes de défenses efficaces contre les infections
virales nécessite la mise en jeu d’une diversité importante de cellules. La premiére ligne de défense,
appelée réponse immune innée, est non spécifique et repose sur I’action des cellules NK (natural
killer), des neutrophiles, des macrophages, des molécules du complément et des lectines [411, 412].
Ces cellules possedent des récepteurs PRR (pattern recognition receptor) capables de reconnaitre les
motifs conservées des pathogenes (PAMP) et de les éliminer, principalement a travers des
mécanismes de phagocytose et de sécrétions importantes des facteurs ou cytokines inflammatoires
[413]. Aprés I’activation de la réponse immune innée, les cellules présentatrices d’antigenes
(cellules dendritiques) opsonisent le pathogéne viral afin de présenter des antigénes viraux
spécifiques aux cellules lymphocytaires : c’est I’activation de la réponse immune spécifique dite
adaptive [411]. Cette derniére est caractérisée par la reconnaissance spécifique d’épitopes
antigeniques et la création d’une mémoire immunologique [414]. Les lymphocytes T et B
constituent les deux axes principaux de la réponse immunitaire adaptative. Les lymphocytes B sont
responsables de I’immunité humorale qui joue un réle central dans la neutralisation des particules
infectieuses par les anticorps spécifiques des protéines virales [415]. Quant aux lymphocytes T, ils
se coordonnent, orchestrent et exécutent les réponses immunitaires dirigées contre les agents

pathogenes.

2- Ontogenese des lymphocytes T

Les lymphocytes T occupent une place centrale dans I’immunité adaptative. Ils dérivent de
cellules souches hématopoiétiques CD34+ qui naissent dans la moelle osseuse, migrent vers le

thymus pour maturer et donner des lymphocytes T fonctionnels [416, 417]. Au cours de
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I’ontogenése dans la moelle osseuse, une cellule souche hématopoiétique donnera au choix un
progéniteur myéloide commun (origine des cellules de P’'immunité innée) ou un progéniteur
lymphoide commun. Ce dernier est une cellule pluripotente capable de générer trois lignages
lymphoides (B, T et NK) selon les signaux qu’il recevra. Lorsque le progéniteur lymphoide génére
un lignage T, la cellule précurseur quitte la moelle osseuse et migre vers le cortex du thymus pour y
poursuivre son processus de différenciation [418]. Le passage dans le thymus permet aux
précurseurs lymphoides de se développer pour donner naissance a des lymphocytes T matures dit «
naifs ». La production journaliére est estimée & environ 1,3 x 10° pour les lymphocytes T CD4 et &
2,1 x 10° pour les lymphocytes TCD8 [419]. Lors de ce développement, les lymphocytes
immatures appelées thymocytes migrent du cortex vers la medulla et subissent un certain nombre de
modifications phénotypiques caractérisés par des réarrangements de TCR et aboutissant a la
formation d’un pré-TCR puis d’un TCR mature permettant aux thymocytes d’interagir avec les
autres cellules du thymus (cellules épitheliales et cellules dendritiques), le but final étant de
produire des lymphocytes T susceptibles de reconnaitre des antigénes [417]. Ce processus est trés
drastique car seul 2% d’entre eux sortent du thymus pour constituer le pool périphérique de

lymphocytes T matures.

On distingue deux populations majeures de lymphocytes T : les lymphocytes Tyd et les
lymphocytes Taf. Les Lymphocytes Tyd ou LTyd représentent 1-10% des lymphocytes T totaux.
Ils sont essentiellement localisés dans le sang, la peau et les muqueuses ou ils exercent
principalement une activité cytotoxique anti-tumorale [420]. Quant aux lymphocytes T af (Tap), ils
sont majoritaires dans I’organisme et sont principalement constitués de lymphocytes T CD4+ (dits
auxiliaires) et de lymphocytes T CD8+ (dits cytotoxiques) [417]. En effet, la différentiation
thymique des lymphocytes T est dirigée par I’expression spécifique des récepteurs de surface (CD4,
CD8, CD25, CD44, etc.) [421]. Sur la base de I’expression des marqueurs CD4, CD8, CD3 et
CD44, on peut diviser le processus de maturation des LT en quatre étapes majeures : le stade double
négatif 1 (DN1), le stade double négatif 2 (DN2), le stade double positif (DP) et le stade simple
positif (SP) (voir figure 24) [422]. Le premier stade ou stade DN1 est caractérisé par des
thymocytes pluripotents qui n’expriment ni le CD4 ni le CD8. Ce stade peut donner naissance a des
lymphocytes T, des lymphocytes NK et des cellules dendritiques plasmacytoides. Des etudes ont
montré que ces LT doubles négatifs pour le CD4 et le CD8 pouvaient exprimé le CD44 et le CD25
et quelques fois le FOXP3 [423]. Par la suite, on a le stade DN2 est caractérisé par des thymocytes
pro-T CD4-CD8-CD25+CD44+ pouvant genérer lymphocytes T et des lymphocytes NK mais
incapables de se différencier en cellules dendritiques. La transition DN1 a DN2 s’accompagne

généralement d’une prolifération importante des thymocytes qui est dépendante de I’IL-7 [424]. On

e
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distingue ensuite le stade DP constitué de thymocytes pro-T CD4+CD8+CD3+CD25+CD44-. C’est
le stade a partir duquel on note I’expression du complexe TCR-CD3. Enfin, le stade SP caractérisé
par des lymphocytes CD3+ qui ont perdu I’expression d’un récepteur et donc qui exprime soit le
CD4 soit le CD8 (voir figure 24) [425, 426]. La figure 24 decrit les principales étapes de maturation
des lymphocytes T dans la moelle osseuse a partir d’une cellule souche hématopoiétique CD34+,

puis dans le thymus.

THYMUS

PHER
corticale medullaire PERIPHERIE

MOELLE OSSEUSE

0 O

1

Precursaur T N1 O

© Sélections positive puis négative

DN = double négatif, DP = double positif CD4*CD8* SP = simple positif CD4*ou CD8'

Figure 24: Ontogenese des lymphocytes T. En fonction de I’expression des marqueurs CD4, CD8,
CD25 et CD44, on distingue 4 étapes de maturation des LT dans le thymus. Dans I’ordre
d’apparition, on a le stade DN1 constitué des thymocytes CD4-CD8- CD44+ ; Le stade DN2
constitué des thymocytes pro-T CD4-CD8-CD25+CD44+ ; Le stade DP constitué des thymocytes
pro-T CD4+CD8+CD3+CD25+CD44- et le stade SP constitue de lymphocytes qui expriment soit le
récepteur CD4, soit le récepteur CD8. Adapté de Guy Gorochov et al, These de doctorat en Sciences
médicales, 1997.
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3- Sélection thymique des lymphocytes T CD3+

En paralléle de ces modifications phénotypiques, les thymocytes fabriquent les chaines du TCR
par réarrangement des génes. Les segments genétiques utilisés sont situés sur les chromosomes 14
(répertoires TCR y et d) et le chromosome 7 (répertoires TCR a et ). On distingue des segments de
type V (Variable), D (Diversité) et J (Jonction) pour les chaines 3 et y et les segments V J pour les
chaines a et y [427]. On note ainsi, des réarrangements de type V (D) J, semblables a ceux des
immunoglobulines, au cours de la différenciation des thymocytes. Ces réarrangements sont dirigés
par les enzymes RAG (Recombination Activating Gene) qui sont capables de cliver I’ADN [428].
Si ’on tient compte des 3 segments V, D et J pour les deux chaines a et B, on aboutit ainsi a la
production d’un large répertoire de lymphocytes T aff capables de reconnaitre spécifiquement une
grande diversité de pathogenes [429]. Les réarrangements des chaines V (D) J conduisent donc a
I’expression de TCR a la surface des thymocytes. Ces TCR vont reconnaitre des structures
antigeniques présentées par les autres cellules du thymus. Cette reconnaissance est indispensable a
la delivrance de signaux de survie ou de mort cellulaires. En fonction de ces signaux, les
thymocytes pro-T subiront différentes étapes de maturation aboutissant a la sélection des
lymphocytes exprimant un TCR fonctionnel et non susceptibles d’induire des phénomeénes d’auto-
immunité en périphérie [430]. Ces étapes de maturations sont par ordre d’apparition : la -sélection,

la sélection positive et la sélection négative (voir figure 25).

La B-sélection est la premiere a survenir. Elle se caractérise par un réarrangement VVDJ de la
chaine B qui donne naissance a des thymocytes immatures exprimant un TCR incomplet (pré-TCR)
car non associé au TCRa [431]. Ce pré-TCR transmet des signaux de survie et de prolifération aux
thymocytes mais plus de 90% des cellules qui arrivent a ce stade meurent du fait de I’absence
d’expression de pré-TCR a leur surface. De plus, des études récentes ont montré que cette sélection
était dirigée par les facteurs pontin (chromatin remodeling factor) et FADD (Fas-associated protein
with death domain) [432].

La sélection positive se déroule au stade DP chez des thymocytes CD4+CD8+CD3+ exprimant
un TCR (voir figure 24). Ce TCR reconnait des antigenes du soi présentés par les cellules
épithéliales du cortex thymique. Les thymocytes dont le TCR ne reconnait pas le complexe CMH-
peptides du soi ne regoivent pas de signal de survie et meurent [433]. Cette étape permet
I’élimination d’un grand nombre lymphocytes T impropres a collaborer avec les molécules HLA
(CMH humain) de I’h6te. Des études récentes montrent que cette sélection positive est dépendante
de 2 protéine RCAN 1 et 3 (Regulators of Calcineurin) [433].

Par la suite, les cellules dendritiques de la zone corticale du thymus présentent des antigénes du

soi aux thymocytes ayant survécus a la sélection positive [434]. Les thymocytes qui recoivent un
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signal trop fort via leur TCR seront éliminés par délétion clonale (apoptose) ou par inactivation
fonctionnelle (anergie): c’est la sélection négative [435]. Les cellules qui recoivent un signal
modéré via leur TCR deviendront des Treg tandis que celles ne recevant aucun signal de leur TCR
deviendront des cellules T naives [423]. Ce processus de sélection permet d’éviter le
développement de cellules auto-réactives. De nombreuses études montrent que ce processus est
régulé par la protéine AIRE (Auto-immune REgulator) présente dans les cellules épithéliales
thymiques médullaires et indispensable a I’expression ectopique d’antigénes [436].

Ces etapes de sélection des thymocytes aboutissent a la formation de lymphocytes T naifs
simple positifs CD4+ ou CD8+ qui quittent le thymus vers le sang et colonisent les organes
lymphoides secondaires. La figure 25 est une schématisation du processus de différenciation
thymique des lymphocytes.
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Figure 25: Schématisation du processus de différenciation thymique des lymphocytes T.
L’initiation du réarrangement des génes du TCR débute dans la moelle osseuse (partie jaune) mais
ce réarrangement est essentiellement effectué dans le cortex du thymus avec I’apparition du TCR-
CD3. Les thymocytes immature doubles positifs CD4+CD8+ subissent une sélection positive et
seuls survivent les cellules dont le TCR interagit avec les antigenes du soi présenté sur molécules de
CMH. Les thymocytes qui survivent subissent une nouvelle sélection négative conduisant a la
destruction des cellules dont le TCR posséde une trop forte affinité pour les antigénes du soi (partie
rouge). La sélection négative débute dans le cortex et de poursuit dans la medulla. Cette sélection
thymique aboutit a la production de lymphocytes simple positif T CD4+ ou T CD8+ (partie verte).
Adapté de Honda Civic Hatchback, 2013.
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Malgré I’efficacité de la sélection thymique, des lymphocytes T pouvant reconnaitre des
antigenes du soi peuvent échapper a cette double sélection et se retrouver dans la circulation
sanguine ou dans les tissus lymphoides secondaires [437]. En effet, des études ont décrit la
présence de lymphocytes T CD4+ auto-réactifs dans le foie de certains patients [437]. Afin de palier
a cet echappement, le systtme immunitaire a mis en place des mécanismes de tolérance
périphérique actifs assurés par les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ (Treg) [438]. Enfin, la
sélection thymique aboutit a la production de lymphocytes simples positifs T CD4+ ou T CD8+
qui sont dits naifs car ils n’ont jamais été en contact avec I’antigéne dont ils sont spécifiques. Ces
LT naifs quittent le thymus pour la circulation sanguine et les organes lymphoides secondaires
jusqu’a ce qu’ils rencontrent I’antigéne dont ils sont spécifiques. La reconnaissance de cet antigéne
va leur permettre de proliférer (expansion clonale), de se différencier et d’acquérir leurs fonctions
effectrices [439].

4- Développement et organisation du récepteur a I’antigéne : Le TCR

Les Lymphocytes T CD3+ jouent un réle central dans I’immunité adaptative & médiation
cellulaire. En effet, ces lymphocytes reconnaissent des motifs antigéniques (Ag) présentés a la
surface des molécules de CMH par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Cette interaction
TCR/Ag se déroule au niveau d’une zone appelée synapse immunologique [440]. Les Lymphocytes
SP CD8+ reconnaissent des antigenes présentés par les molécules de CMH de classe | tandis que les
lymphocytes SP CD4+ reconnaitront les antigenes présentés par les molécules de CMH de classe 11
[441, 442]. Pour reconnaitre ces motifs antigeniques, les LT utilisent un récepteur spécifique appelé
récepteur d’antigéne des lymphocytes T ou TCR (T Cell Receptor) [442]. Le TCR des lymphocytes
T CD3+ est composé de deux chaines transmembranaires o et § ayant une composition peptidiques
de type | appartenant a la superfamille des immunoglobulines. En effet, ils possedent des structures
similaires composées des segments VDJ (chaines B) et des segments V J (chaines a ) [427]. Par
ailleurs, le TCR possédent aussi un domaine transmembranaire hydrophobe et un court domaine
cytoplasmique et I’association des deux chaines o et B se fait par un pont disulfure [443]. La
présence du TCR seul est insuffisante pour le transfert des informations quantitatives et qualitatives
liees a I’antigéne. En effet, le TCR ne possede pas de domaine cytoplasmique et une association aux
molécules du CD3 est nécessaire [444, 445]. En effet, les portions cytoplasmiques du CD3
permettent d’initier la signalisation cellulaire grace a leur motifs ITAMs (Immuno-receptor
Tyrosine Activation Motif) ou sont localisés des résidus de tyrosine, cibles de la phosphorylation
par des protéines kinases spécifiques a I’origine de la transduction d’un signal d’activation [444].

Des études ont montré qu’il existait 10 motifs ITAMs différents présent sur la molécule CD3. Ces

e
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motifs participent a I’activation des LT et favorisent la réponse immune [446]. Le complexe
TCR/CD3 ainsi formé induit les voies initiale de transduction du signal, permettant I’activation de
la cellule T [443]. La molécule CD3 est composée des sous-unités polypeptidiques non
polymorphes 8, &, y et { qui s’associent de maniere non covalente pour former les trois dimeéres (voir

figure 26) [444]. La figure 26 montre I’association du TCR aux molécules du CD3.

ORI
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Figure 26: Organisation du complexe TCR/CD3. Les cellules présentatrices d’antigénes
présentent les motifs antigéniques via les molécules de CMH (en bleu). Le TCR est constitué de
deux chaines a et B (en jaune). Ce dernier reconnait les fragments peptidiques présentés par les
CMH 1 ou Il. Les informations quantitatives et qualitatives sont ensuite transmises aux molécules
du CD3 qui portant des motifs ITAM (en violet et marron). D’apres Nicolas Gascoigne, Nature
Reviews Immunology 8, November 2008.

Comme décrit ci-dessus, apres la sélection thymique, les lymphocytes portent, en plus du
CD3, les récepteurs CD4 ou CD8. Les molécules CD4 et CD8 sont des déterminants majeurs des
lymphocytes T car elles permettent de distinguer en periphérie les lymphocytes auxiliaires (TCD4+)
des lymphocytes cytotoxiques (TCD8+) [419]. Ces molécules appartiennent elles-aussi a la
superfamille des immunoglobulines. CD4 et CD8 permettent de stabiliser I’interaction de CMH
avec le TCR, car elle interagissent avec une partie du CMH [447]. CD4 et CD8 sont donc des
corécepteurs du TCR qui participent a la signalisation intracellulaire en recrutant des kinases de
type Lck ou Fyn [448].
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5- Structure du complexe TCR/CD3 et transduction du signal

La reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR et la participation du CD4/CD8
initient la transduction de signal aboutissant a diverses réponses immunologiques que sont la
prolifération cellulaire, la survie, la différenciation, la sécrétion de cytokines et le développement de
fonction cytotoxique. Ainsi, suite a I’interaction du TCR avec son ligand spécifique, la signalisation
cellulaire est mise en place. Cette derniere peut étre subdivisée en 3 étapes sequentielles. Dans un
premier temps, I’activation et le recrutement rapide des protéines tyrosines kinases telles que le Lck
et Fyn qui phosphorylent les tyrosines des motifs ITAM des domaines cytoplasmiques des
molécules CD3 [444, 448]. Cette étape initie le recrutement et la phosphorylation de la protéine
tyrosine kinase ZAP-70 (Zeta-chaine associated protein kinase 70) [449]. Par la suite, la protéine
ZAP-70 recrute la protéine adaptatrice LAT (Linker for Activation of T cells). La protéine LAT
phosphoryle la phospholipase Cy (PLCy) conduisant a la formation de deux seconds messagers que
sont I’IP3 (inositol triphosphate) et le DAG (diacyglycérol) [450]. Par la suite, ces seconds
messagers activent les voies de signalisation des MAPKinases (ERK) et PI3Kinases (AKT) [451].
Cette activation permet I’activation des différents facteurs de transcription tels que N-FAT (Nuclear
Factor of Activated T cells) et AP-1 (Activation Protein 1) qui conduisent a I’expression des genes
codants pour les cytokines et des chimiokines (voir figure 27) [451]. La figure 27 présente les

mécanismes de transduction du signal dans les lymphocytes T CD3+
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L’activation effective des cellules T nécessite trois signaux principaux [452]. Le premier
signal est constitué de I’interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide. Le deuxiéme signal
correspond a I’interaction des molécules de costimulation entre la CPA et le lymphocyte T
(interactions CD28-CD80/86). Cette interaction stabilise le complexe TCR/CMH et amplifie le
signal 1 ce qui permet I’activation de voies de signalisation distinctes : voie calcique, voie PKC et
voie MAPKinases. L’activation de ces voies conduit a I’activation des facteurs de transcription
(NFKB, AP1, NFAT) conduisant a I’expression de diverses cytokines (IL-2, IL-15) et récepteurs
(CD25, CD154). La fixation de ces cytokines (IL-2) sur leurs récepteurs spécifiques (CD25)
conduit a I’activation de la voie Pi3K/mTOR (mammalian Target of rapamycin) qui initie la
prolifération des lymphocytes T: c’est le signal 3 (signal 3) [452]. La figure 28 présente
I’importance des différents signaux dans I’activation d’un lymphocyte T.
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Figure 28 : Activation des lymphocytes T et implications des 3 signaux d’activation.
L’activation des cellules T nécessite trois signaux. Le premier signal (signal 1) est constitué de
I’interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide. Le deuxiéme signal (signal 2) correspond a
I’interaction des molécules de costimulation entre la cellule présentatrice d’antigenes et le
lymphocyte T. Le signal 2 amplifie le signal 1 ce qui permet I’activation des 3 voies de signalisation
(voie calcique, voie PKC et voie MAPKIinase). L’activation de ces voies conduit a I’activation des
facteurs de transcription (NFKB, AP1, NFAT) conduisant & I’expression de diverses cytokines (IL-
2, IL-15) et des nombreux récepteurs (CD25, CD154). La fixation de ces cytokines (IL-2) sur leurs
récepteurs spécifiques (CD25) conduit a I’activation de la voie Pi3K/mTOR qui initie la
prolifération des lymphocytes T : c’est le signal 3 (signal 3). D’apres Halloran ,2004 The New
England Journal of Medecine.
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Des études montrent que la transduction du signal dans les lymphocytes T conduit au
recrutement de la protéine LAT qui a une signalisation cellulaire qui peut emprunter trois voies

distinctes :

- la voie calcique : I’'IP3 se fixe sur ces récepteurs a la surface du RE et induit la sortie des stocks
réticulaires des ions Ca®* dans le cytoplasme. Ces ions vont se fixer sur la calmoduline pour
activer la calcineurine. Par la suite, la calcineurine déphosphoryle NFAT et favorise sa
translocation dans le noyau. Cette translocation favorise la transcription de divers genes tels que
I’IL-2 (voir figure 28) [453].

- La voie PKC : le DAG phosphoryle la protéine kinase C (PKC) qui libere NFkB. Ce dernier est
transloqué dans le noyau pour activer la transcription des génes de diverses cytokines (voir
figure 28) [454].

- La voie des MAPKIinases : la protéine LAT peut également recruter la protéine adaptatrice Grb2
(Growth factor receptor-bound protein 2) qui recrute a son tour la protéine GEF (Guanine
nucleotide Exchange Factor) qui favorise I’activation des GTPases Ras et Rac. Ras active la voie
des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). L’activation de cette voie conduit a la
phosphorylation des facteurs Erk (extra-cellular signal Regulated protein Kinase) qui sont
ensuite translogqués dans le noyau [455]. En paralléle, la GTPase Rac phosphoryle le facteur INK
(c-Jun NH2-terminal Kinases) qui phosphoryle a son tour le facteur c-Jun. Ce dernier (c-Jun)
s’associe a c-Fos pour former le facteur de transcription AP-1, favorisant la transcription de
nombreux génes (voir figure 28) [456]. Pair ailleurs, I’engagement du TCR favorise le
recrutement et I’activation de la PI3K (phosphaditylinositol-3-OH kinase) qui produit
phosphaditylinositol-3-phosphate (PiP), du phosphaditylinositol-3,4-phosphate (PiP2) et du
phosphaditylinositol-3, 4,5-phosphate (PiP3). Ces lipides membranaires favorisent le
recrutement a la membrane des protéines Akt. Ces derniers activent les facteurs de transcription
responsable de la translocation nucléaire de NFAT, permettant ainsi I’expression de nombreux
génes de cytokines [457, 458].

Le tableau 8 présente la chronologie de I’expression des génes apres formation du complexe
CMH/Ag-TCR.

e
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Time mRNA Ratio of activated to
(rene proxluct Function expression begins Location nenactivated cells
" Immediate
Q
= cFos Protooncagene; 15 min Nucleus > 100
g nuclear-binding protein
£ Chn Cellular oncogene; 15-20 min Nucleus f
e transcription factor
£ NFAT Transcription factor 20 min Nucleus 50
5 oMy Cellular oncogene 30 min Nucleus 20
T NFxbB Transcription factar 30 min Nucleus =10
Early
[FN-y Cytokine 30 min Secreted = 100
IL-2 Cytokine 45 min Secreted = 1000
Insulin receptor Hatmone receptor Ik Cell membrane i
L Cytokine 1-2h Secreted > 100
= TGE-p Cytokine <2h Secreted >0
s [L-2 receptor (pa3) Cytokine receptor 2h Cell membrane > 50
z TNF-B Cytokine 1-3h Secreted > 100
G Cydin Cell-cycle protein 4-6h Cytaplasmic =10
e 14 Cytokine <6h Secreted > 100
S Il Cytokine <6 h Secreted > 100
5 L6 Cytokine <6 h Secreted > 100
c-Myb Protooncogene 16h Nucleus 100
GM-CSF Cytokine 20h Secreted ?
Late
HLA-DR Class [ MHC molecule  3=5 days Cell membrane 10
VLA Adhesion molecule 4 days Cell membrane > 100
VLA-1, VLA-L VLA-L VLA-S - Adhesion molecules 7-14 days Cell membrane = 100,447

Tableau 8 : Chronologie de I’expression des genes apres formation du complexe CMH/Ag-
TCR. Aprés engagement du TCR, les facteurs de transcription c-FOS, c-Jun, N-FAT et NFK sont
rapidement activés (15-30 min). Leur activation conduit in fine a I’expression séquentielle de
nombreuses cytokines telles que I’I[FN-y (30 min), IL-2 (45 min), TGF-B (~2h) ou IL-4 (~6h).

Adapté de G Crabtree, Science www.ulg.ac.be/medint/cours8.ppt.
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6- Les fonctions des lymphocytes T

En fonction de I’expression des molécules CD4 ou CD8, on peut diviser les lymphocytes T
CD3+ en deux populations : les lymphocytes T auxiliaires ou T helper (Th) et les lymphocytes T
cytotoxiques (CTL). Les Lymphocytes Th expriment le marqueur CD4 alors que les CTL expriment

majoritairement le marqueur de surface CD8 [417, 459].

6.1- Fonction des lymphocytes T CD8+

Les lymphocytes T CD8+ ou T cytotoxiques (CTL) sont des cellules essentielles a
I’élimination des pathogeénes. Ils possédent un TCR qui reconnait des antigenes peptidiques
présentés par les molécules du CMH de classe | [441, 442]. En cas d’infection, les CPA
phagocytent le virus et présentent des antigénes viraux a la surface des molécules de CMH de classe
I ou Il. Via leur TCR, les lymphocytes CD8+ ont la capacité de se reconnaitre spécifiquement les
motifs antigéniques présentés par le CMH de classe I. Cet engagement du TCR conduit a
I’activation et a la différenciation des T CD8+ en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) [411]. Des
études montrent que les CTL ont la capacité d’infiltrer des tumeurs pour éliminer spécifiquement
des cellules tumorales via des mécanismes médiés par libération de granzymes, perforines, TRAIL
et FasL [460-462]. Les CTL agissent donc principalement en induisant la cytolyse mais certaines
études ont montré que ces lymphocytes sont capables de lutter contre les infections par la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IFN-y ou le TNF-a [463]. Ainsi, les lymphocytes
CD8+ peuvent inhiber I’angiogenése, limiter les infections virales et inhiber la prolifération

tumorale.

6.2- Fonction des lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes T CD4+ représentent une population lymphocytaire tres hétérogene qui
joue un role essentiel dans la réponse immunitaire adaptative [464]. lls possedent un TCR qui
reconnait des antigenes peptidiques présentés par les molécules du CMH de classe Il [441]. Apres
stimulation antigénique, les lymphocytes TCD4+ produisent des quantités importantes de cytokines
aidant la production des anticorps par les lymphocytes B, favorisant la phagocytose et favorisant
I’activité des macrophages, neutrophiles, basophiles, eosinophiles et T CD8+ [464, 465]. Les T
CDA4+ ont donc des fonctions pleiotropes essentiellement dirigées vers la stimulation, la régulation
ou I’amplification de I’activité des autres cellules immunitaires. A ce titre, les LCD4+ sont appelés

o
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lymphocytes T auxiliaires ou T helper (Th) [465, 466]. L’engagement de TCR conduit a I’activation
et a la différenciation des lymphocytes CD4+ en cellules effectrices. En fonction des facteurs de
transcription et des cytokines majoritaires qui sont sécrétées, les LTCD4+ sont classes en 4
populations majoritaires que sont les lymphocytes Thl, Th2, Th17 et les lymphocytes T régulateurs
(Treg) [464, 465]. Ainsi, le lignage CD4 est donc caractérise par une grande plasticité et peut

donner naissance soit & des cellules effectrices, soit & des cellules régulatrices.

a) Cellules Thlet Th2

Au début des années 1980s, des scientifiques ont suggéré I’existence d’une diversité de
cellules Th impliquées a la fois dans les réponses immune a médiation cellulaire et humorale mais
ce n’est qu’en 1982 que I’on a pu mettre en évidence les populations Thl et Th2 qui différaient
I’une de I’autre en fonction des cytokines produites [467]. Les cellules Thl produisent des quantités
importantes d’IFN-y et d’IL-2, essentielles a I’activation des macrophages et a I’élimination des
virus tandis que les Th2 produisent des quantités importantes d’IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13
essentielles au recrutement des éosinophiles et a I’élimination des parasites [468-470]. Ces deux
populations de Th vont, par leur sécrétion de cytokines, s’inhiber mutuellement, favorisant ainsi
leur propre développement [471].

Le lignage Thl est essentiellement impliqué dans les réponses dirigées contre les pathogenes
intracellulaires tels que les virus ou les bactéries [472]. Lorsqu’elles sont activées, les cellules Thl
sécrétent des cytokines de type pro-inflammatoires I1L-2, IFN-y, TNF-a, lymphotoxine et TNF-f
[473, 474]. Des etudes ont montres que les cellules Thl agissent également sur les CPA en
augmentant leur capacité de phagocytose, leur production de médiateurs pro-inflammatoires ainsi
que leur capacité de présentation antigénique et d’activation des lymphocytes T naifs [464, 465]. En
outre, les Thl peuvent étre impliqués dans certaines maladies auto-immunes et maladies

inflammatoires chroniques, telles que la maladie de Crohn et I’athérosclérose [475].

Les lymphocytes Th2, quant a eux, sont impliqués dans les réponses immunes dirigées
contre les pathogeénes extracellulaires tels que les parasites ou les schistosomes [476]. Les cellules
Th2 sécrétent des cytokines de type anti-inflammatoires IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13 [475, 477].
De nombreuses études ont montré que les lymphocytes Th2 favorisent également le développement
des maladies allergiques via I’activation des éosinophiles [478]. Par ailleurs, ces Th2 joueraient un
réle important dans la différenciation des lymphocytes B et dans I’inhibition des réponses pro-

inflammatoires [479].

7
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b) Cellules Th17

Les LTCD4+ peuvent également se différencier en cellules Th17 qui sont des cellules pro-
inflammatoires caractérisées par la sécrétion des cytokines IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-22 et IL-23
[474, 480]. Ces Th17 ont été mis en évidence pour la premiere fois en 2005 comme étant un
nouveau lignage des lymphocytes T CD4+ producteurs d’1L-17 [481]. En effet, la non production
d’IL-4 et d’IFN-y associée a I’absence d’expression des facteurs de transcription STAT-1 et STAT-
6 favorise la différenciation des précurseurs T CD4+ naifs en lymphocytes Th17 [482]. Des études
ont montré I’importance des cytokines IL-1 et [L-23 dans le maintien de ce lignage [483, 484].
D’autres études ont montré que les cytokines IL-6 et TGF-p jouent un rdle important dans la
différenciation des Th17 en induisant I’expression du facteur de transcription RORyt spécifique du
lignage Th17 [485]. Les lymphocytes Th17 jouent un rdle dans la protection de I’hote contre les
pathogenes et dans le développement des manifestations auto-immunes comme [I’arthrite
rhumatoide ou la sclérose multiple [485]. Par ailleurs, les Th17 semblent également favoriser le
développement des maladies inflammatoires chroniques [486]. En outre, les Th17 sont impliquées
dans le développement de maladies auto-immunes mais sont également trés importantes dans la

réponse immunitaire anti-bactérienne et anti-fongique [487].

Des études ont montré que les cytokines IL-6 et TGF-B sont importantes pour la
différenciation des TCD4+ en Th17 [488]. Cependant, la présence seule de la cytokine TGF-$
favorise plut6t la différenciation des TDC4+ en lymphocytes T régulateurs nécessaires au maintien
de I’homéostasie [464, 474].

c) Cellules T régulatrices

Enfin, en fonction des signaux regus dans le thymus, les lymphocytes TCD4+ peuvent se
différencier en lymphocytes T régulateurs (Treg). En effet, des études ont montré que le
développement thymique des Treg était dépendant de la présence des cytokines IL-2 et TGF-p ainsi
que de la présence de la molécule de costimulation CD28 [489]. Par ailleurs, d’autres études ont
montré qu’un traitement des lymphocytes périphérique naifs TCD4+ avec les cytokines TGF-f ou
1110 et IL-2 est associé a une stimulation de leur TCR pouvait conduire a I’émergence de
lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) [474, 490]. Ainsi, in vivo, la population de lymphocytes T
régulateurs est constitué a la fois de lymphocytes T régulateurs naturels (Treg) et de lymphocytes T
régulateurs induits (iTreg). Ces cellules sont impliquées dans la tolérance du soi, dans les tolérances
centrale et périphérique mais surtout dans la modulation et la régulation des réponses immunitaires
[491, 492].
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La figure 29 décrit les quatre principaux lignages des lymphocytes T CD4+.
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Figure 29 : Les quatre principaux lignages des cellules CD4+ : Thl, Th2, Th17 et Treg. Apres
stimulation antigénique, les lymphocytes T helper naifs peuvent se différencier en quatre lignages
principaux que sont les Thl, Th2, Thl7 et Treg. Ces lignages sont caractérisés par I’expression de
facteurs de transcription et la sécrétion d’une signature cytokinique. Par exemple, les Th1l expriment
les facteurs de transcription TBET et STAT4 et sécretent de I’IFN-y et TNFa tandis que les Treg
expriment le facteur de transcription FOXP3 et sécrétent les cytokines IL-10 et TGF-B. D’apres
Leung, s et al, cellular and molecular immunology, 2010.

D’autres lignages de LTCD4+ ont également été décrits : ce sont les lymphocytes Th3, Th9,
Th22, Tfh et Trl [466, 493, 494]. En effet, les Th3 sécretent principalement du TGF-p [495], les
Trl principalement de I’1L-10 [90], les Th9 principalement de I’IL-9 [496], les Th22 principalement
de I’IL-22 [497] et les Tfh qui sécrétent principalement de I’IL-4 et I’IL-21 et se localisent dans les
régions folliculaires de la rate et des ganglions ou ils contribuent & la formation de centres
germinatifs [498].

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr




© 2015 Tous droits réservés.

Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

La différentiation des cellules TCD4+ est contr6lée par I’engagement du TCR, par
I’environnement cytokinique et I’expression de certains facteurs de transcription [464]. En effet, la
présence de certaines cytokines spécifiques va favoriser la différenciation de chaque lignage Th :IL-
12/1FN-vy pour les Thl; IL-4/(IL-2, IL-7, TSLP) pour les Th2; TGF-B/(IL-6, IL-21, 1L-23) pour les
Th17 et TGF-p/IL-2 pour les Treg [464]. Les facteurs de transcription qui dirigent cette
différenciation sont les suivants : TBET/Stat4 pour les Thl, GATA3/ Stat5 pour les Th2,
RORyt/Stat3 pour les Thl7 et FOXP3/Stat5 pour les Treg (voir figure 29) [464]. Certaines
cytokines et certains facteurs de transcription sont donc communs entre différents lignage T, ce qui
suggere la possibilité qu’un lignage puisse développer les caractéristiques d’un autre. En effet, les
cellules Th sont dotées d’une trés grande plasticité. Ainsi, en fonction de I’environnement
cytokinique, de I’étape de différenciation et/ou en fonction de la stimulation antigénique, on peut
observer des transitions Th1/Th2, Th2/Tfh, Th1/Thl7, Thl/Treg et Th17/Treg [464, 486, 499, 500].

La figure 30 est une représentation schématique de la plasticité des cellules T helper.
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Figure 30 : Plasticité des cellules T helper. La plasticité des lymphocytes T helper dépend de
I’environnement cytokinique, du stade de différenciation et de I’expression des facteurs de
transcription. Ainsi, on peut observer une certaine plasticité entre les lignages Th1/Th2, Th2/Th9,
Th1/Thl7, Th2/Th17 et Th17/ iTreg. D apres Zhou, L et al, Immunity 20009.
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B/ LA REPONSE IMMUNE DANS L'HEPATITE C

1- Généralités

Le foie est la glande la plus volumineuse de I’organisme qui assure plusieurs fonctions
importantes notamment I’épuration de I’organisme. De part sa localisation et ses fonctions
essentielles, il est continuellement exposé a des agents pathogénes, des toxines et virus divers. En
effet, le foie, qui recoit la circulation sanguine systémique via I’artére hépatique et celle en
provenance de I’intestin via la veine porte, est en contact permanent avec les pathogéenes. Par
ailleurs, c’est un organe richement vascularisé conduisant au développement d’un
microenvironnement immunitaire hépatique particulierement riche en cellules du systéeme
immunitaire inné (macrophages et cellules dendritiques) [501, 502]. D’autres cellules non
hématopoiétiques peuvent aussi jouer le réle de cellules présentatrices d’antigénes, telles que les
cellules de Kupffer qui sont des macrophages spécifiques du foie, les cellules endothéliales bordant
les sinusoides hépatiques, les cellules étoilées de I’espace de Disse et les hépatocytes [501] (Figure
31). Le foie est également riche en cytokines immunosuppressives, parmi lesquelles I’IL-10 et
certains sous-types cellulaires expriment le ligand inhibiteur PD-L1 (programmed death-ligand 1)
[88]. En conséquence, les antigenes sont présentés aux lymphocytes dans un contexte cytokinique
immunosuppresseur, ce qui induit un état de tolérance immunitaire que certains pathogénes comme

le VHC peuvent exploiter pour établir leur persistance.

Aprés infection par le virus de I’hépatite C, environ 15-20% des patients developpent une
guérison spontanée [8, 35]. Chez ces patients, les réponses immunes ont été capables de contrdler
I’infection et de permettre I’élimination du virus. En effet, parmi ces cellules immunitaires, les
lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK ont la capacité de détruire les cellules infectées pour
éradiquer le virus [503]. Des études ont clairement montré que cette élimination virale, pendant la
phase aigué de I’infection, reposait sur une réponse immunitaire Thl vigoureuse et soutenue (voir
figure 31) [504]. Cependant, cette guérison ne confére pas d’immunité protectrice [505]. Le passage
de I’infection a la chronicité survient dans environ 80% des cas et serait di a I’échec des réponses
immunes a contréler la réplication du virus et sa propagation [504]. Le contrdle de I’infection virale
résulte donc d’un équilibre entre les mécanismes immunitaires de I’h6te et les stratégies d’évasion
virale face au systeme immunitaire. En effet, la guérison spontanée résulte principalement (i) d’une
induction rapide de la réponse immune innée a travers I’induction de I’expression des genes de

I’interféron (IFN) suivie (ii) de I’induction de la réponse immune adaptative [506].
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La figure 31 représente la réponse immune innée du foie apres infection par le virus de

I’hépatite C et le réle central de I’IFN.
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Figure 31 : Infection par le VHC, réponse immune innée dans le foie et réle central de I’IFN.
Le foie est constitué de différents types cellulaires qui ont la capacité de sécréter I’IFN lorsqu’ils
sont stimulés ou infectés par le VHC. Ces cellules incluent les hépatocytes (1), les cellules
dendritiques plasmacytoides (2) et les cellules de Kupffer ou macrophages du foie (3). Ces cellules
sécretent des quantités importantes de cytokine anti-virales IFN-y, IFN-a et IFN B, conduisant a la
transcription de nombreux I1SGs. L’IFN favorise ainsi un état antiviral limitant la dispersion du
virus. L’activation de ces cellules conduit au développement de la réponse adaptive VHC spécifique
responsable de I’élimination du virus. Néanmoins, grace a ses protéines virales NS3/4a qui clivent
TRIF et CARDIF, le VHC peut échapper a la réponse immune médiée par I’IFN. D’ apres Horne, S.
et Gale, M. Nature medecine 2013
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2- L’immunité innée et le I’hépatite C

La réponse immune innée est la premiére barriére non spécifique contre le virus de I’hépatite
C. Elle intervient au cours des premieres heures de I’infection et conduit & la production de
quantités importantes d’interférons (IFNs) [506]. En effet, peu de temps aprés I’infection, le
systéme immunitaire va activer la réponse immune innée en réponse a la présence d’antigenes
viraux. Ainsi, les motifs viraux PAMPs (pathogen associated molecular pattern) seront reconnus par
les PRRs (Pattern recognition receptors) dont les principaux sont les récepteurs TLR-s (toll like
receptor), RIG-I-like et NOD-like présents sur les cellules de I’immunité innée comme les
macrophages et les cellules dendritiques [507]. Les principaux PRRs impliqués dans la détection
des acides nucléiques viraux et notamment du VHC sont : les TLR-s intracellulaires (TLR-, 3,7, 8
et 9) et RIG-1, a I’origine de la production d’IFN de type | [508, 509]. Par ailleurs, une activation de
la réponse immune innée par les protéines Core, NS3 et NS5A du VHC, via I’activation des
récepteurs TLR-1, TLR-2, TLR-4 et TLR-6 exprimés a la surface des cellules de I’'immunité innée,
a été mise en évidence [510, 511]. L’engagement de ces récepteurs conduit a I’activation des
facteurs de transcription NFKB et IRF3 qui vont favoriser la transcription des géenes codant pour
differents types d’IFN [506]. L’activation de la réponse immune va donc aboutir a I’activation de
cascades intracellulaires conduisant a la production d’IFN de type | (comprenant les IFN-o et un
IFN-B), d’IFN de type 1l (IFN-y) et d’IFN de type Il (comprenant les IFN-A1,-A2, and -A3 aussi
connu sous le nom d’IL-29, IL-28A, et IL-28B) [512, 513]. Des études ont montré que les IFN de
type | ont la capacité d’augmenter la présentation antigénique et la prolifération des cellules T
mémoires, de favoriser la maturation des cellules dendritiques, d’inhiber I’apoptose des cellules T et
de favoriser I’activation des cellules NK [514]. Les IFNs sont donc les cytokines centrales de la
réponse immune a I’infection par I’hépatite C (voir figure 31) [501].

Les différents types d’IFNs produits vont induire une réponse anti-virale périphérique et
hépatique gréce a I’activation de la transcription d’une centaine de genes qui sont spécifiques du
type d’interféron et de la cellule cible [506, 515]. Ces génes induit par les IFN sont appelés ISGs
(interferon stimulating genes). Des études récentes ont montré que les molécules PAMP dérivés du
VHC régulaient activement I’induction des ISG pendant la phase aigué via I’activation des TLR-s et
NLRs qui favorisent la production des IFNs [501, 516]. Ces cytokines sont principalement secrétées
par les cellules sentinelles de I’immunité innée que sont : les cellules dendritiques (DC), les cellules
tueuse naturelles (NK), les lymphocytes NKT et les macrophages [504]. La figure 32 montre la
chronologie de la réponse immune innée et adaptative suite a une I’infection par le virus de
I’heépatite C.

o
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Figure 32 : Réle de I'interféron et de I’'immunité adaptative dans I’infection par le VHC. Peu
de temps aprés infection, la charge virale augmente rapidement pour atteindre 10°-10 1U/ml (ligne
rouge). Au cours de la phase aigué précoce (4-8 semaines), une réponse immune innée dirigée par
les IFNs de types | et Il favorise la réduction de I’infection (ligne verte). Avec le recrutement de
lymphocytes T VHC-spécifiques pendant la phase tardive de I’infection aigué (6-24 semaines), le
transcriptome du foie est modifié vers la production de genes induit par I’IFN-y (ligne jaune). En
paralléle, on observe une élévation du taux d’ALAT (ligne bleue). En cas de guérison, la charge
virale devient indétectable (ligne rouge en pointillé), les niveaux d’IFN redeviennent bas (ligne
verte) et le taux d’ALAT redevient normal (ligne bleue en pointillé). Lorsque cette réponse immune
est inefficace, I’hepatite C devient chronique. Ainsi, on note une recrudescence de la charge virale
(ligne rouge), le taux d’ALAT reste éleve (ligne bleue), la réponse immune innée dirigée par les
IFNs de types | et Il persiste chez certains patients (ligne verte), la production hépatique des génes
induit par I’IFN-y diminue (ligne jaune) et le recrutement de lymphocytes T VHC-spécifiques
diminue. D’apres Heim, M., Journal of hepatology, 2014.

2.1- Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont les acteurs majeurs de I’immunite car elles sont indispensables
dans I’activation de la réponse adaptative. On distingue deux types de cellules dendritiques : les
cellules dendritiques myéloides ou mDC (dérivés des monocytes) et les cellules dendritiques
plasmacytoides ou pDC (dérivés de la lignée lymphoides) [517]. Ces cellules dendritiques
possederaient des rbles opposes dans I’infection par le VHC [518]. En effet, diverses études ont
montré que la stimulation des mDC conduisait au développement d’une infection chronique tandis
que la présence des pDC dans le foie infecté, seraient associée a I’élimination du VHC [501, 519,
520]. De nombreuses études montrent que grace a des interactions cellulaires avec les hépatocytes

infectés, les cellules dendritiques plasmacytoides représentent les cellules majeures de production
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des IFNs [501, 517, 521]. Cependant, au cours de I’infection par le VHC, la fréquence des pDC
dans le sang et leur capacité a produire des IFNs de type | est réduite [522]. Une des explications
pourrait étre une action indirecte du VHC dont les protéines Core et NS3 activent les monocytes via
TLR-2 pour produire du TNFa qui peut en retour inhiber la production d’IFN-a par les pDC en
induisant leur apoptose [523]. Par ailleurs, le VHC est également capable d’altérer la fonction des
mDC. En effet, les protéines virales Core, NS3, NS4 et NS5 sont capables d’affecter les fonctions
des mDC immatures et matures, en inhibant I’expression des molécules de costimulation et des
CMH, en diminuant la sécrétion d’IL-12 et en induisant I’expression de molécules cytosoliques
[524]. Cette altération des mDC peut conduire a une activation insuffisante des lymphocytes T
VHC-spécifiques et donc un retard dans la mise en place de la réponse immunitaire adaptative
[525]. En effet, des études in vitro ont montré que la protéine NS3 du VHC pouvait altérer le
sécretome des mDC en réduisant la production d’IL-12 et en augmentant la production d’IL-10
[525]. Par ailleurs, des quantités importantes d’I1L-10 ont également été retrouvees dans les sera de
patients chroniquement infectés par le VHC [526]. Cette surproduction d’IL-10 par les mDC
pourrait favoriser le recrutement de Treg. En effet, il a été demontré que les mDC des patients
infectés par le VHC peuvent induire in vitro I’expansion de Treg CD4+CD25+FOXP3+ [527].

D’autres études montrent que les lipoviroparticules du VHC peuvent se lier au TLR-4 et
altérer la présentation antigénique des mDC [528]. L’hypothése d’un dysfonctionnement dans la
capacité des mDC a présenter I’Ag est beaucoup plus controversée car certaines études décrivent
une stimulation défectueuse des lymphocytes TCD4+ pendant la phase chronique de I’infection en
comparaison aux patients non infectés [522, 529], tandis que d’autres études ne trouvent pas cette
différence ni chez I’lhomme ni chez le chimpanzé [530, 531]. Enfin, un dysfonctionnement des
mDC pourrait indirectement impacter I’activation des NK. En effet, les DC des patients
chroniquement infectés par le VHC seraient incapables d’augmenter leur expression de MICA/B
(Major histocompatibility complex class I-related chain A/B) en réponse a IFN-a ce qui réduirait
I’activation des cellules NK [532].

2.2- Les macrophages

Tout comme les cellules dendritiques, les macrophages, n’ont pas besoin d’étre infectés par le
VHC pour produire des IFNs [501]. En effet, le processus de dégradation dans les endosomes libére
I’ARN viral qui peut alors étre directement reconnu par les récepteurs TLR-s des macrophages
[501, 506]. En effet, des études ont montré que le VHC pouvait activer les macrophages via des
interactions avec des TLR-s endosomaux [533]. De plus, les macrophages surveillent régulierement

I’environnement et sont capables de reconnaitre des cellules en apoptose, elles mémes

e
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préalablement infectées ou des particules virales afin de les éliminer [506]. A contrario, d’autres
études ont montré que les macrophages pouvaient servir de réservoir de réplication au virus de
I’hépatite C (en particulier pour le génotypel) [534]. En effet, ces études montrent que I’activation
des macrophages par le VHC diminue leur activité de phagocytose au profit d’une production
continue de virions [534]. Par ailleurs, d’autres études décrivent qu’une augmentation de
macrophages hépatiques est associée a la progression de la fibrose aprées infection apres le VHC
[535].

2.3- Les cellules NK

Les études montrent que le nombre de NK (CD56%™ CD16+) est significativement diminué
dans le sang des patients infectés par le VHC et dans celui des patients cirrhotiques ou non
cirrhotiques [536, 537]. Le role des NK dans la persistance virale est mal connu mais compte tenu
de leur implication dans la phase aigie de I’infection, il est naturel de penser que toute altération de
leur fonction ou diminution de leur activité cytotoxique puisse favoriser le passage a la chronicité
[538]. En effet, des études ont montré que I’interaction directe entre la glycoprotéine d’enveloppe
E2 et la molécule CD81 exprimée par les cellules NK pouvait altérer le fonctionnement de ces
cellules tueuses [539]. Par ailleurs, il a également été démontré que I’infection chronique par le
VHC pouvait altérer le sécrétome des cellules NK et notamment leur sécrétion d’IFN-y [540]. De
plus, certaines études ont montré que la cytokine IFN-y produite par les NK possédait des propriétés
anti-fibrosantes car inhibait le développement de la fibrose hépatique [541]. En outre, d’autres
études suggerent que les interactions avec le virus, via les récepteurs inhibiteurs ou activateurs des
cellules NK seraient déterminantes pour I'immunité anti-virale et seraient impliquées dans
I’éradication du VHC. En effet, la proteine virale Core favoriserait la stabilisation de I’expression
des molécules du CMH de classe | et de HLA-E, entrainant ainsi une augmentation de I’expression
de CD94/NKG2A sur les NK [532]. Cette augmentation de CD94/NKG2A inhibe les fonctions des
cellules NK chez les patients infectés par le VHC [542]. Ce phénoméne conduit les NK a sécréter
des cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B pour inhiber la réponse immune et favoriser le
recrutement des Treg [532, 543]. Par ailleurs, via une interaction avec le TLR-4 des monocytes, la
protéine NS5A du VHC peut inhiber I’expression du récepteur NKG2D sur les cellules NK,
inhibant ainsi leur fonction in vitro [544]. Or, les NK sécretent aussi de I’I[FN de type Il afin de
favoriser I’élimination du pathogene [506]. Une production insuffisante d’IFN par les cellules NK
peut conduire a I’altération du développement des cellules Thl en faveur d’une réponse Th2,
permettant ainsi la persistance virale et la chronicité de la pathologie [539]. De plus, une diminution
du taux sérique d’IL-15 a été rapportée chez les patients VHC+ [532]. Cette diminution est

e
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susceptible d’altérer la maturation et la survie des cellules NK [536]. Enfin, I’inhibition des cellules
NK peut indirectement altérer la coopération avec les DC, diminuer la présentation antigénique,
altérer la réponse Th1l et la prolifération des TCD8+ [538]. Ainsi, les cellules de la réponse immune
innée sont essentielles dans I’évolution de la maladie car elles contribuent a I’éradication du virus
pendant la phase aigue de I’infection virale C. Par ailleurs, leur défaillance pendant I’infection aigué
retarde I’apparition de I’immunité adaptative et favorise I’évolution de I’hépatite C vers la
chronicité [504].

Cependant, bien que les cellules de I'immunité innée peuvent controler la réplication virale,
elles ne peuvent, a elles seules, conduire a I’élimination du virus [506]. Ainsi, I’efficacité de la
réponse immune nécessite le recrutement de lymphocytes spécifiques du VHC et I’activation d’une

réponse immune humorale et cellulaire (voir figure 32).

3- L’immunité adaptive dans I’hépatite C

L’immunité adaptative est un mécanisme de défense qui survient plus tardivement. Dans
I’hépatite C, cette réponse adaptative survient avec le développement des lymphocytes VHC-
spécifiques :entre la 6°™ et la 24 semaines post infection [506]. Cette réponse adaptative est
caractérisee par quatre propriétés fondamentales: la spécificité antigenique, la diversité des
antigenes reconnus, la mémoire immunitaire et la discrimination du soi et du non-soi. L’ architecture
hépatique favorise le contact entre les lymphocytes circulant et les hépatocytes [545]. Le foie est un
organe d’environ 1.5Kg qui posséde en moyenne 10° lymphocytes résidents soit environ 1 & 4% du
pool total de lymphocytes dans I’organisme [419, 546]. Ces lymphocytes sont disposes
préférentiellement dans les espaces portes mais dispersés également dans le parenchyme. La
majorité des lymphocytes T du foie expriment le TCRaf} exprimant la molécule CD3. Néanmoins,
environ 15% expriment le TCR yd' (LTyd) [411]. Prés de la moitié des lymphocytes Taf} (45%) sont
donc des lymphocytes T conventionnels (TCD4+ et TCD8+) tandis que I’autre moitié (55%) est
constituée des cellules exprimant faiblement le CD3 tels que les lymphocytes Tyd, les lymphocytes
B producteurs d’anticorps et les lymphocytes NK (NKT) qui produisent des quantités importantes
de cytokines lorsqu’elles sont activées [547]. Parmi les lymphocytes Tap conventionnels du foie,
environ 72% sont des lymphocytes cytotoxiques CD8+ (versus 38% dans le sang) [548]. Ainsi, la
réponse immune adaptative est médiée par les lymphocytes B et T conduisant respectivement au

développement de réponse immune humorale et cellulaire [411].
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3.1- Reponse immune a médiation humorale

L’infection par le VHC conduit a la production de grandes quantités d’anticorps, dirigés
contre des épitopes des protéines structurales et non structurales du virus [549]. Chez les patients,
cette production d’anticorps anti-VHC est généralement détectée durant la phase aigué [4]. En effet,
ce sont les anticorps antiNS3, anti-Core et antiNS5 qui apparaissent le plus précocement, entre 3 et
12 semaines aprés infection. Ensuite, les anticorps antiNS4 apparaissent entre la 11° et la 22°
semaine [550]. Contrairement a d'autres virus, il n'existe pas de profil sérologique caractéristique
d'une étape donnee de l'infection et qui permettrait de prédire I'évolution de la maladie. La
production de ces anticorps neutralisants est indispensable a I’élimination des particules virales
libres et & I’inhibition de leur pénétration dans les cellules permissives. En effet, de hombreuses
études effectuées chez les chimpanzes et chez I’homme ont montré la présence d’anticorps anti-
VHC dans le sérum [7]. D’ailleurs, I’isolement de I’agent pathogéne du VHC a été rendu possible
grace a la présence d’anticorps spécifiques dans les séra infectés [7]. La capacité de neutralisation
de ces anticorps a été mise en évidence par des études in vitro montrant une inhibition de la fixation
des gp d’enveloppe aux récepteurs cellulaires [551]. Par ailleurs, apres I’internalisation du virus, les
anticorps favorisent I’inhibition de la transmission virale [552]. Une des cibles principales des
anticorps neutralisants semble étre la région hypervariable 1 (HVR1) de la glycoprotéine virale E2.
En effet, I’utilisation de séra hyper-immuns obtenus aprés immunisation de lapins avec un peptide
HVR1 synthétique, montre que les anticorps sériques peuvent protéger des cultures cellulaires ou
des chimpanzes de I’infection par la souche de VHC correspondante [553, 554]. D’autres études ont
montré que ces anticorps antiHVR1 pouvaient inhiber I’attachement viral, réduire I’infection et
précipiter le VHC [555]. Des études montrent également que les séra de patients chroniquement
infecté par le VHC contiennent des anticorps capables d’inhiber la fixation des protéines
d’enveloppe virales aux récepteurs cellulaires des lignées d’hépatome humain [551]. En outre, la
réponse humorale peut également éliminer les virus intracellulaires de maniere anticorps
dépendante (ADCC: antibody-dependent cellular cytotoxicity) [556]. A l'opposé, ces anticorps anti-
VHC seraient impliqués dans les manifestations extra-hépatiques de I'hépatite chronique C telles

que la cryoglobulinémie mixte, la glomérulonéphrite ou la vascularite cutanée [557].

Bien que la réponse humorale spécifique du VHC puisse neutraliser le VHC, elle n'est pas
suffisante pour protéger I’héte d'une réinfection éventuelle et elle ne permet pas, a elle seule,
d’éviter la dissémination du virus au cours de l'infection aigué d’ou I’importance du développement

d’une réponse immune cellulaire [556].
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3.2- Reponse immune a médiation cellulaire

Les hépatocytes infectés expriment des antigénes appartenant a toutes les protéines virales
susceptibles d'étre découpées et présentées par des molécules du systeme CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité). L'expression des molécules CMH de classe I, trés faible dans le foie humain
normal, est nettement augmentée lors des hépatites C chroniques et il a été montré réecemment que
les hépatocytes infectés co-expriment des molécules d'adhésion nécessaires a l'interaction
virus/cellules T CD8+ spécifiques [558]. Par ailleurs, la fréquence des molécules CMH de classe Il
qui présentent les antigenes du VHC aux lymphocytes TCD4+ spécifiques serait tout aussi
importante [559]. Les conditions sont donc réunies pour que les hépatocytes infectés par le VHC
soient reconnus par les lymphocytes T cytotoxiques et auxiliaires. De plus, des études ont montré
que 4 a 8 semaines apres infections par le VHC, les lymphocytes T spécifiques étaient recrutés dans

le foie afin d’éliminer le virus via des mecanismes cytokines-dépendantes ou cytotoxiques [506].

a- Les lymphocytes NKT

Les cellules natural Killer (NK et NKT) représentent 40% des lymphocytes totaux dans le foie
sain, mais cette proportion passe a 90% chez les patients ayant une tumeur hépatique [560]. Ces
cellules NKT (natural killer T) ont été décrites en 1987 comme des cellules lymphocytaires
associées a la réponse immune innée [561]. lls sont responsables de la sécrétion d’importantes
quantités d’IFN de type Il et favorisent I’éradication du pathogéne [506]. Par ailleurs, ils jouent
donc un roéle important dans I’infection par le VHC. Des études ont montré une augmentation du
pourcentage des lymphocytes NKT (CD3+CD56+) dans le foie des patients chroniquement infectés
par le VHC ou cirrhotiques [562, 563]. Cette augmentation de NKT conduit a une production
importante d’IL-4, IL-13 et ostéopontin qui sont associés a une progression de la fibrogenese
hépatique [541]. Neanmoins, les cellules NKT peuvent en méme temps atténuer la fibrose du foie
en sécrétant de I’IFN-y [541]. Cependant, le pourcentage de NKT reste significativement plus élevé
dans le sang de patients méme si aucune corrélation avec les parametres biochimiques ou
histologiques n’a pu étre décrite [564, 565]. En outre, La présence des cellules « NKT CD1d-
réactifs Thl-like » productrices de I’IFN-y a été décrite au niveau du foie de patients chroniqguement

infectés par le VHC et pas dans le sang [565, 566].
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b- Les lymphocytes Tyd

Le role des Lymphocytes gamma delta (Tyd) dans I’hépatite chronique virale C est controversé.
Ces lymphocytes représentent 15% des lymphocytes résidents du foie [567]. Certaines études
décrivent une augmentation de ces cellules dans le sang et dans le foie des patients chroniquement
infectés par le VHC par rapport a des patients non infectés [568, 569]. D’autres études montrent que
la liaison de la gp E2 avec le récepteur CD81 peut favoriser I‘activation des LTyd [569]. Par
ailleurs, d’autres études ont également décrit une augmentation des LTyd corrélée a une
augmentation de I’activité necrotico-inflammatoire dans le foie [570]. Cependant, des travaux
publiés en 2002 ont décrit une diminution des LTyd dans le sang des patients VHC+ [571].
Certaines études menees sur des modeéles murins montrent que les LTyd posséderaient un role

protecteur contre les lésions tissulaires au cours des pathologies inflammatoires chroniques [572].

c- Les lymphocytes TCD8+

Dés la découverte du VHC, la présence des cellules T CD8+ cytotoxiques (CTL) dérivant de
foies de patients chroniquement infectés a été mise en évidence [573, 574]. Ces CTL reconnaissent
des antigénes peptidiques présentés a la surface des molécules de CMH de classe | conduisant a
I’activation de la réponse cytotoxique aboutissant a la secrétion de facteurs cytotoxiques tels que les
granzymes et perforines [575, 576]. De nombreuses études ont decrit une réponse lymphocytaire
cytotoxique spécifique du VHC dans le sang périphérique et dans les biopsies hépatiques de
patients atteints d'hépatite C [577, 578]. En effet, les CTL spécifiques du VHC sont abondamment
recrutés dans le foie ou ils constituent la plus grande population de cellules T infiltrant les tumeurs
[579]. Méme si des etudes ont également détecté la présence de CTL spécifiques du VHC dans la
circulation périphérique [580], cette derniére reste tres rare et ceci peut s'expliquer par le
recrutement spécifique et massif des CTL au niveau du foie, site de la réplication virale et de
I'inflammation [506, 581]. De nombreuses études ont montré que les CTL spécifiques du foie
peuvent reconnaitre les épitopes antigeniques des protéines virales Core, NS2, NS3, NS4 et NS5B,
suggeérant le caractere multi-spécifique de la réponse cytotoxique médiée par les CTL [582-584].
Ainsi, des réponses lymphocytaires cytotoxiques CD8" restreintes a I'haplotype A2 du CMH ont été
décrites contre des épitopes localisés dans la capside et les protéines NS3, NS4 et NS5 a la fois chez
des porteurs asymptomatiques et chez les patients chroniquement infectés [582]. Par ailleurs, une
réponse CTL restreinte a I'haplotype B4 du CMH et dirigée contre un épitope de la capside a
également été décrit chez ces patients chroniques [575].
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Les épitopes immuno-dominants semblent donc principalement localisés sur les protéines
virales non structurales, sur les protéines de la capside et sur les glycoprotéines d’enveloppe [579].
Cette diversité d’épitope de la réponse cytotoxique spécifique du VHC semble plus large chez les
patients infectés ayant développé une guérison spontanée pendant la phase aigué que chez ceux
développant une hépatite chronique [585, 586]. L action des CTL sur la clairance virale pourrait
résulter de la lyse des cellules infectées par apoptose et/ou par I’action de certaines cytokines
capable d’inhiber la réplication virales telles que TNFa et IFN-y [587]. En effet, des études récentes
ont clairement démontré qu'au cours de I'hépatite aigué, I’augmentation peériphérique de la
fréquence des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC et produisant de I'lFN-y était corrélée a une
faible progression de la maladie et a I'éradication du VHC [588, 589]. Par ailleurs, I’altération de la
capacité des cellules dendritiques a activer les lymphocytes T CD4+ est profondément altérée chez
les patients chroniquement infectés [590]. Or, cette altération fonctionnelle entraine une diminution
de la production d'IL-12, ce qui favoriserait une activation des cellules Th2 au détriment des Thl
sécréteurs d’IFN-y [591]. Or, la réduction de sécrétion d'IFN-y conduit & une mauvaise activation
des TCD8+ [465]. Ainsi, la persistance virale, malgré la présence d'une forte réponse lymphocytaire
T cytotoxique CD8 + spécifique, peut s'expliquer par un déficit fonctionnel de cette réponse en lien
avec une limitation de la reconnaissance antigénique du virus par les lymphocytes T auxiliaires
CD4 + [591].

d- Les Lymphocytes T CD4+

Les lymphocytes TCD4+ ou T helper occupent une place centrale dans la réponse immune a
I’infection par le virus de I’hépatite C et la diminution du titre viral coincide avec I’apparition de
cellules T spécifiques du VHC et avec la secrétion d’IFN-y dans le foie. En effet, aprés stimulation
antigenique, ces lymphocytes produisent des quantités importantes de cytokines aidant la
production des anticorps par les lymphocytes B, favorisant la phagocytose par les macrophages,
favorisant I’activité des leucocytes et favorisant I’activité cytotoxique des CTL [464, 465]. Une
réponse cellulaire TCD4 positive spécifique au VHC a été décrite dans la circulation périphérique et
dans les biopsies hépatiques des patients VHC+ [592, 593]. Il n’existe pas encore de consensus qui
définisse les épitopes immuno-dominants au sein de la polyprotéine virale mais les protéines de la
capside, les glycoprotéines d’enveloppe et les protéines NS3 et NS4 seraient les plus fréquemment
reconnues par les TCD4+ [594, 595]. Il existe une corrélation positive entre la réponse
lymphocytaire TCD4+ spécifique et la clairance virale au cours la phase aigué de l'infection [596,
597]. En effet, des études ont également montré une augmentation des cellules T effectrices
CD4+CD25+CD127""FOXP3- au cours du traitement antiviral [598]. Cependant, la réponse CD4
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n’est pas homogenes chez tous les patients [599]. Cette diversité de réactivité des lymphocytes T
CD4+ vis-a-vis des protéines virales semble déterminer par la capacité des malades a éliminer le
virus ou a évoluer vers la chronicité [597, 600]. Par ailleurs, des études menées chez le chimpanzé
ont montré que le seuil d'une réponse CD4+ reconnaissant au moins 5 régions différentes de la

polyproteine virale était indispensable a I’élimination virale compléte [601].

En outre, des études de prolifération des lymphocytes T CD4+ circulants et I'analyse de la
production périphérique de cytokines en réponse a différents épitopes du VHC ont montré des
résultats révélateurs sur le réle des lignages CD4 dans I’infection par le VHC. En effet, on note une
sécrétion importante de cytokines anti-virales et inflammatoires Th1(IL-1a, IFN-y, IL-2 et TNFa)
chez les patients qui ne développent pas d'hépatite chronique tandis qu’on a une secrétion
importante de cytokines Th2 anti-inflammatoires (IL-4, IL-5 et IL-10) chez les patients ayant une
évolution chronique [602-604]. La clairance virale est donc plus probable lorsque la réponse CD4+
est de type Thl (IFN-y et IL-2) [504, 605]. En effet, en plus de leur propriétés anti-virales, ces
cytokines pro-inflammatoires sont capables d’activer la cytolyse virale a la fois par les cellules CTL
et par les cellules NK [506].

Au stade chronique de I’infection, la réponse TCD4+ est trés importante mais n’empéche
pas la persistance du virus et favorise plutot I’évolution des lésions hépatiques [606]. En effet, des
études ont suggéré que I’interaction de la glycoprotéine d’enveloppe virale E2 avec le récepteur
CD81 des lymphocytes T favorisait le développement d’une réponse cellulaire Th2, aux dépends de
la réponse Thl [607]. Ceci peut expliquer I’inflammation hépatique et la persistance virale observée
chez les patients chroniquement infectes par le VHC. En outre, d’autres études ont montré que les
protéines virales Core, NS3, NS4 et NS5 pouvaient inhiber la fonction des lymphocytes T en
altérant les cellules dendritiques (DC) matures et immatures, conduisant au développement d’une
réponse immunitaire affaiblie [608]. De plus, chez les patients transplantés pour cause virale C, une
prolifération modérée des TCD4+ semble associée a une récidive histologique minime tandis
qu’une absence de TCD4+ est associée a une récidive sévere [609]. En conséquence, la persistance
virale peut s'expliquer, au moins en partie, par une réponse lymphocytaire T CD4 + spécifique
partiellement insuffisante, notamment en termes de diversité des épitopes antigéniques reconnus sur
la polyprotéine du VHC et associée a une sécrétion réduite de cytokines de type Thl. Mais cette
persistance pourrait aussi étre due soit aux protéines virales qui vont détourner la réponse immune
ou soit au recrutement important de lymphocytes T régulateurs qui vont inhiber la réponse immune
(voir figure 33) [610, 611]. La figure 33 présente la réponse adaptative apres infection par le virus
de I’hépatite C
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Figure 33 : Infection par le VHC et réponse immune adaptative. L’infection des hépatocytes et
des cellules dendritiques plasmacytoides conduit a la production d’IFN de types | et 11l qui créent
un environnement antiviral (1). Les macrophages résidents du foie vont dégrader les cellules
infectées via des mécanismes apoptose-dépendants et vont présenter les antigenes viraux aux
cellules de I'immunité adaptative CD4+ et CD8+ (2). La communication entre les NK et les DC va
favoriser la présentation antigénique (3). L’engagement du TCR des cellules CD4+ va conduire a la
sécrétion importantes de diverses cytokines (4) qui vont favoriser la différenciation des
lymphocytes B et la production d’anticorps (5) et I’activation de la fonction cytotoxique des
lymphocytes TCD8+ (6). Ces derniéres vont éliminer les cellules infectées en sécrétant des
cytokines anti-virales (IFN-y) et en sécrétant des molécules cytotoxiques granzymes et perforines
(6). La présence de cellules pro-inflammatoires Th17 amplifie la réponse des CTL, mais cette
réponse peut étre inhibée par la présence des lymphocytes T régulateurs (8). D’aprés Abdel-
Hakeem, M et Shoukry, N, front. Immunol. 2014.
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4- Réponse immunitaire et échappement du virus

Chez environ 80% des patients, malgré le développement des réponses immunes innées et
adaptatives, I’hépatite C aigué devient chronique [32]. Néanmoins, cette chronicité est caractérisée
par des réponses immunes cellulaires et humorales se développant a la fois au niveau intra-
hépatique et en périphérie [411]. Ainsi, pour échapper a cette réponse immune, le virus de I’hépatite
C va développer de nombreuses stratégies. En effet, certaines protéines virales (NS3/4A) peuvent
cliver et inactiver deux molécules importante pour I’induction de I’IFN (TRIF et CARDIF) [184].
Par ailleurs, la production d’ISG reste tres importante pendant la chronicité mais peut contribuer a
I’aggravation des lésions hépatiques [606]. Ainsi, la présence de I’IFN pendant la chronicité peut
également étre d’un mauvais pronostic. En effet, des études ont montré que les patients
chroniquement infectés par le VHC et qui possédent une expression constitutive d’ISG ne
répondent pas bien au traitement IFN-PEG+RBV [117, 506]. Les mécanismes qui protegent le VHC
de la réponse immune innée médiée par I’interféron ne sont pas encore bien connus mais ils
pourraient impliqués une localisation de la réplication virale dans des compartiments cellulaires non
accessibles a la molécule anti-virale IFN [506]. L’échappement du virus a la réponse immune
adaptative résulte quant a elle de I’induction de mutations du génome viral qui réduisent la
reconnaissance specifiques par les anticorps et les TCD4+. Cet échappement conduit au
développement de la chronicité, caractérisée par la présence de cellules immunitaires (B, T et NK)
incapables de tuer le virus et dont les activités favorisent la progression de la maladie hépatiques
[506]. Les mécanismes de la persistance virale sont donc ceux de I’échec des réponses immunes a
contrdler la réplication du virus et sa propagation. De nombreuses études attribuent la chronicité du
VHC a des raisons multifactorielles telles que les caractéristiques virologiques ou les
caractéristiques liees a I’h6te mais d’autres études, dont les ndtres, associent en partie cette
aggravation a la présence des lymphocytes T régulateurs (Treg) qui favorisent I’environnement

immunosuppresseur et la progression de la maladie [610, 611].
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C/LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS

1- Histoire de la découverte des cellules régulatrices

En 1969, une premiére etude a suggére la présence de mécanismes d’induction de tolérance
du soi [612]. En effet, ce travail a montré que la thymectomie néonatale réalisée trois jours apres la
naissance chez la souris donnait des anomalies ovariennes auto-immunes qui pouvaient étre
prévenues par la greffe d’un thymus d’une souris histocompatible. Au début des années 1970, une
série de publications a montré une régulation négative exercée par certains lymphocytes T et se
traduisant par une inhibition des fonctions effectrices des cellules Th [613]. Ces lymphocytes T
specifiques provenaient du thymus et avaient la capacite de supprimer les lymphocytes
conventionnels T helper ainsi que secréter des facteurs solubles important dans la régulation de la
réponse immunitaire. Les Docteurs Gershon, R. et Kondo, K. furent les tout premiers a nommer
cette population «lymphocytes T suppresseurs » [613]. Cette population a fait I’objet de
nombreuses études, mais c’est en 1985 que des premiéres études ont apporté les preuves
convaincantes de I’existence de ces cellules T suppressives, notamment dans le contexte des
pathologies auto-immunes [614]. Par ailleurs, d’autres études realisees en 1993 ont suffit a
confirmer la présence d’une population de lymphocytes TCD4+, différente des lignages Thl et Th2
et possédant la capacité d’inhiber le développement des maladies auto-immunes [615].

Au milieu des années 1990, des analyses phénotypiques et fonctionnelles ont permis de
caractériser cette population et les lymphocytes T suppresseurs ont alors été renommés
« lymphocytes T régulateurs » ou Treg par le Dr. Sakaguchi, S. et ses collaborateurs [616]. En effet,
ils ont préparé des suspensions cellulaires de lymphocytes TCD4+ déplétées en CD25, et ils les ont
injecté dans des souris BALB/c Nu/+. Ces dernieres ont développées diverses pathologies auto-
immunes (gastrite, thyroidite, polyarthrite, etc.), mais des injections progressives de cellules
CD4+CD25+ ont inhibé le développement de ces maladies auto-immunes et ce de maniere dose
dépendante. Ainsi, leurs travaux ont permis de mettre en évidence I’expression constitutive de la
chaine alpha du récepteur a I’'lL-2 (IL2RA ou CD25) sur les lymphocytes T régulateurs qui
représentent environ 10% des TCD4+ et environ 1% des TCD8+ peériphériques [616, 617]. On sait
que ces Treg s’accumulent préférentiellement dans les tumeurs et sur les sites d’inflammations
chroniques et que leur présence correle avec la progression de la pathologie [235]. Par ailleurs, une
déplétion en cellules T CD4+CD25+ conduit au développement d’une réponse immune anti-
tumorale et anti-virale plus efficace, prouvant de fait leur rle dans le controle et la détérioration de

la réponse immune [618].
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Depuis leur découverte, de nombreuses équipes ont essayé d’isoler et de caractériser
phénotypiquement et fonctionnellement cette sous population lymphocytaire mais ces travaux
rencontrent de nombreuses difficultés liées notamment a I’absence de marqueurs spécifiques et a la

complexité du mécanisme d’action des lymphocytes T régulateurs.

2- Role des lymphocytes T régulateurs dans la tolérance immunitaire

La tolérance immunitaire se définit comme la capacité du systéme immunitaire a ne pas
s’activer en présence de certains antigénes avec lesquels il a préalablement été en contact, tels que

les antigénes du soi. On distingue la tolérance centrale et la tolérance périphérique.

- La tolérance centrale se déroule lors de la différenciation des lymphocytes T et B et conduit
a la délétion clonale des lymphocytes auto-réactifs pour les antigénes du soi. En effet, lors de
la différenciation thymique, les cellules T subissent trois étapes de sélection au cours de
laquelle 99% des thymocytes sont éliminés [435] (voir chapitre sélection des lymphocytes
TCD3+).

- La tolérance périphérique repose quant a elle sur plusieurs mécanismes. Le premier
mécanisme est I’induction d’anergie qui intervient lorsque les lymphocytes T reconnaissent le
complexe peptide/CMH en I’absence de signaux de costimulation [619]. En outre, un autre
mécanisme est I’ignorance ou la segrégation antigénique en présence de certains auto-
antigénes dans des sites privilégiés tels que la cavité interne de I’ceil, le pancréas ou le cerveau
[620]. Le troisieme mécanisme peut étre la déviation cytokinique. En effet, les cellules
lymphocytaires auto-réactives peuvent devier et exprimer des cytokines de type Th2 qui
limitent I’inflammation [621]. Cette tolérance périphérique est principalement assurée par les
lymphocytes T régulateurs qui suppriment les réponses immunes aux antigenes du soi et

favorisent le maintien de I’homéostasie immunitaire [618].

3- Les différentes populations de cellules régulatrices

Toute cellule de I’immunité innée ou adaptative possedant une activité immunosuppressive
peut étre définie comme une cellule régulatrice. Les cellules régulatrices de notre organisme sont

tres diverses. Ainsi, on peut distinguer :
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3.1-  Les cellules dendritiques régulatrices

Elles sont caractérisées par une sécrétion importante des cytokines immunosuppressives IL-10
et PDL1 [622]. Le plus souvent immatures ou semi-matures, ces cellules dendritiques (myeloides
ou plasmacytoides) favorisent le développement des lymphocytes T régulateurs [623]. Ces cellules
dendritiques dites tolérogénes peuvent reconnaitre efficacement les pathogeénes et les phagocyter
mais elles sont caractérisées par une faible expression membranaire des molécules de CMH et des
molécules de costimulation, ce qui réduit fortement la présentation antigénique et I’activation des
lymphocytes T effecteurs [624, 625]. De plus, les DC tolérogénes suppriment également la réponse
immune via la production de I’enzyme IDO (indolamine 2,3-dioxygénase) responsable de la
production de facteurs toxiques pour les cellules [626]. Enfin, elles ont la capacité de convertir des
lymphocytes TCD4+FOXP3- en lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) grace a la sécrétion de
quantités importantes de TGF-p et d’IL-10, favorisant ainsi I’environnement immunosuppresseur et

la progression des tumeurs [627].

3.2-  Les lymphocytes B régulateurs ou Breg

Ils sont retrouvés majoritairement dans la circulation périphérique et dans la rate [628].
Découverts pour la premiere fois en 1974, les Breg sont d’importants sécréteurs de cytokines anti-
inflammatoires IL-10, IL35 et TGF-p [629-631]. Par ce mécanisme, les Breg favorisent le
recrutement et I’expansion des lymphocytes T régulateurs dans les tumeurs et inhibent I’activation
des lymphocytes T effecteurs, participant ainsi a I’inhibition de la réponse immune anti-tumorale
[630, 632]. Par ailleurs, ces cellules sont importantes dans la destruction des cellules auto-réactives

et dans la tolérance des greffons [633].

3.3- Les macrophages régulateurs

Généralement appelée macrophages M2, les macrophages régulateurs sont caractérisés par
une sécrétion minime d’IL-12 et une sécrétion importante d’IL-10 et de facteurs angiogéniques
[634, 635]. Ce profil cytokinique confere aux macrophages des propriétés régulatrices importantes
dans I’inhibition des processus inflammatoires. En effet, ces macrophages régulateurs inhibent la
production du TNFa, favorisent la conversion des cellules TCD4+ en iTreg et stimulent le
développement du lignage anti-inflammatoire Th2 [635, 636].
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3.4- Les lymphocytes T régulateurs

Ils sont constitués des lymphocytes TCD8+ régulateurs, des lymphocytes NKT régulateurs
et des différents sous types de lymphocytes TCD4+ régulateurs [637].

3.4.1- Les lymphocytes T CD8+ régulateurs

Bien que les Treg CD8+ aient éeté identifiés avant les autres types de Treg, ils restent encore
tres peu étudiés [638]. En effet le manque de marqueurs cellulaires spécifiques les rend difficiles a
isoler et a caractériser [637]. Par ailleurs, le fait qu’ils ne représentent qu’environ 1% des
lymphocytes de la circulation périphérique et environ 1% des thymocytes matures explique la
difficulté de leur étude [616]. Néanmoins, des études suggerent qu’ils exprimeraient les marqueurs
CD25, CD103, CTLA4 (cytotoxic T-lymphocytes-associated antigen 4), CD28, LAG3, CD27,
CD38, CD122, GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein) et HLADR méme si la plupart
de ces marqueurs sont également exprimeés sur les TCD8+ activés [639]. Ces cellules Treg CD8+
contribueraient a I’inhibition de la réponse immune dans les cancers et a la tolérance des greffons

notamment via des mécanismes contact-cellulaires dépendants [640, 641].

3.4.2- Les cellules NKT régulatrices

Genéralement appelées INKT (invariant natural Killer), les cellules NKT régulatrices
représentent une population unique de lymphocytes T régulateurs a I’interface entre la réponse
immune innée et adaptative [642]. Ces cellules sont caractérisées par une reconnaissance exclusive
des antigénes glycolipidiques présentés par la molécule CD1d présente sur les CPA [637]. Les
iINKT possedent un répertoire TCR restreint qui leur permet tout de méme d’inhiber la prolifération
et la sécrétion cytokinique des cellules TCD8+ et Thl [643]. Ces cellules sont pour la plupart soit
CD4+ soit CD4-CD8- et quelques fois CD8+ [644, 645]. Des études ont montré qu’apres
stimulation, les NKT pouvaient sécréter des quantités importantes de facteurs régulateurs tels que
IL-10, IL-13, IL-21, perforines, granzymes B et FasL [646]. Par ailleurs, ces cellules favorisent le

développement des cellules Th2 et régulent I’immunité tumorale [642].

3.4.3- Les lymphocytes TCD4+régulateurs

Un autre sous-type de T régulateurs est celui des lymphocytes TCD4+ régulateurs (Treg) qui

ont été identifiés pour la premiéres fois en situation de désordres immunologiques, tels que
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certaines pathologies auto-immunes inflammatoires [616]. En effet, la mise en évidence de ces
cellules immunosuppressive ainsi que les caractéristiques de cette population seront discuté dans le
chapitre E. Brievement, des études montrent que les cellules TCD4+ régulatrices sont tres
importantes dans le maintien de I’homéostasie immunitaire et la tolérance périphérique du soi [616]
De plus, la présence de ces cellules T régulatrices peut étre induites in vivo par des antigénes
bactériens, viraux ou parasitaires [89, 647]. Ainsi, I’activité immunosuppressive des Treg CD4+
peut favoriser la persistance du pathogéne en supprimant la réponse Thl protectrice, ce qui peut
augmenter la progression de la pathologie [648]. Les analyses phénotypiques réalisées chez la
souris ont montré que ces lymphocytes T CD4+ expriment spécifiquement les marqueurs CD25 et
FOXP3 [492]. Par ailleurs, ces Treg sont caractérisés par une expression constitutive du CD25 et
une expression concomitante d’un ensemble de marqueurs tels que CTLA4, le GITR, Hélios,
FOXP3 (forkhead box protein 3) et LAG3 (lymphocyte antivating gene 3) [649]. Néanmoins, de
nombreuses études montrent que I’expression de ces marqueurs n’est pas spécifique des Treg
humains. En effet, ces travaux montrent que I’engagement du TCR de certains lymphocytes TCD4+
conduit a I’expression des marqueurs associés aux Treg comme le CD25 [492].

Les lymphocytes T réegulateurs CD4+ participent a la tolérance immunitaire en régulant les
lymphocytes T effecteurs par des mécanismes contact-cellulaires dépendants, par la production de
facteurs cytotoxiques ou par la sécrétion de cytokines immunosuppressives [650]. Ces cellules ont
donc un réle primordial dans le maintien de I’homéostasie immunitaire. En fonction de leur origine
et de leur site de différenciation, on distingue trois populations distinctes de lymphocytes T
régulateurs : les lymphocytes T régulateurs dérivés du Thymus (tTreg : thymic-derived Treg), les
lymphocytes T régulateurs périphériques (pTreg : peripherally-derived Treg) et les lymphocytes T
régulateurs induits in vitro (iTreg: in vitro-induced Treg) [2]. Cependant, les données de la
littérature permettent de regrouper ces populations en deux familles principales : Les Treg dérives
du thymus qui sont généralement appelés lymphocytes T régulateurs « naturels » (nTreg ou Treg) et
les lymphocytes T régulateurs « induits » qui regroupent les Treg convertis en périphérie (pTreg) et
les Treg généreés in vitro (iTreg) (voir figure 34) [2, 651].

a- Les lymphocytes T régulateurs induits (iTreg)

Contrairement aux lymphocytes T régulateurs naturels qui sont directement sélectionnés
grace a la présentation d'un antigéne endogene du soi, les lymphocytes T régulateurs induits sont
géneralement retrouveés au niveau des sites d’inflammations chroniques ou ils sont responsables de

la régulation de la tolérance périphérique [619, 652, 653]. Ces lymphocytes T régulateurs induits ou
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iTreg résultent genéralement de (i) I’activation d’une cellule T mature en I’absence d’une
exposition & un antigéne, (ii) de I’activation d’une cellule T mature en présence de certaines
cytokines immunosuppressives ou (iii) de la conversion de cellules conventionnelles T CD4+CD25-
naives [654, 655]. En fonction des marqueurs membranaires exprimés et en fonction des cytokines
majoritaires produites, on distingue 4 sous populations de lymphocytes T régulateurs induits: les
lymphocytes T régulateurs de type 1 (Trl) producteurs d’IL-10 ; les lymphocytes T régulateurs Th3
producteurs de TGF- ; les lymphocytes T régulateurs iTR35 producteurs d’IL35 et les autres iTreg
FOXP3+ (voir figure 34) [656]. Les Trl et les Th3 sont spécifiques des antigenes de la tolérance
orale, de la flore bactérienne, des antigenes dérivés de pathogenes ou des auto-antigénes modifies
[657]. Ces iTreg contrblent également le développement de I’auto-immunité et aident a la tolérance
feeto-maternelle et a la tolérance des greffons [658, 659].

= |escellulesTrl:

Les cellules régulatrices de type 1 (Trl) sont induites en périphérie, principalement par une
exposition chronique aux antigénes en présence de la cytokine 1L-10 (voir figure 34) [660]. Les
Treg IL10+ ont été découverts la premiere fois dans le sang périphérique des patients sévérement
immunodéprimés et ayant développés une tolérance suite a une transplantation de cellules souches
hématopoiétiques HLA non compatibles [661]. Ces lymphocytes Treg IL-10+ ont alors été
caractérisés sur la base d’une production excessive de la cytokine immunosuppressive IL-10
détectée deés 4h apres activation avec un pic de concentration survenant vers 12-24H post-activation
[661]. Plus tard, Groux et ses collaborateurs ont montré que des lymphocytes TCD4+ humains et
murins, en présence d’IL-10 recombinante, favorisait I’émergence de clones T CD4+ qui
proliféraient peu, secrétaient peu d’IL-2, pas d’IL-4 mais produisaient d’importantes quantités
d’IL10 [662]. lls ont également montré que ces cellules étaient capables de supprimer la
prolifération des lymphocytes TCD4+ antigéne-spécifiques c’est pourquoi ils les ont appelée Trl
(lymphocytes T régulateurs induits de typel) [662]. D’autres études ont également montré
I’émergence de cellules Trl a partir de lymphocytes TCD4+CD25- sous I’action des cellules
dendritiques immatures et en présence d’IL-10 recombinante [663]. Les caractéristiques

phenotypiques et fonctionnelles de cette population seront décrites dans le chapitre D.
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= Lescellules Th3:

Les lymphocytes T helper de type 3 (Th3) sont des lymphocytes T CD4+ régulateurs, décrits
pour la premiére fois lors d’expérience in vitro de stimulation antigénique chronique par voie orale
[664, 665]. En effet, I’exposition chronique de lignées de cellules T a des antigénes oraux MBP
(myelin basic protein) a permis de générer des cellules T spécifiques, differentes du lignage Thl et
capables d’inhiber le développement de I’encéphalite auto-immune grace a une sécrétion importante
de TGF-B1 (voir figure 34) [664]. Ce sous-type de Treg est le premier a avoir été décrit in vivo et il
se retrouve majoritairement dans les muqueuses du tractus gastro-intestinal [666]. Cette population
reste la moins connue car elle n’exprime pas de marqueurs spécifiques. Néanmoins, des études
récentes suggerent que I’expression du facteur de transcription Egr-3 (Early growth response 3) et la
présence de la cytokine IL-4 sont indispensables a I’activité suppressive des Th3 car ils contrdlent
la production du TGF-B1 [667, 668]. Les Th3 peuvent également étre générées lorsque des cellules
TCD4+CD25- sont cultivées en presence d’IL-10, TGF-B, ligand de Flt-3 (foetal liver kinase), anti-
IL-12 et antiCD40L [495]. Par ailleurs, les cellules Th3 seraient caractérisées par une expression
constitutivement du TGF-B1, des taux variables de CD25, CTLA4 et FOXP3 et aucune expression
de CD45RO0 et de LAG3 (voir tableau 9) [669-671]. En outre, des études ont montré que des souris
déficientes en lymphocytes Th3 développaient spontanément des maladies auto-immunes [672].
Bien que les Th3 soient induits de maniéere antigéne-spécifique, leur action immunosuppressive
reste large car passant principalement par la sécrétion de TGF-f [613]. Les cellules Th3 inhibent
I’activité des cellules Thl et Th2 et favorisent la sécrétion d’anticorps ce qui permet de limiter les
inflammations locales [664]. Par ailleurs, ces cellules favorisent la tolérance des greffons mais

surtout sont essentielles a la tolérance orale [669].

= | escellulesiTR35 :

Les cellules iTR35 sont des lymphocytes TCD4+ régulateurs qui ont été décrits chez
I’hnomme pour la premiere fois en 2011 [673]. En effet, des études ont montreés que les Treg
humains sécrétaient des quantités importantes d’IL35 pour une activité suppressive maximale [674].
Par ailleurs, ces travaux ont montré que I’IL35 produite avait la capacité de convertir des
lymphocytes T conventionnel en iTreg sécréteurs d’IL35 qui ont alors été appelé iTr35 [673].
L’IL35 est une cytokine immunosuppressive constituée de deux sous unité : I’EBI3 (Epstein Barr
virus induced gene3) ou IL-27A et IL-12p35 ou IL-12A [673]. Les études montrent que I’activité
immunosuppressive de I’IL35 passe par [I’activation des récepteurs IL-12RB2 et gpl30
(glycoprotéine 130) qui favorisent I’expression des facteurs de transcription STAT1/4 [675]. Les
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mécanismes d’actions de ces cellules ne sont pas encore bien connus mais certaines études ont
montré que iTR35 peuvent inhiber les réponses anti-infectieuses et favoriser la propagation des
infections [676].

= Les autres Lymphocytes T réqulateurs induits :

Des lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+FOXP3+ peuvent egalement étre induits en
périphérie a partir de cellules TCD4+FOXP3- (voir figure 34) [677]. En effet, suite a une
stimulation de leur TCR et en présence de TGF-B, les lymphocytes TCD4+CD39+ naifs peuvent
exprimer les marqueurs CD25 et FOXP3 [678, 679]. Ces cellules expriment certains marqueurs des
Treg derives du thymus. Les iTreg FOXP3+ inhibent les réponses immunes via la sécrétion de
cytokines IL-10 et TGF-B ou par des mécanismes contact-cellulaires dépendants [680]. Néanmoins,
des études récentes suggerent que le marqueur Hélios pourrait étre utilisé pour différencier ces
iTreg des Treg dérivés du thymus car ces iTreg genérés in vitro n’exprimeraient pas la molécule

Hélios [679]. La figure 34 montre I’ontogenese des lymphocytes Treg naturels et Treg induits.

* = regulatory T-cells; n = naive T-cells; e = effector T-cells ”

Thymic-Derived ”

Peripheral Differentiation H

G-CSF

Figure 34: Ontogenese des lymphocytes T régulateurs naturels et des lymphocytes T
régulateurs induits. Les lymphocytes T naturels CD4+CD25+FOXP3+ (nTreg) sont directement
générés dans le thymus. Les lymphocytes T régulateurs induits (iTreg) (carré orange) peuvent étre
génerés en periphérie a partir de TCD4+ naifs pour donner des Trl IL-10+, les Th3 TGF-B+ et les
autres iTreg FOXP3+. Adapté de Peterson, R. toxicol pathol. 2012.
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b- Les lymphocytes T régulateurs naturels

Les lymphocytes T régulateurs naturels ou nTreg représentent la population de Treg la mieux
décrite. Ce sont des lymphocytes T CD4+ sélectionnées directement dans le thymus et dont le TCR
possede une affinité modérée pour les antigenes du soi [423]. Ces cellules régulatrices sont donc
spécifiques des antigénes du soi et ils représentent 5 a 10% du pool de lymphocytes TCD4+
périphériques [617, 624, 681]. Les Treg naturels (nTreg) ou Treg sont caractérisés par une
expression constitutive du CD25 et I’expression concomitante d’un ensemble de marqueurs que
sont le CTLA4, le LAGS3, le GITR, le CD44 et le FOXP3 dont le niveau d’expression corréle avec
leurs fonctions suppressives [682-684]. Ces cellules sont également caractérisées par la faible
expression ou I’absence d’expression de la chaine alpha du récepteur a I’IL-7 (CD127) [684]. Chez
la souris, I’ontogénie des Treg est extrémement précoce apres la naissance ce qui montrent bien leur
réle dans le controle de I’auto-immunité [616]. Ces Treg nécessitent de I’IL-2 pour leur
prolifération et ils suppriment la réponse immune principalement via des mécanismes contact-
cellulaires dépendants (CTLA4, LAG3, GITR, etc.) mais également via la sécrétion de nombreuses
molécules immunosuppressives (IL-10, TGF-B, IL35, granzymes, perforines, etc.) [685]. Par ces
mécanismes, les nTreg inhibent le développement de maladies inflammatoires chroniques, inhibent
le développement de maladies auto-immunes et favorisent la tolérance periphérique [685]. Les
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de cette population seront détaillées dans le
chapitre E.

Le tableau 9 représente les marqueurs principaux associés aux principales populations de

lymphocytes TCD4+ régulateurs.
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Marqueurs Treg naturels Trl Th3 iTr35

CD25 +++ +/- +/-

FOXP3 +++ +/- +/- -
GITR ++ +

CTLA4 ++ ++ +/-
Lag3 + ++ -

CD49b - e+ -

CD18 - +++ -

CD127 -/low low/- +

CD39 + +

CD73 + +/-

0X40 + ++

Blimp1l ++
GITR + +

IL-10 + +++ + -
TGF p1 + ++ +++ -
IL-4 -/low +
IFN y low +
IL-5 +/medium
Granzyme A +/- ++
Granzyme B +/- ++
IL-17 + +
IL-2 -/low -/low
IL35 + +++
PD1 + +

Tableau 9: Expression des marqueurs et cytokines spécifiques des lymphocytes TCD4+
régulateurs. Les lymphocytes T CD4+ régulateurs naturels sont caractérisés par |’expression
constitutive du CD25, et I’expression concomitante du FOXP3 et du GITR mais une sous
expression ou une absence d’expression du CD127. En fonction des marqueurs membranaires
exprimés et en fonction des cytokines produites, on distingue 4 sous populations de lymphocytes T
régulateurs induits: Trl producteurs d’IL-10, les Th3 producteurs de TGF-p, les iTR35 producteurs
d’IL35 et les autres iTreg. D’aprés Laurissa Ouaguia, 2015

Mon travail de these a plus particulierement porté sur I’étude de I’impact du VHC sur deux

sous-populations de lymphocytes TCD4+ régulateurs : les Trl et les lymphocytes T régulateurs

naturels CD4+CD25+CD127-FOXP3+ qui seront définies plus précisément dans les chapitres

suivants.
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D/ LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS INDUITS DE TYPE 1

1- Définition :

Comme leur nom I’indique, les lymphocytes T régulateurs induits ou iTreg sont des cellules
différencié en périphérie sous I’action de certaines cytokines ou en présence d’une exposition a un
antigene [686]. Ces cellules sont encore appelées lymphocytes T régulateurs extra-thymiques [687].
La sous population la plus connue et la mieux décrite est constitué des lymphocytes T régulateurs
de type 1 ou Trl [662]

2- Caractérisation phénotypique et fonctionnelle

Pendant longtemps, aucun marqueur spécifigue ne permettait de caractériser
phenotypiquement les Trl. En effet, bien que les molécules GATA-3, Erg-2 et Blimp-1 aient été
proposés comme marqueurs des Trl, aucune étude n’est parvenue a montrer sa spécificité au
lignage Trl [688]. Néanmoins, ces molécules seraient essentielles au développement des cellules
régulatrices sécretrices d’I1L-10 [689]. Des études plus récentes suggérent que les Trl murins et
humains seraient phénotypiquement caractérisés par I’expression concomitante des marqueurs CD4,
CDA49b (intégrine 02), LAG-3, CD122/132 (IL2R), GITR, CD134, PD1, CD18, CD39 et CD73
[686, 690-692]. Bien que I’expression du facteur de transcription FOXP3 soit retrouvée chez les
Trl, il ne semble pas affecter la fonction suppressive de ces cellules [693, 694]. Par contre, une
étude récente montre que d’autres facteurs de transcription tels que HIF1-a (hypoxia inducible
factor 1a) et AHR (hydrocarbon receptor) dirigeraient la différentiation des Trl [695]. En outre, les
Trl semblent exprimer différents récepteurs que sont CXCR-3 (Chemokine, CXC Motif, Receptor),
CCR-5, CCR-3, CCR-4 et CCR-8 ainsi que des molécules d’activation CD40L, CD69, CD28,
CTLA-4, CD25, IL-15Ra et HLA-DR [696-698].

Les Trl présentent un profil cytokinique caractérisé par la sécrétion importante de cytokines
immunosuppressive telles que IL-10 et TGF-B, une sécrétion modérée d’IL-5 et IL-4 mais des
quantités minimes d’IFN-y, d’IL-17 et d’1L-2 ce qui en fait un lignage bien distinct des Thl, Th2 et
Th17 [663]. Les cellules Trl seraient anergiques in vitro méme apres stimulation de leur TCR et cet
état est attribué a I’effet autocrine de I’1L-10 et a la faible production d’IL-2 [699]. La cytokine IL-
10 joue donc un réle central dans leur différenciation en coopération avec I’IFN-a produit par les

pDC [700]. En effet, I’IL-10 est indispensable a la génération de Trl par son action sur les DC
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immatures ou matures grace a I’engagement du HLA-G (human leucocytes antigen G) des Trl avec
ILT4 (immunologlobulin like transcript) des DC [700, 701]. En outre, d’autres études montrent que
les Trl libérent du granzyme B et de la perforine pour tuer les cellules de la lignée myeéloide [691].
Par ailleurs, d’autres études ont montré que la prolifération des Trl était dépendante de nombreuses
cytokines mais particulierement de I’IL-15 [702, 703]. Les cellules Trl sont abondamment recrutées
dans les sites d’inflammations ou elles inhibent les réponses anti-infectieuses et I’auto-immunité,
favorisant ainsi la tolérance périphérique [652]. De plus, les Trl inhibent les lymphocytes T naifs
auto-réactifs ayant échappé a la sélection thymique en induisant une inhibition de la production
d’IL-2 [691].

Les Treg suppriment la réponse immune principalement via des mécanismes cytokines
dépendants (IL-10 et TGF-B) [704]. Le role de I’IL-10 dans I’immunosuppression des Trl peut étre
expliqué par des mécanismes directs et indirects tels que (i) I’inhibition de I’expression des
molécules CMH de classe 1l, des molécules de co-stimulation et des molécules d’adhésion, (ii)
I’inhibition de la présentation antigénique et (iii) I’inhibition de la capacité des cellules T a produire
des cytokines et a proliférer [705]. Néanmoins, d’autres mécanismes de suppression semblent
également exister : | (induction de la lyse des CPA par production de granzymes et perforines ;
I’engagement du récepteur CD226 des Trl et ses ligands cellulaires ; la génération de I’AMP gréce
a la présence des molécules CD39 et CD73 et I’engagement des mécanismes contact-cellulaires
dépendants (CTLA4, PD1, GITR) [686, 695, 704]. La stimulation des Trl est spécifique de
I’antigéne, mais leur effet suppresseur peut affecter toutes les cellules environnantes car leur activité
est principalement dépendante de la sécrétion de cytokines. Par ces mécanismes, les Trl inhibent le
développement des réponses immunes adaptatives, inhibent le développement de maladies auto-
immunes, favorise la tolérance périphérique mais surtout favorise la tolérance aprés transplantation
[706].
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E/ LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS NATURELS CD4+CD25+CD127-FOXP3+

1- Définition

Les lymphocytes T regulateurs naturels ou Treg sont caractérisés par leur aptitude a
réguler ou supprimer la réponse immune. Ce sont des lymphocytes T CD4+ sélectionnés
directement dans le thymus dont le TCR posséde une affinité modérée pour les antigénes du soi
[423]. La signalisation cellulaire de ces cellules provient donc des interactions entre leur TCR et les
antigenes du soi présentés par les molécules de CMH de classe Il exprimées a la surface des CPA
thymiques [417]. L’origine thymique de ces cellules a été confirmée chez la souris, apres de
nombreuses observations. En effet, une thymectomie chez les souriceaux trois jours aprés leur
naissance a conduit au développement de maladies auto-immunes sévéres (MAI) [616]. Cependant,
le transfert adoptif de cellules CD4+CD25+ a permis d’inhiber le développement de MAI [616].
Ces travaux ont ainsi suggéré I’existence d’une population cellulaire CD4+CD25+ présentes dans le
thymus et capables de réguler les réponses immune inflammatoires. Plus récemment d’autres études
ont montré que le transfert adoptif des cellules CD4+CD25+ favorise la tolérance des greffons et
contréle le développement des GvD (graft versus host disease) [707]. Ainsi, les Treg naturels jouent
un réle primordial dans le maintien de la tolérance du soi et dans le contréle des maladies auto-
immunes [653, 708, 709].

Les Treg naturels peuvent proliférer in vivo mais ces cellules sont anergiques in vitro [710].
Néanmoins, diverses études montrent que la présence d’IL-2 recombinante associée a une forte
costimulation avec des anticorps monoclonaux anti-CD28 et une stimulation mitogénique par I’anti-
CD3 (court-circuitant le TCR) peut lever leur état anergique et induire leur prolifération [710].
Plusieurs études ont montré que la régulation médiée par les Treg était dépendante d’un apport
continu en auto-antigénes ou alloantigénes [711, 712]. En effet, de part la diversité de leur
répertoire TCR, les Treg naturels sont capables de reconnaitre a la fois les antigénes du soi et du
non soi [713, 714]. Ainsi, les Treg naturels jouent un réle clé dans la réponse immune. Ces Treg
sont capables de supprimer la prolifération et la production cytokinique des cellules T effectrices
CD4+ et CD8+, en inhibant notamment la transcription du gene de I’'IL-2, et en inhibant la
prolifération et la production d’anticorps par les lymphocytes B [486, 715]. Ainsi, ils participent a la
régulation de I’homéostasie lymphocytaire [707] et modulent les réponses immunitaires contre les
alloantigénes, les pathogeénes et les cancers [716]. Il n’existe pas de « réels » marqueurs spécifiques
de cette population mais ils peuvent étre caracterisés sur la base de I’expression concomitante d’un

ensemble de marqueurs phénotypiques et fonctionnels.
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2- Caractérisation phénotypique

Comme décrit plus haut, les lymphocytes T régulateurs naturels ont été découverts en 1969
puis nommés par les Dr. Gershon et Khondo: «lymphocytes T suppresseurs » [613]. Cette
population a fait I’objet de nombreuses études mais c’est en 1985 que des premieres etudes ont
apporté les preuves convaincantes de I’existence de ces cellules T suppressives, notamment dans le
contexte des pathologies auto-immunes [614]. En effet, ces études ont tenté de caractériser cette
population et leurs résultats ont montré que les lymphocytes T suppresseurs possédait le phénotype
CD4+CD5high (ou Lyt-1high) [717]. CD5 est une glycoprotéine transmembranaire de la famille
des scavenger receptor qui est fortement exprimée dans les lymphocytes T matures et ligand
potentiel de CD72. Ces études ont montré qu’une déplétion des lymphocytes TCD4+ murins en
cellules T CD4+CD5high et une réinjection de la fraction résiduelle CD4+CD5- chez la souris
conduisait au développement de pathologies auto-immunes sévéres. Mais la reconstitution du
systeme immunitaire avec les cellules T CD4+CD5high prévenait le développement de ces
pathologies [614].

D’autres études réalisées en 1993 ont suffit & confirmer la présence d’une population de
lymphocytes TCD4+, différente des lignages Thl et Th2 et possédant la capacité d’inhiber le
développement des maladies auto-immunes [615]. Ces études ont propose la molécule CD45RB
comme marqueur de cette population régulatrice. En effet, leur travaux ont montré que I’injection
de la sous-population T CD4+CD45RB"9" & des rats thymectomisés induisait le développement de
pathologies auto-immunes multi-organes et une perte de poids, alors que le transfert adoptif de la
fraction cellulaire T CD4+CD45RB"" n’était pas pathogénique. 1ls ont également montré que cette
fraction CD45RB"" était minoritaire au sein des TCD4+. Ainsi, méme minoritaire, la population T
CD4+CD45RB'" semblait capable de contréler la population effectrice T CD4+CD45RB"" [718].
De plus, en 1993, des études ont montré que le transfert de lymphocytes T CD4+CD45RB""
favorisait le développement d’une pathologie inflammatoire auto-immune de I’intestin (IBD :
Inflammatory Bowel Disease), et que I’injection de la fraction autologue T CD4+CD45RB"" ou
bien la co-injection des fractions T CD4+CD45RB"" et T CD4+CD45RB"" n’induisait pas I’IBD.
Ces études suggerent que les cellules suppressives se trouvent bien dans la population
CD4+CD45RB'" [719].

C’est en 1995 que la chaine alpha du récepteur a I’'lL-2 (IL-2Ra ou CD25) a été proposée
comme marqueur de surface des lymphocytes T régulateurs naturels par le Dr. Sakaguchi [616].
Cependant, plusieurs études montrent que I’activation des lymphocytes T conventionnels CD4+

conduit également a I’expression du marqueur CD25 [720]. Néanmoins, en fonction du niveau
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d’expression, on peut clairement distinguer les lymphocytes T conventionnels activés (qui
expriment transitoirement le CD25: CD25+), des lymphocytes T régulateurs naturels (qui
I’expriment de maniére constitutive, stable et & des niveaux trés élevés : CD25"%") [681, 720].
Ainsi, bien que 5-10% des TCD4+ peériphériques expriment le marqueur CD25, seuls les
lymphocytes CD4+CD25"%" qui ne représentent que 2 & 3% des lymphocytes TCD4+, seraient des
Treg [617, 721]. En 1998, la capacité suppressive des Treg naturels a été mise en évidence in vitro
[722]. En effet, les étude ont montré que les cellules CD4+CD25+ co-cultivées avec des cellules
CD4+CD25- en présence d’antiCD3, inhibaient la prolifération des cellules T conventionnelles
CD4+CD25- et leur capacité a produire de I'IL-2 [722]. De nos jours, le CD25 (IL-2Ra) reste
encore I’un des marqueurs de surface les plus utilisés pour caractériser les lymphocytes T
régulateurs naturels, car son expression corréle avec I’activité suppressive des Treg [723]. Ce
marqueur est d’autant plus important que de nombreuses études ont montre que la cytokine 1L-2 est
essentielle a la géneration des Treg dans le thymus, leur survie, leur expansion et leur fonctions
suppressives en périphérie [703, 724]. En effet, les souris IL-2-/- et des souris IL-2R-/- développent
des pathologies lympho-prolifératives et auto-immunes associées a un défaut de fonctionnement des
Treg [725].

En 2001, un autre marqueur essentiel généralement associé au Treg a eté decouvert : le
facteur de transcription FOXP3 (forkhead/winged-helix protein3) [726, 727]. Son induction aurait
lieu au cours de la différentiation thymique au stade simple positif ce qui favorisent la notion selon
laquelle les Treg naturels ont une origine thymique [728]. Le marqueur FOXP3 a éteé identifié
comme I’agent du gene causatif de la pathologie multi-organe auto-immune conduisant au
développement de désordres inflammatoires chez les souris mutantes [727]. En effet, la mutation du
géne codant pour le facteur de transcription FOXP3, situé sur le chromosome X, entraine chez la
souris le developpement de nombreuses pathologies auto-immunes semblables au lupus (souris
Scurfy) [729]. Chez I’homme des cas de mutations du Fopx3 ont été identifiés. Ces mutations
conduiraient au developpement d’une maladie auto-immune appelée syndrome IPEX (immune
dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-linked syndrom) [730]. Contrairement au
modele murin, les patients présentant le syndrome IPEX ont un taux de Treg naturels identique aux
donneurs sains. Cependant, les tests fonctionnels in vitro montrent que ces Treg CD4+CD25"" des

patients IPEX (FOXP3-) présentent une diminution de leur potentiel suppresseur [450].

En 2003, des études ont montré que I’expression du facteur de transcription FOXP3 était
spécifique des cellules T conventionnelles CD4+CD25+ chez la souris car la transfection des
cellules T CD4+CD25- avec le géne FOXP3 leur conféraient des propriétes régulatrices [731]. Ces
découvertes ont mis en évidence le réle crucial du FOXP3 dans le lignage Treg. En effet, de
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nombreuses études ont décrit I’expression prédominante de la protéine et de I’ARN messager de
FOXP3 dans les Treg CD4+CD25+ localisés dans le thymus et en périphérie [732, 733]. Par
ailleurs, une mutation fonctionnelle du FOXP3 chez la souris semble inhiber le développement de
lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ fonctionnels, cause du développement des maladies auto-
immunes [732]. Ainsi, le facteur de transcription FOXP3 représente un marqueur moléculaire
spécifique des Treg murins, essentiel pour leur développement et pour I’acquisition de leur activité
suppressive [734]. Par ailleurs, il serait essentiel a la tolérance du soi [735]. Néanmoins, bien que le
facteur de transcription FOXP3 soit le marqueur qui ait permis d’identifier clairement les Treg
murins, il n’est pas le marqueur < universel > des Treg chez I’Homme, en particulier depuis que
son expression a egalement été retrouvée dans les cellules CD4+CD25- activées [736]. En effet, on
peut noter une augmentation transitoire du marqueur FOXP3 sur les lymphocytes T effecteurs
activés méme si leur niveau d’expression reste inférieur a celui des Treg [736]. Par ailleurs, ces T
activés ne semblent pas développer de propriétés suppressives et la déplétion du FOXP3 dans ces
cellules n’altere ni leur phénotype, ni leur fonction [736]. De plus, le facteur de transcription
FOXP3 ne peut pas étre utilisé comme marqueur membranaire des Treg car il est intracellulaire, ce
qui complique I’étude phénotypique de ce marqueur sur des cellules vivantes. Ainsi, bien que les
Treg humains expriment le FOXP3, ce marqueur ne serait pas indispensable a leur activité
suppressive [737]. Neanmoins, le facteur de transcription FOXP3 assure le contréle et la régulation
transcriptionnelle des niveaux d’expression de nombreuses molécules dans les Treg, favorisant ainsi
les fonctions et I’homeostasie des Treg [738]. Ainsi, I'IL-2, le FOXP3, et le CD25 sont des
molécules essentielles au developpement, a la fonction et a la survie des cellules Treg car des études
ont montré qu’une mutation ou un polymorphisme dans les genes codant une de ces molécules peut

causer ou prédisposer les sujets murins et humains aux MAI [739].

En 2006, un pas important dans la discrimination des Treg a été franchi avec le travail de
diverses équipes de recherche qui ont mis en évidence le fait que les Treg CD4+CD25+FOXP3+
étaient CD127"" alors que les lymphocytes T effecteurs activés (CD25+) ou non activés (CD25-)
étaient CD127"9" [740, 741]. Le CD127 est un constituant de la chaine a du récepteur a I’'IL-7. Un
niveau d’expression faible du CD127 semble indiquer que contrairement aux autres populations de
lymphocytes T, les Treg n’ont pas besoin de la cytokine IL-7 pour proliférer et se maintenir en
périphérie [742]. En effet, la prolifération des Treg est principalement fonction de I’IL-2 d’ou les
niveaux d’expression éleve du récepteur IL-2Ra (CD25) [743]. De nombreuses études montrent que
la population de Treg TCD4+CD25+CD127low augmente avec I’age. En effet, elle serait de 6.10%
a la naissance, 7.22 % chez I’homme adulte de 20-25 ans et de 7.50% chez les plus de 60 ans [744].

En fonction de I’expression trés élevée du CD25, les Treg CD25""CD127"" représenteraient
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environ 0.6% a 7.9% des CD4+ peériphériques chez I’hnomme adulte [745]. Par ailleurs, d’autres
études montrent que dans la population T CD4+CD25+, il y a une trés forte corrélation entre
I’expression du FOXP3 et la faible expression du CD127. La surexpression du FOXP3 dans une
souris transgenique conduit au développement de populations Treg CD127low homogénes et
fonctionnelles [745]. Le CD127 serait donc un meilleur marqueur des Treg que le FOXP3 car il est
membranaire et son marquage ne nécessite pas de fixation et/ou perméabilisation cellulaire
conduisant a la mort des cellules [745]. Ainsi, en combinaison avec le CD25, les marqueurs CD4 et
CD127 peuvent servir a I’isolement de cellules Treg purifiées qui pourront ensuite étres mises en
culture [746]. Des études recentes ont montré que plus de 25% des cellules humaines CD127low/-
n’exprimaient pas le marqueur FOXP3 et inversement, 23% des cellules CD127+ exprimaient les
facteurs de transcription FOXP3+ [747]. La présence de ces cellules CD4+CD127low/-FOXP3- et
Cd4+CD127+FOXP3+ laisserait penser qu’il s’agit de lymphocytes Treg induits (iTreg) [677, 747].

Des études plus ou moins récentes suggerent que les Treg naturels expriment également les
marqueurs membranaires suivants : CTLA-4 (cytotoxic T lymphocytes associated protein 4),
CD62L (L-selectine), CD44, LAG3 (lymphocytes activating gene3) et GITR (Glucocorticoid
Induced TNFR-Related gene) [682-684, 748]. De plus, les nTreg expriment egalement les
molécules CD39, CD73, ICOS, CD103 et CD45R0 [749-751]. En effet, les Treg sont généralement
CD62"" et CD45ROM". Par ailleurs, il y aurait une accumulation préférentielle de Treg CD103+
au niveau des ganglions lymphatiques drainant de souris porteuses de tumeurs [752]. En outre,
I’expression de LAG-3 sur des cellules CD4+CD25+FOXP3+ a permis de définir une population de
cellules régulatrices secrétrices d’IL-10 et de TGF-p, qui est abondamment recrutée au site tumoral
et dans le sang de patients atteints de cancer [753]. Les Treg expriment également des récepteurs de
chimiokines tels que CCR-2, CCR-4, CCR-5, CCR-6, CCR-8, CCR-9, CCR-10, CXCR-3, CXCR-
5, CXCR-4 et CXCR-6 qui favorisent leur « homing » au niveau des sites d’inflammation ou des
tumeurs [682]. En effet, des études transcritomiques ont révelés une modification de I’expression
génique de ces récepteurs qui était proportionnelle a la réponse immune supprimée. Par ailleurs,
I’expression du facteur de transcription TBET dans les Treg est également associée a la suppression
de la réponse Th1 [754]. Tandis que I’expression des facteurs STAT3 et IRF4 serait responsable de
la suppression des réponses Th17 et Th2 respectivement [755, 756]. Par ailleurs, d’autres études
montrent que les Treg expriment les marqueurs galectine-1, galectine 9 et galectine 10 (B-
galactoside-binding protein), neuropiline 1 et TNFR2 (tumor necrosis factor receptor 2) important

pour I’activité suppressive des Treg [757-759].
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3- Caractérisation fonctionnelle

Les lymphocytes T régulateurs sont aussi caractérisés sur la base de leur capacité a inhiber la

réponse immune par des mécanismes divers tels que :

- la sécrétion de quantités importantes de cytokines immunosuppressives ;

- Pinhibition de la présentation antigénique par les cellules dendritiques et I’inactivation
cellulaire par des mécanismes contact-cellulaires dépendants ;

- les perturbations du métabolisme cellulaire par des mécanismes contact-cellulaires

dépendants ;

I’induction de la cytolyse cellulaire par la sécrétion des facteurs cytotoxiques.

3.1- Les mécanismes dépendants de la sécrétion des cytokines immunosuppressives

Les Treg se caracterisent par une sécrétion importante des cytokines immunosuppressives IL-
10, TGF-pB et IL35 [646, 760]. La figure 35 montre le mécanisme d’action des Treg par la sécrétion

de ces cytokines immunosuppressives

Membrane-
tethered TGF[} TGFB
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Figure 35 : les Treg sécretent les cytokines immunosuppressive IL-10, TGF-B et 1L35 pour
inhiber la fonction des cellules effectrices. D’aprés Vignali D.A, Nature reviews immunology,
2008.

a) L’IL-10

L’IL-10 est une cytokine immunosuppressive et anti-inflammatoire importante pour I’activité
régulatrice des Treg [761]. En effet, de plus en plus d’études ont montré que I’1L-10 pouvait réduire

le recrutement des neutrophiles et inhiber le développement de I’inflammation apres une infection

107

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

[762]. Par ailleurs, les modeles de colites intestinales et d’infections montrent que I’lL-10 est
cruciale au maintien de I’homéostasie immune et a la régulation médiée par les Treg [763]. En
outre, les anticorps monoclonaux anti-IL-10 ou anti-IL-10-R semblent diminuer I’induction de la
tolérance périphérique et favoriser le rejet de greffes dans des modeles de transplantation [764,
765]. La cytokine IL-10 est produite par de nombreux types cellulaires tels que les cellules T, les
monocytes, les macrophages et les cellules épithéliales. Elle posséde des effets pleiotropes car
régule les cellules B, T , NK, les DC et les mastocytes [766]. L’engagement le L’IL-10 sur son
récepteur IL-10R conduit a I’inhibition de la prolifération, I’inhibition de la production des
cytokines pro-inflammatoires et I’inhibition de la maturation et de la présentation antigénique [767,
768]. L’IL-10 joue également un réle pivot dans la fonction cellulaire des Treg. En effet, des études
récentes montrent que les souris 1L-10 KO développent spontanément des pathologies
inflammatoires intestinales, ressemblant a la maladie de Crohn, qui peuvent étre ddes a une fonction
régulatrice réduite des Treg presents [769]. Par ailleurs, d’autres équipes ont montré, dans un
modele de colite médié par les lymphocytes T, que I’inflammation intestinale due aux cellules T
CD4+CD25- pouvait étre guérie par transfert adoptif de cellules Treg CD4+CD25+. Dans ce
modele murin, durant la guérison de la colite, les cellules TCD4+CD25+FOXP3+ sécrétrices d’IL-
10 s’accumulaient abondamment dans le colon et dans les organes lymphoides secondaires [770].
Cependant, I’administration d’un anticorps monoclonal anti-IL-10R aux souris ayant recu un
transfert adoptif de Treg abolissait complétement cette guérison. Par ailleurs, I’analyse des
differents pools de Treg a montré que les Treg infiltrant I’intestin produisaient de I’IL-10
contrairement aux Treg spléniques, ce qui suggére que I’environnement peut influencer le profil de
sécrétion des Treg et les fonctions suppressives mises en place [770]. De plus, d’autres études
montrent que I’inhibition par siRNA de la production d’IL-10, empéche les Treg d’exercer leur
activité suppressive sur la prolifération des cellules T naives xenogeniques [771]. Cependant, cette
inhibition n’a eu aucun effet ni sur le phénotype des Treg CD4+CD25+, ni sur la sécrétion du TGF-
B, ni sur leur capacité a supprimer les cellules T allogéniques [771]. Ces découvertes ont été
confirmées chez I’homme, dans les tumeurs de CHC, ol des cellules Treg CD4+CD25""FOXP3+
productrices d’IL-10 ont été retrouvees dans le sang et favorisaient la progression de la maladie
[772].

b) Le TGF-p

La cytokine TGF-B est une protéine anti-inflammatoire et immunosuppressive qui module la
réponse immune via des effets pleiotropes. On distingue trois isoformes de TGF-B chez les
mammiferes : TGF-B1, -B2 et -B3 [773]. Mais seule I’isoforme TGF-B1 a éte clairement identifiée
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comme molécule immuno-régulatrice [774]. Le TGF-B fait partie d’une famille de polypeptides
impliqués dans le controle de la croissance, la production et le développement de la matrice
extracellulaire [774]. Une deficience de TGF-B ou de son récepteur provoque un syndrome lympho-
prolifératif similaire a ce qui est induit chez les souris FOXP3null [775]. Dans la biologie des Treg,
le TGF-B est important pour I’homéostasie ainsi que pour la régulation de nombreuses fonctions
effectrices [776]. En association avec I’IL-10, le TGF-B favorise I’émergence de nouvelles
populations régulatrices a partir des T effecteurs, responsables de la tolérance infectieuse. En effet,
des études ont montré que les Treg activés expriment le complexe LAP/TGF-B qui participerait
directement a la conversion des T conventionnels en iTreg [777]. Par ailleurs, les Treg TGF-p+
peuvent inhiber la prolifération des lymphocytes T effecteurs et favoriser leur conversion en iTreg,
en particulier dans le CHC [495, 778]. En outre, d’autres études montrent que le TGF-B induit et

maintient I’expression de FOXP3 in vivo et in vitro dans les Treg et les iTreg [779].

La protéine TGF- peut étre sécrétée ou rester accrochée a la membrane (voir figure 35) [646].
Ainsi, les Treg TGF-p+ peuvent inhiber la réponse immune de fagon spécifique via des mécanismes
contact-cellulaires dépendants (TGF-B/TGF-BR) ou de facon plus large via la sécrétion du TGF-$
[778]. Des études ont montré que I’injection de Treg isolés dans les souris TGF-B1-/- inhibaient le
développement de la colite et que I’ajout d’anticorps bloguants anti-TGF-p était incapable de
prévenir le développement de la pathologie [780]. Par ailleurs, ces travaux ont montré que les
cellules T CD4+CD45RB"" effectrices exprimant un variant dominant négatif du récepteur TGF-
BRII échappaient au contrdle des Treg in vivo, suggérant ainsi que les cellules T CD4+CDA45RBM"
effectrices sont la cible directe du TGF-B [780]. En outre, des travaux ont analysé I’impact
specifique des Treg TGF-B+ sur la fonction cytotoxique des CTL in vivo. Leurs résultats montrent
que les Treg inhibent la fonction lytique des CTL de maniére TGF-B1-dépendante mais cette
inhibition ne semblent affecter ni la prolifération, ni la production d’IFN-y par les CTL [781].
D’autres études ont montré que I’administration d’un peptide synthétique inhibiteur du TGF-B1 et
TGF-B2 abrogeait I’activité régulatrice des Treg murins et humains in vitro [782]. En effet,
I’utilisation de ce peptide semblait favoriser les réponses anti-tumorales et infectieuses et inhibait
I’activité des Treg [782]. De plus, il a été montré que les Treg TGF-B+ pouvaient inhiber la
cytotoxicite des cellules NK et diminuer le niveau d’expression du récepteur activateur NKG2D a
leur surface [783]. Par ailleurs, ils peuvent d’inhiber les réponses inflammatoires Thl et Thl7
[784]. L’importance du TGF-p dans la régulation médiée par les Treg a également été rapportée
dans un modele d’hépatite fulminante, ou les auteurs ont montré que la presence des cellules
régulatrices T CD4+CD25+FOXP3+ protégeait le foie contre le développement d’une hépatite
fulminante favorisée par les lymphocytes T pro-inflammatoires [785]. De plus, I’injection d’un
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anticorps bloguant anti-TGF-f semble conduire a une inhibition de I’activité des Treg, et semble
favoriser le développement des T effecteurs qui aggraveraient la destruction du foie [785].
L’ensemble de ces travaux a permis de montrer I’importance des TGF-f dans les mécanismes de

régulation des Treg.

c) L’IL35

L’IL35 est une cytokine immunosuppressive qui a été décrite sur les Treg pour la premiere fois
en 2007 [786]. En effet, les travaux ont montré que I’IL35 favorisait I’expansion des Treg
CD4+CD25+FOXP3+ et augmentait la secrétion de I’IL-10. Par ailleurs, leur travaux ont permis de
montrer que I’utilisation de I’IL35 pouvait permettre I’expansion in vitro des Treg capables
d’inhiber la prolifération des lymphocytes T conventionnels CD4+CD25- et de diminuer la
production d’IFN-y et d’IL-17 [786]. D’autres études confirment que la cytokine 1L35 participe aux
mécanismes de suppression des Treg en potentialisant les mécanismes contact-cellulaires
dépendants et en augmentant la sécrétion de I’IL-10 [787, 788]. Néanmoins, les Treg
CD4+CD25+FOXP3+ ne semblent pas exprimer constitutivement I’IL35 [789]. La protéine IL35
est composée d’un hétérodimére de deux sous unités EBI3 (Epstein-Barr virus-Induced gene 3) ou
chaine 3 de I’IL-27 et I’IL-12p35 (sous unité p35 de I’IL-12) encore appelée IL-12A [787]. Les
mécanismes suppresseurs de cette cytokine sont principalement indirects car ils favorisent
principalement I’expansion des Treg naturels CD4+CD25+ [790]. Des études plus récentes
suggerent que les Treg IL35+ seraient essentiels a la tolérance feeto-maternelle [791].

3.2- Les mécanismes contact-cellulaires dépendants

Les analyses in vitro ont montré que les Treg inhibaient I’activation des cellules T
effectrices par un mécanisme cellulaire contact-dépendant plutét que par des médiateurs solubles,
mais in vivo, la suppression semble passer par les deux mécanismes [722, 792]. Des études
montrent qu’en I’absence totale de CPA, les Treg activés peuvent directement interagir avec les T
effecteurs notamment via leurs molécules de surface afin de favoriser la suppression de la
prolifération des T effecteurs in vitro [793]. Cependant, in vivo, il est probable que des interactions
plus complexes entre Treg, T effecteurs et CPA puissent déterminer la réponse immune résultante.
Ainsi, par I’interaction des molécules membranaires des Treg avec les molécules de surface des
cellules cibles, les Treg peuvent perturber le métabolisme cellulaire ou inhiber la présentation
antigenique des DC [646].
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a- Perturbation du métabolisme cellulaire

Les Treg perturbent le métabolisme cellulaire principalement par déprivation du milieu
environnant en IL-2, conduisant a la mort des cellules par apoptose [646]. En effet, les Treg
expriment fortement la chaine alpha du récepteur a I’lIL-2 (CD25) sans produire de I’IL-2 ce qui les
rend dépendants de I’IL-2 environnemental produit par les autres cellules [794]. Pour leur
homéostasie et pour leur prolifération, les Treg consomment donc d’importantes quantités de la
cytokine proliférative IL-2. Pour ce faire, les Treg entrent en competition pour I’IL-2 avec les
cellules T effectrices et ce processus conduit a la mort par apoptose des cellules T effectrices [793,
795].

Les Treg possedent egalement d’importantes quantités nucléaires d’AMPc (adénosine
monophosphate cyclique) qu’ils sont capables de transférer aux cellules T conventionnelles par des
jonctions intercellulaire GAP [646, 796]. L’AMPc transmis va favoriser I’accumulation d’ICER
(Inducable cAMP Early Repressor) dans le noyau des T conventionnels, ce qui va conduire & une
diminution de production d’IL-2 et une réduction de la prolifération des lymphocytes T [797, 798].

Les Treg inhibent aussi la réponse immune via des contact-cellulaires médiés par les molécules
CD39 et CD73 deux enzymes exprimées préferentiellement a leur surface [799]. La molécule CD39
ou ENTPD1 (Ectonucleoside TriPhosphate Diphosphohydrolase-1) est une éctoenzyme qui
hydrolyse les ATP/UTP et ADP/UDP en leur nucléoside monophosphate respectifs (AMP/UMP).
Les nucléosides monophophates ainsi génerés sont rapidement dégradés en nucléosides
(adeénosine/uracile) par les nucléotidases solubles ou membranaires telles que le CD73 (Ecto-5-
prime-nucleotidase) présent sur les Treg [800]. Ainsi, association avec le CD73, le CD39 peut
convertir I’ATP/ADP/AMP en adénosine [799]. Cette adénosine peut se fixer sur son récepteur
A2AR exprimé a la surface des cellules T conventionnelles et inhiber leur activation et prolifération
in vivo et in vitro (voir figure 36) [799]. En effet, de nombreuses études ont montré que la
régulation du catabolisme extracellulaire de I’adénosine par les Treg pouvait étre responsable de la
coordination des effets immunosuppressifs spécifiques de I’adénosine que I’on retrouve quelques
fois en cas d’hypoxie [801]. L’accumulation d’adénosine dans le domaine extra- et/ou
immediatement peéri-cellulaire provoque, en effet, une réponse cellulaire immunosuppressive qui est
médiée par plusieurs récepteurs prurinérgiques de type | (a adénosine) tels que I’A2AR [802, 803].
Ainsi, les réponses adénosynergiques engendrées via le récepteur A2AR peuvent inhiber la réponse
immune et améliorer I’angiogénese, favorisant ainsi la croissance tumorale [804]. La figure 36 met

illustre la perturbation du métabolisme cellulaire par les Treg.
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Figure 36 : Les perturbations métaboliques provoquées par les Treg sur leurs cibles. Les Treg
sont capables de perturber le métabolisme des cellules cibles notamment en consommant de I’IL-2
disponible dans le milieu. Les Treg peuvent également transférer I’AMPc directement dans le
cytoplasme puis dans le noyau des cellules T, ce qui reduira la prolifération de ces derniers. Enfin,
les Treg expriment préférentiellement le CD39 et le CD73 qui convertissent I’ATP/ADP/AMP en
adénosine qui peut se fixer sur son récepteur A2AR pour inhiber la prolifération des T effecteurs.
Adapté de Vignali, nat rev immunol, 2008.

b- Inhibition de la présentation antigénique

Les cellules dendritiques sont essentielles pour développer une réponse immunitaire
efficace. En interagissant avec elles, les Treg inhibent indirectement la réponse immunitaire [646].
Cette interaction se fait via I’expression des marqueurs membranaires suivants : CTLA4, GITR,
LAGS3, la neuropiline 1 et CD95.

Le CTLA-4 est une molécule fortement exprimé par les Treg qui se lie aux molécules de
costimulation CD80/CD86 exprimées par les cellules dendritique et inhibe la présentation
antigenique [685]. Lorsqu’il est exprimé a la surface des lymphocytes T, I’activation du CTLA-4
transduit un signal négatif qui atténue la réponse cellulaire [805]. De plus, des études montrent que
I’utilisation d’anticorps antiCTLA4 (Ipilimumab) ne réduit pas le nombre de Treg mais diminue

leur activité suppressive (voir figure 37) [806].

Le GITR est une molécule également exprimee a la surface des Treg qui joue un réle non-
négligeable dans I’immunosuppression [807]. Egalement appelé CD357 ou TNFRSF18 (tumor
necrosis factor receptor super family memberl8), le GITR est un marqueur d’activation des
lymphocytes T en géneéral [807]. Des études ont montré que la culture des Treg murins en présence
d’un anticorps anti-GITR et d’IL-2 conduisait a une prolifération importante des Treg CD4+CD25+
mais pas des lymphocytes TCD4+CD25- [808]. Par ailleurs, le GITR fonctionne comme un
agoniste des molécules de costimulation (CD28) qui peut se fixer au CPA afin d’accroitre
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I’activation des Treg [809]. Cependant, la costimulation par le GITR sur des Treg ne semble pas

favoriser la sécrétion des cytokines immunosuppressives [810].

LAGS3 est une autre molécule associée a la fonction suppressive des Treg [646]. Egalement
appelée CD223, LAG3 est une molécule d’adhérence homologue du CD4 qui, comme le CD4, peut
se lier a la molécule du CMH de classe Il exprimée a la surface des CPA [646, 811]. Des études
montrent que le LAG3 est généralement exprimé a la surface des Treg aprés activation méme s’il
demeure un marqueur principal des Trl [812, 813]. Par ailleurs, son expression serait contrélée par
le facteur de transcription Erg2 (Early growth factor 2) [814]. Chez la souris, I’injection d’anticorps
bloquants anti-LAG3 semble inhiber I’activité suppressive des Treg in vivo. Par ailleurs, les
analyses in vitro montrent que les Treg isolés a partir de souris LAG3-/- présentent une activité
régulatrice diminuée in vitro [811]. Le LAG3 semble donc important pour la fonction suppressive
des Treg. En effet, par son interaction de forte affinité avec la molécule de CMH de classe Il présent
sur les CPA, le LAG3 augmente le temps d’interaction entre les Treg et les DC, diminuant ainsi la

maturation des DC et inhibant leur capacité de présentation antigénique (voir figure 37) [815].

La Neuropiline-1 (Nrp-1) est un récepteur protéique exprimé a la surface des Treg naturels
[816]. Elle fixe le VEGF (vascular endothelial growth factor), le TGF-pB et les sémaphorines de
classe 3 et prolonge I’interaction entre les Treg et les DC [817, 818]. Les interactions entre les Treg
et les DC peuvent conduire ces dernieres a produire de I’IDO, enzyme qui favorise la synthése des
kynurénines qui sont toxiques pour les lymphocytes T effecteurs (voir figure 37) [626].

La Figure 37 présente les mécanismes de suppression des Treg par contacts cellulaires.

Effector T

Inhibition of DC maturation
and function

Figure 37 : Mécanisme de suppression des Treg par contact-cellulaire. Les Treg expriment les
molécules CTLA4 et LAG3 qui fixent des molécules exprimées par les DC, inhibant la présentation
antigénique. Par ailleurs, les Treg peuvent amener les DC a produire I’IDO qui est toxique pour les
cellules T conventionnelles. Adapté de vignali, nat rev immunol, 2008.
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Une autre molécule d’interaction directe des Treg est la protéine CD95. La protéine CD95
ou FAS ou APO-1 est une protéine transmembranaire appartenant a la famille des récepteurs du
TNF (tumor necrosis factor). Des études ont montré que les Treg expriment la molécule CD95 (Fas)
qui se lie a son ligand CD95L (FasL) sur les lymphocytes T, inhibant la prolifération des
lymphocytes T effecteurs qui meurent par apoptose [819].

3.3- Les mécanismes dépendant de I’induction de la cytolyse Induction de la cytolyse

Différentes études ont permis de décrire la capacité des Treg FOXP3+ a lyser les cellules
effectrices afin de pouvoir controler le développement de la réponse immune (voir figure 38). Cette
cytotoxicite serait médiée par la production des perforines et des granzymes A et B [646]. En effet,
les Treg inhibent également la réponse immune en produisant des granzymes et des perforines pour
induire la lyse directe des cellules cibles [820]. Ainsi, des études ont montré que les Treg étaient
capables de tuer les DC se trouvant dans la tumeur et dans les ganglions drainants par la voie des
perforines/granzymes [821]. Par ces mécanismes, les Treg peuvent inhiber les cellules T effectrices,
les monocytes et les cellules dendritiques qui meurent par apoptose [646, 685, 822]. Les Treg
peuvent également produire des molécules pro-apoptotiques qui se fixent a leurs ligands respectifs
pour induire la mort des cellules effectrices par apoptose. Ces molécules sont : la galectine-1 dont
les ligands sont CD7, CD43 et CD45; la galectine 9 dont le ligand est TIM3 (T cell
immunoglobulin mucin-3) et la TRAIL (Tumor necroses factor Related Apoptosis Inducing Ligand)
dont le ligand est DR5 (Death Receptor 5) [823, 824].

La figure 38 illustre le mécanisme de suppression des Treg par induction de la lyse cellulaire.

Granzyme A or grangyme B

Perforin pore —

Apoptotic effector
T cell

Figure 38 : Mécanisme de suppression des Treg par induction de la lyse cellulaire. Les Treg
produisent des granzymes et des perforines qui vont provoquer I’apoptose des cellules T effectrices.
D’apreés vignali, nat rev immunol, 2008.
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En conclusion, I’ensemble de ces données suggere que les mécanismes de suppression des
Treg sont trés variés car ils dépendent du type cellulaire régulé, du contexte physiopathologique et
surtout de la fonction cellulaire régulée [685]. De nombreuses études ont montré que la stimulation
de I’activité suppressive des Treg requiere une stimulation antigénique spécifique du TCR par une
CPA [825]. Cependant, les mécanismes de suppressions des Treg se font de maniére a la fois
spécifique et non spécifique de I’antigene [685]. En effet, ces fonctions impliquent non seulement
des mécanismes contact-cellulaires dépendants (spécifiques) mais aussi des mécanismes
cytokiniques dépendants (non spécifiques). L’ensemble de ces mécanismes de suppression est

résumé dans la figure 39.

INHIBITORY CYTOKINES
IL-10 CYTOLYSIS
IL-35
Granzime B
TGF-B Perforin P \
OOO | Teff |
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TARGETING DCS
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cytokine deprivation cAMP i
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METABdLIC DISRUPTION

Figure 39 : Mécanismes de suppression des Treg. Les Treg inhibent la réponse immune en
ciblant les DC, en sécrétant des cytokines immunosuppressives, en induisant la cytolyse, en
perturbant le métabolisme des cellules et par compétition avec les lymphocytes T effecteurs.
D’aprés Caridade, m, frontiers in immunology, 2013.
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4- Les fonctions physiologiques et physiopathologiques des Treg

Les Treg jouent un rdle important dans I’homéostasie de I’organisme par leur capacité a inhiber
les cellules effectrices afin de maintenir une tolérance périphérique au soi. L’activité des Treg peut
donc, selon les conditions, étre physiologique ou physiopathologique. Dans des conditions
physiologiques, les Treg favorisent la tolérance fceeto-maternelle, la tolérance d’allogreffe, le
contréle des maladies auto-immunes et inhibe le développement des maladies inflammatoires
chroniques [826, 827]. Cependant, les Treg peuvent également inhiber les réponses immunes anti-

infectieuses, anti-virale et anti-tumorales, favorisant le développement de physiopathologies [828].

4.1- Treg et la tolérance feeto-maternelle

L’ immunité maternelle a besoin de s’adapter pour tolérer la greffe semi-allogénique. En
effet, du point de vue immunologique, I’embryon est considéré comme une greffe semi-allogénique
avec des alloantigenes d’origine paternelle [827]. Différents mécanismes sont ainsi mis en ceuvre
pour inhiber les agressions du systeme immunitaire maternel contre les alloantigenes du feetus. Le
premier de ces mécanismes est la barriére physique placentaire qui constitue une interface sélective
entre le feetus et la mére [829]. En effet, cette barriere possede des molécules HLA-G qui inhibent
I’activation des cellules NK. On trouve aussi les molécules de FasL exprimées par les cellules
trophoblastiques et qui induisent I’apoptose des lymphocytes T maternels allo-spécifiques [829].
Cependant, ces mécanismes de permettent pas de dépleter tous les lymphocytes allo-réactifs de la
meére [827]. Ainsi, d’autres mécanismes systémiques sont mis en jeu pour altérer la réponse immune
maternelle. Ces mécanismes font intervenir un recrutement important des lymphocytes T
régulateurs CD4+CD25+FOXP3+ qui inhibent la réponse allo-réactive Thl, bloguent I’activité
effectrice des cellules T maternelles et réduisent I’immunité contre les alloantigénes paternels [827].
En effet, des études montrent clairement que des souris thymectomisées puis reconstituée avec des
cellules T dépourvues de Treg, et accouplée avec un méale conduit a un développement altéré de la
gestation [829]. De plus, d’autres études ont également montré que les lymphocytes T convertis en
périphérie (Trl et Treg FOXP3+) pouvaient favoriser cette tolérance feeto-maternelle [659, 830,
831]. Il y a donc une forte expansion des Treg naturels et induits pendant la grossesse qui serait
associée a la tolérance du feetus [659]. Ainsi, la présence précoce d’antigenes foeto-paternels au
cours de la grossesse permettrait la génération de Treg et leur relarguage continu dans la circulation
sanguine maternelle [832]. Cependant, la diminution du nombre des Treg ou la présence d’un défaut

de leur activité conduit a I’infertilité, a des pré-éclampsies, et a des fausses couches [833].
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4.2- Treg et tolérance en transplantation d’organes

En cas d’insuffisance fonctionnelle terminale d’un organe, (cirrhose sévere), la
transplantation est la seule solution permettant de restaurer I’activité de I’organe. Cependant la
réponse cellulaire allogénique déclenchée par le systeme immunitaire du receveur contre le greffon
est responsable du rejet qui reste un obstacle majeur au succes de ce type de thérapie [834]. Ces
rejets peuvent étre aigiis (quelques jours aprés la transplantation) ou chroniques (quelques mois
apres la transplantation) [835, 836]. Les rejets sont associés a des mécanismes immunitaires trés
importants : activation des lymphocytes T, des granulocytes et des macrophages aboutissant a la
destruction de I’organe. En effet, les alloantigénes du greffon sont présentés par les CPA exprimant
les molécules du CMH aux lymphocytes T CD4+ et TCD8+. L’activation de ces derniers conduit a
la production importante de cytokines pro-inflammatoires, la production de quantités importantes
d’anticorps et le développement des activités cytotoxiques [835-837]. Lorsque ces rejets sont
partiellement maitrisés par les Treg du receveur, on parle de tolérance opérationnelle. Cette derniére
est amplifiée grace a I’ajout d’immunosuppresseurs. Sans ajout de traitements immunosuppresseurs,
I’inflammation provoquera des lésions conduisant au rejet du greffon. Les rejets sont donc
principalement médies par les réponses immunes cellulaires et humorales [837]. L’action des
immunosuppresseurs contribue a augmenter la fréquence des Treg et diminuer celle des celles T
allo-réactives [838, 839]. En effet, un nombre plus élevé de Treg a été observé dans le sang et au
sein du greffon de patients ayant tolérés leur greffe [840]. En transplantation hépatique (TH), des
études ont montré que les patients présentant un rejet aigu ont moins de Treg que les patients sans
rejet [841]. D’autres études montrent que la transplantation allogénique peut étre responsable de la
génération d’iTreg allo-réactifs, ou de I’expansion de Treg préexistants chez I’héte, favorisant ainsi
une meilleure tolérance de I’allogreffe [842].

4.3- Treg et maladies auto-immunes

L’ importance des cellules régulatrices dans le contréle du développement des maladies auto-
immunes a été décrite [843]. En effet, la déplétion des lymphocytes régulateurs TCD4+CD25+ chez
la souris conduit a un syndrome auto-immun sévere. Mais, la réinjection de ces lymphocytes permet
la guérison du modele animal [616]. Par ailleurs, une mutation du gene FOXP3 chez I’homme,
conduit a une déficience des lymphocytes T régulateurs aboutissant au développement d’une
maladie auto-immune lympho-proliférative appelée syndrome IPEX [844]. Ainsi, de hombreuses
pathologies auto-immune humaines sont associées a un défaut de Treg: Sclérose en plaque,
polyarthrite rhumatoide, lupus, diabéte de type 1, etc. [845, 846]. Les Treg seraient donc essentiels

au contréle du développement des MAI.
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4.4- Treg et allergies

Les allergies sont des maladies chroniques résultant d’une hyper-sensibilité du systéme
immunitaire. Dans certains cas, elles sont associées au développement de maladies auto-immunes
[843]. De nombreuses études montrent que les Treg jouent un rdle essentiel dans le contréle de ces
allergies. En effet, des études ont montré que les patients asthmatiques présentaient un défaut de
Treg CD4+CD25+ et une réponse excessive Th2 [847]. Par ailleurs, d’autres études ont montré que
la présence d’allergéne activait la réponse Th1l/ Th2 et réduisait I’activité des Treg [848]. Ainsi, les
Treg peuvent inhiber la réponse T spécifique des allergénes, réduisant I’hyper-sensibilité de

I’organisme [849].
4.5- Treg et immunité anti-tumorale

L’ échappement immunitaire est une caractéristique majeure du cancer. En effet, les tumeurs
ont développé divers mécanismes pour detourner la réponse immune anti-tumorale [850]. Ces
mécanismes consistent principalement au recrutement massif de lymphocytes T régulateurs via la
sécrétion de chimiokines en quantités importantes [851]. En effet, les tumeurs secretent des
chimiokines, comme le CCL-22, CXCL-12, CXCL-3 et CCL-17 qui sont capables de recruter les
Treg au sein du microenvironnement tumoral [851-853]. Mais, le r6le de ces Treg recrutés est tres
ambigu dans les cancers. En effet, dans des conditions présentant une inflammation chronique qui
peut initier la transformation maligne, les Treg inhibent le développement de I’inflammation
responsable de la tumorigenése et empéchent ainsi I’initiation des cancers [850]. Cependant, dans
les tumeurs solides, les Treg sécrétent d’importants facteurs responsables de la réduction de la
réponse immune anti-tumorale [852]. De nombreuses études chez I’hnomme ont mis en évidence une
fréquence importante des Treg dans le sang de patients atteints de cancer mais aussi dans les
ganglions drainant les masses tumorales notamment dans le CHC [854, 855]. D’autres études
révelent que Pinfiltration des Treg au sein des tumeurs solides pourrait avoir une valeur
pronostique. En effet, un taux plus important de Treg est associé a un mauvais pronostic [90, 618].
Les cellules tumorales produisent également de nombreux facteurs immunosuppresseurs tels que
I’IL-10 , le TGF-P et la cycloxygénase-2, capables de convertir les T conventionnels en iTreg
responsables de I’inhibition de la réponse immune locale [856]. Les Treg totaux vont donc, inhiber
la réponse immunitaire anti-tumorale en exercant leur fonction suppressive sur les CD4+, les
CD8+, les DC et les NK ce qui conduit principalement & une diminution de la production d’IFN-y
[857, 858].
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4.6- Treg et immunité anti-infectieuse

Tout comme dans les cancers, le réle des Treg est variable et controversé en cas d’infection.
En effet, le Treg on un rdle protecteur en cas d’infection chronique car il évite la formation des
lésions nécrotico-inflammatoires [859, 860]. Cependant, en inhibant les réponses anti-infectieuses
et anti-virales, les Treg peuvent favoriser la persistance des pathogénes et donc la progression de la
maladie [235]. Ainsi, la résultante de la fonction des Treg dépend du type de pathogénes infectieux
(bactérie, virus, parasite, ou champignon) et du type d’infection (aigué ou chronique) [861].

Les Treg ont un role protecteur en cas d’infection par certains virus comme I’HSV2 (Herpes
Simplex Virus 2) et LCMV (Lymphocytic Choriomeningitis Virus) [862]. En effet, des études ont
montré qu’en cas d’infection chronique par LMCV, la fréquence et I’activité élevée des Treg
augmentait I’activité anti-infectieuse des lymphocytes TCD8+ favorisant ainsi I’élimination du
pathogene [862]. Par ailleurs, d’autres études ont montre qu’en cas d’infection murine par HSV2, la
déplétion des Treg avant I’infection vaginale était associée (i) a une mortalité accélérée ; (ii) a un
recrutement plus tardif des cellules effectrices sur le site de I’infection et dans les ganglions
drainants ; et (iii) a une augmentation de la charge virale [863]. Dans certaines pathologies, les Treg
peuvent également avoir un role protecteur. En effet, ils protéegent le foie des lésions hépatiques
dues a la réponse immunitaire inflammatoire dirigée contre le VHC (voir chapitre suivant) [864].
Les Treg sont également protecteur dans les infection & Plasmodium sp., Toxoplasma gondii et
Candida albicans [861]. Les Treg ont donc un role positif dans le contr6le de la réponse immune
mais ce contrble peut avoir des conséquences physiopathologiques.

En effet, I’augmentation de la fréquence et de I’activité des Treg inhibent les réponses
immunes anti-infectieuses et donc peut favoriser la persistance du pathogéne [235]. Ainsi, des
études ont montré que I’infection bactérienne par Listeria Monocytogene, Mycobacterium
Tuberculosis ou par Salmonella Enterica, associée a une augmentation de la fréquence des Treg
conduisait a la progression de la pathologie [861]. Par ailleurs, certains composants pathogéniques
favorisent le recrutement des Treg en stimulant la production d’importantes quantités de
chimiokines [89]. En outre, les pathogenes peuvent également favoriser I’expansion des Treg,
conduisant a I’installation d’un environnement tolérogene qui favorise la persistance de la maladie
[235]. Dans le cas d’infection par le VHC, de nombreuses études ont egalement montré que le
recrutement intra-hépatique massif des Treg favorisait la progression de la maladie hépatique [865].

Ainsi, en cas d’infection par certains pathogenes comme le VHC, le Treg ont un role
protecteur car il évite la formation des lésions nécrotico-inflammatoires [859, 860]. Mais, en
inhibant les réponses anti-virales et anti-infectieuse, les Treg peuvent également favoriser la

persistance des pathogenes et donc la progression de la maladie [235].
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F/ ROLE DES TREG DANS L’INFECTION PAR LE VIRUS DE L’HEPATITE C

1- Fréquence des Treg dans I’évolution de I’hépatite C

Chez environ 80% des patients, malgré le développement des réponses immunes innées et
adaptatives, I’hépatite C aigué devient chronique [32]. Cette chronicité est caractérisée par des
réponses immunes cellulaires et humorales se déeveloppant a la fois au niveau intra-hépatique et en
périphérie [411]. Les mécanismes de la persistance virale sont donc ceux de I’échec des réponses
immunes a contrbler la réplication du virus et sa propagation. En effet, pour échapper a cette
réponse immune, le virus de I’hépatite C va développer de nombreuses stratégies. De nombreuses
études attribuent des raisons multifactorielles a la chronicité du VHC a telles que les
caractéristiques virologiques (vitesse de réplication, mutation adaptatives), mais d’autres études
dont les nétres explique cette aggravation, en partie, par la présence des lymphocytes T régulateurs
(Treg) qui favorisent I’environnement immunosuppresseur et la progression de la maladie [610,
611].

Les lymphocytes T régulateurs jouent un role important dans la pathogenese de I’infection
chronique par le VHC. Ce role a été suggéré pour la premiére fois lorsque des études ont décrit une
fréquence importante des Treg dans le foie et dans le sang de patients chroniquement infectés
comparés aux sujets sains ou aux patients qui guérissait spontanément [866, 867]. Par la suite, de
nombreuses autres études ont confirmés cette hypothése en décrivant une augmentation des Treg
FOXP3+ chez les patients VHC+ [868, 869]. En effet, Les lymphocytes T CD4+CD25+
représentent environ 13,5% des cellules T CD4+ périphériques dans la circulation sanguine des
patients chroniguement infectes par le VHC, ce qui est tres élevé par rapport au niveau de Treg chez
les sujets sains: 5,3% (+/-0,8) [868]. Cependant, les niveaux d’expression de FOXP3 et la
suppression médiée par les Treg au cours de la phase aigué de I’infection, ne sont pas différents
entre les patients qui éliminent spontanément le virus de ceux qui développent une chronicité,
suggérant ainsi que I’expansion et I’induction des Treg surviennent au cours de la phase aigué de
I’infection [868].

2- Role protecteur des Treg dans I’hépatite C

Certaines études montrent que les Treg peuvent jouer un role protecteur dans I’hépatite C. En
effet, la prolifération des lymphocytes T CD4+ spécifiques du virus est plus importante dans les

PBMC de patients présentant des niveaux ALAT élevées en comparaison aux patients avec des
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ALAT normaux [870]. Car, un taux tres éleve de transaminases est genéralement associe a la
sévérité de la pathologie hépatique, caractérisé par le développement de lésions hépatiques [39]. Par
ailleurs, des études ont montré que les cellules CD4+CD25+ des patients supprimaient plus
efficacement I’activité des cellules T CD4+, suggérant ainsi que les Treg pourraient jouer un réle
favorable en contrélant la réponse inflammatoire chronique et en inhibant les lésions hépatiques
chez les porteurs chroniques du VHC [870, 871]. D’autres études ont montré que la fréquence
élevée des Treg pouvait étre associés & une augmentation de la réponse IFN-y-spécifique dirigée
contre la protéine virale NS3 du VHC, correspondant ainsi a la clairance virale C [872]. Par
ailleurs, d’autres travaux ont montré que la présence des Treg infiltrant les tumeurs était associée a
des niveaux élevés de lymphocytes T effecteurs dans la circulation périphérique [865]. Ainsi, les
Treg infiltrant le foie infecté serait responsables de la limitation des dommages hépatiques tout en

facilitant une réponse immune anti-virale plus efficace.

3- Contribution des Treg dans la pathogénese de I’hépatite C

Notre équipe a décrit une augmentation intra-hépatique et périphérique significative des
marqueurs des cellules T régulatrices CD4+CD25+ et Trl chez les patients présentant une cirrhose
virale C ou un CHC par rapport aux patients sans lésions hépatiques [610]. Par ailleurs, ces travaux
ont montré que le recrutement intra-hépatique de cellules T régulatrices était spécifique de
I’infection par le VHC, car cette augmentation de Treg n’a pas été retrouvée dans les biopsies
hépatiques de patients présentant un CHC alcoolique [90]. Par ailleurs, des études plus récentes ont
confirmé le réle de I’environnement dans le développement et la fonction des Treg. En effet, ces
études ont montré que les foies cirrhotiques de patients VHC+ sont modéerément infiltres par les
Treg alors que les foies de patients VHC+ présentant un CHC sont tres infiltrés par les Treg [873].
Par contre, les foies patients non-cirrhotiques semblent posséder d’infimes quantités de Treg
exprimant peu d’OX40 mais qui produisent plus d’IFN-y [873]. Cette derniere eétude suggere que la
difference d’infiltration semble contrélée par I’expression d’OX40 par les Treg et de son ligand. Par
ailleurs, I’ensemble de ces études suggere que I’infiltration des Treg pourrait favoriser I’évolution
vers la chronicité de I’infection VHC, mais aussi limiter les dégats tissulaires médiés par la réponse
immunitaire [873]. D’autres travaux montrent que le VHC peut lui-méme favoriser la production
des Treg. En effet, ces études montrent que les hépatocytes infectés secrétent des quantités
importantes de TGF-B qui stimulent I’émergence de lymphocytes T régulateurs [874]. Par ailleurs,
d’autres études ont évalué I’importance des interactions entre le VHC et les cellules hépatiques sur
le développement des Treg qui favoriserait I’évolution vers la chronicité. En effet, les hépatocytes
infectés par le VHC et mis en co-culture avec des cellules CD4+, semblent induire le
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développement des Treg exprimant Gal-9 et le TGF-B. La Gal-9 en se liant a TIM-3, exprimé sur
les cellules CD4+, favorise le développement des Treg et inhibe les cellules Thl [875, 876]. En
outre, d’autres études ont montré que les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+ isolés du sang de
patient VHC+, pouvaient supprimer les réponses TCD8+ spécifiques du VHC alors que la déplétion
de la population cellulaire CD25+ ameliorait la prolifération des cellules TCD8+ et TCD4+
spécifiques [866, 867]. Néanmoins, aucune étude ne permet d’affirmer si I’augmentation de la
fréquence des Treg représente une réponse antigéne-spécifique au VHC ou si cette augmentation est

une conséquence de I’inflammation chronique et/ou de la maladie hépatique.
4- Role des Treg dans la persistance du VHC

Les Treg pourraient également étre directement responsable de la persistance du virus. En effet
diverses études ont montré que les Treg pouvaient reconnaitre des épitopes spécifiques du VHC
identifiés sur la région structurale (Core, F/ARFP) et sur la région non structurale (NS3, NS4 et
NS5b) [872, 877, 878]. De plus, en 2008, des travaux ont permis de mettre en évidence, pour la
premiére fois, grace a I'utilisation d’un tétramére peptidique conjugué a un fluorochrome, une
reconnaissance spécifique de I’antigéne du VHC par les Treg FOXP3+ isolés des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) de patients chroniquement infectés [879]. Par ailleurs,
d’autres études ont montré qu’une stimulation avec des épitopes du VHC favorisait I’augmentation
de la population de lymphocytes T régulateurs naturels CD4+CD25""FOXP3+ spécifiques [868,
879, 880]. En outre, des études ont montré une augmentation de Treg sécréteurs d’IL-10 et de TGF-
B et spécifiques du VHC apres stimulation antigenique par la protéine Core du VHC [647, 878, 881,
882]. Ces études suggérent que certains epitopes immuno-dominants du VHC peuvent induire des
iTreg CD4+FOXP3+ capables de supprimer les T effecteurs [877]. De plus, d’autres études ont
montré que I’augmentation de la population de Treg chez les patients chroniquement infectés
résulte a la fois d’une augmentation des nTreg et des iTreg. Or, on sait que en situation
physiologique, les Treg CD4+CD25+ suppriment I’auto-immunité via leur reconnaissance des
antigenes du soi [423]. Ainsi, le fait que les Treg puissent reconnaitre des épitopes du VHC suggere
que le génome du VHC code pour des peptides antigéniques semblables aux antigénes du soi [883].
Néanmoins, bien que ces « auto-antigenes » du VHC puissent étre reconnus par les Treg circulants
dans le sang de patient infectés, des etudes montrent que ces antigénes sont incapables de stimuler
les Treg de donneurs sains [880]. Ceci suggére donc une expansion des Treg spécifiques du VHC
qui n’aurait lieu que lors du développement de I’infection chronique [878]. Par ailleurs, de
nombreuses études montrent que les Treg et les T effecteurs agissent par compétition pour la
reconnaissance des antigenes du VHC et ce phénomene peut favoriser la progression de la maladie
[879, 882, 884].
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Le foie est un environnement tolérogénique dans lequel les interactions entre les DC et les
Treg, en cas d’infection virale, peut favoriser le développement de la chronicité. En effet, le VHC
peut activer directement les Treg (épitopes spécifiques) ou indirectement a travers son action sur les
autres cellules de I’immunité [608]. Ainsi, des études ont montré que les protéines virales (Core,
NS3, NS4 et NS5) pouvaient aussi inhiber la présentation antigénique des cellules dendritiques et
inhiber la réponse anti-virale [608]. Par ailleurs, d’autres études ont montre que les cellules
dendritiques isolées du foie étaient principalement constituées de cellules dendritiques immatures
exprimant faiblement les molécules de costimulation CD40, CD80, CD83 et CD86 [885]. Les
cellules dendritiques hépatiques ont donc un profil «tolérogene » et elles sécrétent des quantités
minimes d’IL-1B ou de TNF-a mais des quantités importantes d’IL-10 qui peuvent favoriser la
génération des iTreg CD4+CD25+FOXP3+ [886]. En effet, des études ont montré que les co-
cultures des DC hépatiques de patients infectés en présence des lymphocytes T allogéniques
conduisait a la genération des iTreg [527]. Par ailleurs, certaines protéines virales (E1 et E2)
peuvent étre reconnues par les lectines de type C exprimées a la surface des DC, inhiber la
présentation antigénique et favoriser la production de facteurs tolérogénes, conduisant également au
développement des Treg [887, 888].

Le role spécifique des Treg dans la persistance virale n’est pas encore bien décrit mais de
nombreuses études ont clairement démontré une corrélation positive entre la fréquence élevée des
Treg et la progression de la maladie [90, 889]. En effet, des études longitudinales ont montré que les
Treg isolés de patients chroniquement infectés possédaient une activité suppressive plus importante
que les Treg isolés de patients spontanément gueris [868]. Ceci suggére donc que la fréquence
élevée de Treg supprime les lymphocytes T effecteurs et favorise le développement de la chronicité
[868]. Par ailleurs, d’autres études ont montré que la transfection des lignées T (Jurkat) avec le
VHC augmentait I’expression du CTLA4 et du FOXP3, rendant ces cellules immunosuppressives
pour la réponse TCD4+ et TCD8+ [890]. Le VHC pourrait aussi étre directement responsable du
recrutement des Treg sur le site de I’infection. En effet, des études ont montré que les foies de
patients chroniquement infectés produisaient des quantités importantes de chimiokines telles que
CCL-17 et CCL-22 responsables du recrutement des Treg [89].

Ainsi, la présence des cellules T régulatrices (nTreg et Trl) dans le foie des patients
chroniquement infectes par le VHC et I’augmentation de leur fréquence (intra-hépatique
périphérique) durant la fibrose, la cirrhose et dans le microenvironnement tumoral, suggere le réle
important des Treg dans la progression de I’hépatite C [864]. Cependant, a ce jour, I’impact direct
du virus de I’hépatite C sur le phénotype et la fonction suppressive des Treg humains n’a pas encore
été élucidé.
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE ET OBJECTIFS DE LA THESE

L’infection par le VHC est caractérisée par un risque élevé de chronicité pouvant évoluer vers
la cirrhose et le développement d’un carcinome hépatocellulaire. A ce stade irréversible, le seul
traitement efficace reste la transplantation d’un foie sain. Malheureusement, les patients
transplantés pour cause de cirrhose C sont exposés a un risque tres eleve et accéléré de reinfection
du greffon par le VHC. L’hépatite C est donc une maladie virale mais aussi une maladie hépatique.
A ce jour, il n’existe pas de vaccin et les nouveaux traitements antiviraux, bien qu’extrémement
efficaces sur la charge virale, ne présentent que des effets limités sur la progression de la malade
hépatique. La chronicité de I’infection par le VHC est liée a des raisons multifactorielles, telles que
le génotype du virus, les caractéristiques de 1I’hdte ou I’altération des défenses immunitaires. En
effet, de nombreuses études, dont les nétres, ont impliquées les lymphocytes T régulateurs qu’ils
soient naturels (nTreg ou Treg) ou induits (Trl, TH3) dans la progression de la pathologie hépatique

En 2004, deux premiéres études ont pu mettre en évidence I’implication des Treg dans la
chronicité de l'infection virale C lorsqu’ils ont décrit une fréquence importante des Treg dans le foie
et dans le sang de patients chroniquement infectés comparés aux sujets sains ou aux patients qui
guerissait spontanément [866, 867]. Par ailleurs, il a été montré au sein du laboratoire que les Treg
naturels CD4+CD25+CD127- et les Treg induits de type 1 (Trl) CD4+CD18+CD49b+ étaient
impliqués a la fois dans la progression de la pathologie vers le CHC aprés la primo- infection [611],
mais également dans la récidive virale C du greffon aprés une transplantation hépatique [90].
L’histoire naturelle du VHC semble donc étroitement liée aux Treg qui peuvent potentiellement
représenter un facteur prédictif d’aggravation des dommages au foie. On sait que les nTreg et les
Trl sont susceptibles d'aggraver I'hépatite C en supprimant la réponse Thl anti-virale. Cependant,
ces cellules régulatrices pourraient également jouer un réle défavorable en interagissant directement
avec le virus. Néanmoins, I’impact spécifique du VHC sur ces 2 populations régulatrices n’a pas
encore éte élucidé a ce jour.

Dans ce contexte, I’objectif majeur de ma these a donc consisté a valider I’hypothése, selon
laquelle le VHC pourrait directement dialoguer avec les lymphocytes T régulateurs naturels
(CD4+CD25+CD127-), afin d’aggraver I’environnement immunosuppressif et ainsi contribuer a
I’échappement du virus a la réponse immune. Afin de répondre a cette hypothese, mon premier
objectif a été d’évaluer si les nTreg possedaient les récepteurs d'entréee du VHC et s’ils pouvaient
internaliser le virus. Le deuxiéme objectif a consisté a évaluer I’impact du VHC sur le phénotype,
I’état d’anergie et la fonction suppressive des nTreg. Quant au 3eme objectif, il visait & analyser le

recrutement des Treg par des cellules hépatiques primaires infectées par le VHC. Et enfin, dans un
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deuxiéme temps, j’ai souhaité analyser le réle de l'infection virale C sur I’émergence de nouveaux
lymphocytes T régulateurs induits, dans le but de potentialiser I'environnement immunosuppresseur
et donc de favoriser la progression de la pathologie.

Par ailleurs, méme si le principal enjeu de ma théese a été d’évaluer I’impact direct du VHC
sur les lymphocytes T régulateurs humain, une partie annexe de mes travaux visait également a
mettre en évidence le recrutement intra-hépatique des cellules Trl dans les biopsies d’un patient
chroniquement infecté par le VHC et ayant évolué sur 18 ans de la chronicité vers le carcinome

hépatocellulaire.
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RESULTATS

Chers membres du Jury, Chers lecteurs,

Ce chapitre résultat a été divisé en trois grandes parties qui sont présentées sous forme
d’articles scientifiques. Les articles 1, 2 et représentent les principaux travaux ce ma thése. Ainsi

vous pourrez distinguer :

Article 1 : Surexpression des marqueurs spécifiques des lymphocytes T régulateurs induits de
type 1 (Trl) chez un patient ayant développé un carcinome hépatocellulaire consécutif a une
cirrhose virale C. Laurissa Ouaguia, Olivier Morales, Dhafer Mrizak, Khaldoun Ghazal,
Emmanuel Boleslawski, Claude Auriault, Véronique Pancré, Yvan de Launoit, Filoména Conti et
Nadira Delhem, ISRN Hepatology Volume 2013 (2013), Article ID 928485, 7 pages.

Article 2 : Le virus de I’hépatite C (VHC) contribue a I’aggravation de I’environnement
immunosuppresseur en augmentant le phénotype et I’activité suppressive des lymphocytes T
régulateurs naturels humains (nTreg ou Treg) et en favorisant leur recrutement vers le foie.

Laurissa Ouaguia, Olivier Moralés, Lynda Aoudjehane, Czeslaw Wychowski, Arnaud Carpentier,

Jean Dubuisson, Yvan de Launoit, Yvon Calmus, Filomena Conti, Nadira Delhem. En soumission

Article 3 : L’inoculation des cellules T conventionnels avec le VHC favorise I’émergence
des lymphocytes T régulateurs induits. Laurissa Ouaguia, Olivier Morales, Czeslaw Wychowski,
Samah Sfaxi, Manon Devreese, Jean Dubuisson, Yvon Calmus, Filomena Conti, Nadira Delhem.
En préparation

Les autres articles et revues relatant les principaux travaux auxquels j’ai contribué au cours de

ma thése seront présentés en annexes.
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ARTICLE 1

Etude de Cas : Surexpression des marqueurs spécifiques des lymphocytes T régulateurs
induits de type 1 (Trl) chez un patient porteur d’un carcinome hépatocellulaire (CHC)

consécutif a une cirrhose virale C.

A Case Report: Overexpression of Regulatory T-Cells Type 1 (Trl) Specific Markers in a Patient

with HCV-Induced Hepatocellular Carcinoma

ISRN Hepatology Volume 2013 (2013), Article ID 928485, 7 pages

Laurissa Ouaguia, Olivier Moralés, Dhafer Mrizak, Khaldoun Ghazal, Emmanuel Boleslawski,

Claude Auriault, Véronique Pancré, Yvan de Launoit, Filoména Conti et Nadira Delhem.

Mots clés : Trl, CD18, CD49b, IL-10 et TFG-B1
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Résumé : Le virus de I’hépatite C (VHC) est un agent causal important dans le
développement des pathologies hépatiques. De nombreuses études ont mis en évidence I’importance
des réponses vigoureuses et multi spécifiques médiées par les lymphocytes TCD4+ et TCD8+ dans
la résolution de I’infection aigué par le VHC. Méme si, le développement de la chronicité a été
associes a la présence des cellules anti-inflammatoires de type Th2, les autres facteurs associés a la
progression de I’infection virale C restent encore mal compris. En effet, cette progression peut
également étre due a I’installation d’un micro-environnement immunosuppresseur qui inhibe les
réponses anti-virales T spécifiques. Ainsi, la présence des cellules immunosuppressives Trl,
sécretrices d’IL-10, pourrait expliquer I’inhibition de la réponse immunitaire. Des études
préliminaires, réalisées dans I’équipe, ont mis en évidence une augmentation de la fréquence des
Trl dans les biopsies de trois cohortes indépendantes de patients VHC+ ayant développés différents
stades de I’hepatite C jusqu’au carcinome hépatocellulaire. Ces résultats suggéraient que les Trl
étaient associés a la pathogeneése virale. Dans cette étude de cas, nous suggérons que I’existence des
mécanismes immunosuppresseurs, controlés par les Treg en général et par les Trl en particulier,
pourrait expliquer I’échappement a la réponse immune au cours de I’infection virale C et ainsi,

favoriser la progression de la maladie vers la fibrose et vers le carcinome hépatocellulaire (CHC).

Matériels et Méthodes : Trois biopsies hépatiques ont été récupérées sur un patient
chroniquement infecté par le VHC, de génotype 1b, pour une étude rétrospective longitudinale. La
premiére biopsie a été effectuée en 1980, pendant la phase chronique de I’infection sur un foie ne
présentant aucune lésion hépatique. La seconde biopsie, prélevée en mars 1990, a montré une
évolution de la maladie et la présence de nodules cirrhotiques au foie. Enfin, la troisieme biopsie,
réalisée en 1998, a montré une maladie hépatique trés avancée avec un foie présentant un carcinome
hépatocellulaire. Ces trois biopsies ont eté utilisées pour analyser I’évolution de la frequence des
Trl au cours de la progression de la maladie. Cette étude transcriptomique a permis d’analyser les
réponses T intra-hépatiques en terme de cytokines, de récepteurs aux cytokines et de molécules
d’adhésion chez un patient développant une hépatite C persistante bien que sous traitement a base
d’interferon alpha et de Ribavirine (INF-a/RBV).

Des biopsies d’environ 1cm de longueur et 1.6 mm de diameétre ont été faites (procédure
standard Menghini). Ces biopsies ont été effectuées dans le cadre du suivi médical du patient sur
une période de 18 ans allant de I’infection chronique jusqu’au CHC. Sur la base du score nécrotico-
inflammatoires (NI) et sur la base des scores histologiques de fibrose, ces biopsies ont été reparties
en 3 catégories : une biopsie avec une hépatite chronique minime sans Iésions histologiques du foie
(B1), une biopsie avec un grade avancé de fibrose, des lésions hépatiques et la présence d’une
cirrhose du foie (B2). Et enfin une biopsie présentant un carcinome hépatocellulaire (B3). La
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présence ou I’absence de ces modifications histologiques a été confirmée par des
anatomopathologistes. Les biopsies récupérées ont été congelées et conservées pour des études
ultérieures d’extraction d’ARN. L’extraction des ARN totaux des biopsies congelées a été effectuée
en utilisant la technique du TRizol. Chaque biopsie a été lysés dans le TRizol puis la solution a été
déprotéinée par une extraction au chloroforme. Ensuite, les ARN totaux ont été immuno-précipités
par ajout d’isopropanol avant d’étre lavés puis traités a la DNAse. Ces ADN complémentaires ont
ensuite été synthétisés a partir d’une concentration de 100ng/uL des ARN et la quantification des
transcrits a éte effectuée par RT-Q-PCR sur 21 génes d’intérét normalisés par 2 genes de menages
(G3PDH et B-actine). L’amplification des ADNCc a été répetée 3 fois a partir des ARN totaux du
méme échantillon. Aprés chaque RT-Q-PCR, la présence des amplicons et la spécificité des primers
a été indépendamment évaluée par électrophorése sur gel d’agarose 1.5% TBE.

Résultats et Discussion: Dans un premier temps, nous avons analysé I’expression
quantitative des marqueurs des différentes populations immunitaires du foie par RT-Q-PCR
(figurel), résultats que nous avons ensuite validés par électrophorese sur gel d’agarose (figure 2).
Nous avons observé une augmentation de I’expression du marqueur CD19 dans les biopsies
cirrhotiques (B2) et dans les biopsies CHC (B3) comparés aux échantillons B1. Ces résultats sont
parfaitement en corrélation avec les données de la littérature qui montrent une activation des
lymphocytes B en cas d’infection chronique par le VHC. Nos résultats montrent également une
surexpression génique du CD8B mais pas celle du CD8a dans les échantillons B2 et B3. Ces
résultats ont également conformes avec la littérature qui fait mention d’une augmentation de
I’infiltrat CD8p dans le foie des patients VHC+. Par ailleurs, I’observation majeure que nous avons
effectuée est une augmentation significative et progressive de I’expression du CD4 avec
I’aggravation de la maladie. Néanmoins, nous n’avons observe aucune modification de I’expression
de I’IFN-y, ni celle de I’IL-2, ni méme celle de I’IL-4, suggérant ainsi que les lymphocytes TCD4+
détectés dans les biopsies B2 et B2 ne sont probablement pas des cellules Thl ni Th2. De plus,
I’augmentation progressive de I’expression des marqueurs CD4, CD25 et ICAM1 (de B1 vers B3)
suggere qu’une partie importante de I’infiltrat hépatique des CD4+ est constituée de lymphocytes T
régulateurs naturels CD4+CD25+. Ces résultats confirment d’ailleurs des résultats antérieurs
obtenus au laboratoire qui ont décrit un recrutement important des lymphocytes T régulateurs
naturels au cours de la progression de I’hépatite C [611]. De maniére trés intéressante, nous avons
également montré une surexpression des marqueurs spécifiques de la sous-population de
lymphocytes T régulateurs induits de type 1 (Trl). En effet, nos résultats montrent une
augmentation significative de I’expression des marqueurs phénotypiques CD18, CD49b et une
augmentation significative des marqueurs fonctionnels IL-10 et TGF-B1. De plus, I’augmentation
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intra-hépatique de I’expression des récepteurs spécifiques a I’IL-10 (IL-10Ra et IL-10RP) et au
TGF-B1 (TGF-BR1 et TGF-BR2) suggeére I’existence d’une biodisponibilité a ces cytokines plus
importante dans le foie cirrhotique (B2) et tumoral (B3) comparés au foie sans lésions hépatiques
(B1). Bien que d’autres cellules immunitaires puissent également sécréter ces cytokines
immunosuppressives, I’absence de modification de I’expression des marqueurs CD11c (cellules
dendritiques) tend a confirmer une production d’IL-10 principalement d’origine Trl. Par ailleurs,
I’augmentation d’IL-10 et de TGF-B1 associée a une diminution d’IFN-y semblent indiquer une
altération fonctionnelle des lymphocytes TCD4+ spécifiques et I’installation d’un environnement
immunosuppresseur qui pourrait contribuer a la persistance du virus. En outre, I’augmentation de
I’expression du TGF-B1, méme modérée, pourrait accentuer le développement de la fibrose
contribuant ainsi a I’aggravation de la maladie hépatique. Nos résultats montrent également une
augmentation des marqueurs d’activation CD25, T1-ST2, CCR-5 et P-selectine suggérant la
présence des autres familles de cellules régulatrices tels que les Treg naturels (CD4+CD25+ICAM
I+) ou les Th3 (CD4+TGF-B+). Enfin, notre étude montre que ces augmentations d’expression sont
proportionnelles a I’évolution de I’histoire naturelle de la maladie.

L’ensemble de nos résultats suggere que les lymphocytes T helper et les lymphocytes T
régulateurs sont probablement induit contre les méme épitope du génome viral et qu’un changement
radical de I’infiltrat lymphocytaire devenant plus immunosuppresseur, favoriserait la progression de
la maladie. Ainsi, I’induction spécifique des Trl pourrait favoriser I’inhibition des réponses anti-
virales (Thl et CTL) in vivo, contribuant a expliquer la persistance et le développement de la

cirrhose.

Nous sommes parfaitement conscients de la limite de cette étude. Malheureusement, malgré
le recueil de ces biopsies précieuses, leur petite taille (1.6 mm de diamétre), ne nous a pas permis de
réaliser des analyses en immuno-histochimie. Ainsi, la recherche de la présence des réponses T
intra-hépatiques n’a pu étre réalisée que sur la base d’une analyse par RT-Q-PCR.

Conclusion : L’augmentation progressive de la fréquence intra-hépatique des lymphocytes
T régulateurs naturels et induits dans le foie de ce patient, au décours de la maladie, suggére un rdle
clé des Treg dans la progression de la pathologie hépatique. Par ailleurs, le recrutement de ces Treg
pourrait représenter un facteur prédictif de [I’aggravation des dommages au foie. Ainsi,
I’augmentation de la fréquence des cellules Trl qui inhibent la réponse anti-virale Thl grace a leur
production importante d’IL-10, pourrait expliquer la persistance virale et la progression de la

maladie.
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ABSTRACT

Hepatitis C virus (HCV) is an important causative agent of liver disease, but factors
that determine the resolution or progression of infection are poorly understood. In this
study, we suggested that existence of immunosuppressive mechanisms, supporting
by regulatory T cells and especially the regulatory T-cell 1 subset (Trl), may explain
the impaired immune response during infection and thus the fibrosis aggravation to
hepato-cellular carcinoma (HCC). Using quantitative real time PCR, we investigated
the intra-hepatic presence of Trl cells in biopsies from a genotype 1b-infected patient
followed for a 18 year period from cirrhosis to HCC. We described a significant
increase of gene expression in particular for the cytokines IL-10, TGF[(3, and their
receptors that were perfectly correlated with an increased expression of the Trl
specific markers (combined expression of CD4, CD18 and CD49b). This was strongly
marked since the patient evolved in the pathology and could explain the failure of the
treatment. In conclusion, evidence of regulatory T cell installation in the liver of
chronically infected patient with cirrhosis and HCC suggest for the first time a key role

for these cells in the course of HCV infection.
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INTRODUCTION

Hepatitis C virus (HCV) is a parentally transmitted hepatotropic RNA virus that
causes chronic hepatitis, which may lead to cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC) (Alter et al, 1992). Evidence suggests that clearance and control of HCV
infection during acute phase is dependent on vigorous and multispecific CD4 and
CD8 T lymphocyte responses (Chang et al, 2001, Rehermann et al, 2000). On the
contrary, the development and maintenance of chronic infection is linked to weak or
absence of HCV-specific Thl response and to the presence of Th2 cytokines (IL-4
and IL-10)(Tsai et al, 1997, Kakumu et al, 1997). So, some studies have implicated
IL-10 in HCV pathogenesis (Tsai et Woitas). Regulatory T-cell 1 (Trl) were first
described in 1996 (H. Groux et al, 1996; Groux et al, 1997) as a further subtype of
CD4 T cells, without specific markers but with cytokine profile distinct from Thl or
Th2 cells. Indeed, they were showed as secreting high level of IL-10, moderate levels
of IFN-y and IL-5, quiet undetectable IL4 and low amounts of transforming growth
factor (TGF-B). Recent studies have suggested that Trl could be induced against
bacterial, viral and parasite antigens in vivo and might prevent infection-induced
immunopathology or prolong pathogen persistence by suppressing protective Thl
response (McGurk et al, 2002, Xu et al, 2001), but have never been directly
implicated in hepatitis C viral pathogenesis. The dysfunction of the immune response
against HCV could be explained by immunosuppressive mechanisms supported by
Trl via their high production of IL-10. The recent identification of combined
expression of CD4, CD18 (Integrin a2) and CD49b (Integrin 2) as specific markers
for Trl cells should facilitate their characterization in vivo (Rahmoun et al, 2006). An
increased frequency of Tregs was recently described in the blood of patients with

persistent HCV infection when compared with those who had cleared HCV (Cabrera
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et al, 2004, Rushbrook et al, 2005). It has been proposed that Tregs contribute to
HCV persistence by suppressing HCV-specific T-cell responses (Boettler et al, 2005,
Manigold et al, 2007). Some studies have shown a correlation between a reduced
HCV-specific T-cell response and the secretion of IL-10 and TGF- by liver-infiltrating
Tregs (Cabrera et al, 2004) and that Tregs may inhibit HCV specific T-cell activity in a
cell-cell contact manner (Cabrera et al, 2004, Rushbrook et al, 2005). It has also
been shown that Treg levels are significantly enhanced in recurrent hepatitis C, and
that Treg typel cell (Trl) levels are specifically higher in severe recurrent hepatitis C
(Carpentier et al, 2009). These findings suggest that Tregs may be implicated in the

pathogenesis of HCV recurrence.

Moreover, the opportunity of study three histologically well-defined liver biopsies of
an HCV-genotype 1b infected patient followed from the chronic infection to the HCC,
allowed us to search Trl cells directly in the liver. The first biopsy was performed
during the chronic phase (date not specified in the file) and appeared normal without
any liver injury, the second one was performed during the cirrhotic phase (March
1990), and the third one during HCC (1998). Thus, we examined the intrahepatic T
cell response in term of cytokines, cytokine receptors and adhesion molecules in a
patient under IFNa/Ribavirine treatment and who remained persistently infected >18

years.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chronically HCV infected Patient.

The HCV infected patient was followed up in the hepato-gastroenterology department
of the Necker University Hospital. Informations concerning the patient were age
ALAT >three times the normal and negative anti-HAV, HBc and HEV IgM, positive
serology for HCV (third generation microparticule EIA [Abbott Axsym, Abbott Park)
confirmed by RIBA strip immunoblot assay (Chiron Corporation, Emeryville, Calif).
The patient was chronically infected by HCV genotype 1b. Genotyping of HCV was
done using a multiplex PCR method with genotype-specific primers (17), and the
concentration of HCV RNA was determined by RT-PCR with the Cobas Amplicor
HCV monitor test (Roche Diagnostics, Branchburg, N.J). Patient present no human
immunodeficiency virus (HIV) coinfection, immunosuppressive therapy, chronic liver
disease due to hepatitis B virus, autoimmune hepatitis, or primary biliary cirrhosis and

other causes of chronic liver disease.

Liver biopsy samples.

Three liver biopsies were performed for one patient who underwent several biopsies
for a longitudinal study. The three biopsies were performed as part of the routine
medical follow-up and were obtained by the standard Menghini procedure (needle
diameter, 1.6 mm) with a biopsy sample lenght of approximately 1 cm. Based on
histologic fibrosis (F) and necroinflammatory (NI) scores, liver biopsies were divided
in : biopsies with small hepatitis and without liver lesion (F<or=1/6, N<or=1/18),
biopsies with fibrosis grade and liver lesions corresponding to histologically proved
cirrhosis (F=6/6) and biopsies with HCC histologically proved by anatomo-pathologic

expertise. All biopsies were snap frozen for subsequent RNA extraction.
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The study was approved by the Institut de Biologie de Lille (CNRS) Institutional

Review Boards, and informed consent was obtained in writing for the donor.

RNA extraction.

Extraction of total RNA from frozen liver biopsy samples was performed using
TRIzol™ reagent (GIBCO BRL, Invitrogen, Scotland UK) as described by the
manufacturer. Tissue samples were homogenized in 300ul of TRIzol. Homogenized
samples were incubated for 5 minutes at room temperature and resuspended in 60ul
of chloroform (PROLABO, Merck eurolab, France). Total RNA was then
immunoprecipitate with 100 pl of isopropanol (ACROS Organics, USA). The RNA
pellet was finally washed twice with 75% ethanol (CARLO ERBA Reagent, France)
and dissolved in DNAse, Rnase-free distiled water (GIBCO BRL, Invitrogen,
Scotland UK). Before reverse transcription, we performed DNAse treatment using the

kit Message clean (GenHunter corp, France)

Light Cycler-based PCR assay.

cDNA was synthetized from total RNA at a concentration of 100ng/ul using randoms
hexamers and Superscript reverse transcriptase (GIBCO BRL, Invitrogen, Scotland
UK). The quantification of transcripts from liver samples was performed by real-time
guantitative RT-PCR using the Light Cycler system (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). The PCR mixture contained the following: Tag polymerase, 1X of
LightCycler-DNA master SYBRGreen | (Roche Diagnostics, Meylan France), 3mM of
MgCl,, 0.5 pymol/L of each primer and 1 pl of cDNA preparation (patient cDNA
samples) in a total volume of 20 pl. Thirty-two samples were run in parallel by

performing an initial denaturation at 95 for 8 minutes, the PCR reactions were

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015
7

cycled 35 to 40 times as follows: 15 seconds at 95°C, 7 seconds at the appropriate
annealing temperature (Table 1), and 18 to 64 seconds at 72T according to the
length of the target sequence. annealing (40s at 58° C). Fluorescence intensity was
measured at the end of each elongation phase. The melting curve analysis was
carried out immediately after amplification, following the manufacturer’s instructions.
Amplification of liver cDNA was successfully repeated three times with cDNA from

the same extraction.

Primers.

All primers were design for real-time PCR use and were purchased from MWG-
Biotech (Germany): cf Table 1. Housekeeping genes B-actin and G3PDH were used
as control. Samples are quantified using relative standard curves for each
amplification reaction, and results were normalized to the internal controls (3-actin and

G3PDH.

Gel electophoresis.

After each Light Cycler run, agarose gel electrophoresis with TBE (Tris-Borate-
EDTA)-1.5% agarose (SIGMA-ALDRICH, Germany) gel, followed by DNA staining
with ethidium bromide, was performed to have an independent validation check of
the presence of an amplicon. In order to control the length of the amplicon generated,

a 100-bp DNA ladder (GIBCO BRL, Invitrogen, Scotland UK) was used.
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RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we first analyzed the quantitative expression of the different intra-
hepatic cell populations by real-time PCR using Light Cycler system and we
performed after each RT-PCR, an agarose gel electrophoresis to have an
independent validation check. We observed a significant increase of CD19
expression in cirrhotic and HCC liver biopsies in comparison with the first biopsy
without liver lesions (figure 1). This observation confirmed data of the literature
showing disturbances of B lymphocyte activation and function associated with HCV
chronic infection (Ni J et al, 2003, Curry et al, 2003). The CD8[3 but not CD8a gene
expression was also increased in the cirrhotic and HCC biopsies. This observation
was in correlation with recent data evidencing by a similar approach of real-time
guantitative assays a significant increase and infiltration of CD8p during chronic HCV
infection (Leroy V et al, 2003). But the major observation of our work was the
significant increase of CD4 expression in the course of time and proportionally with
the severity of the fibrosis. However, we did not observe a variation of IFNy or IL-2
expression, suggesting that the CD4 marker detected in cirrhosis and HCC liver
biopsies were probably not associated to the Thl protective phenotype. Due to the
absence of IL-4 expression, the CD4 cells with Th2 phenotype were also excluded in
accordance with the work of Bergamini A et al (2001). A further subtype of CD4 T
cells with immunosuppressive function and cytokine profiles distinct from either Thl
or Th2 T cells, termed regulatory T cells has been described. They include Trl cells
which secrete high level of IL-10 and low to moderate levels of TGF-, Th3 cells
which primarily secrete TGF-B, and CD4"CD25" cells, which inhibit immune response
through cell-cell contact (McGuirk P et al, 2002). Although the level of IL-10 and TGF-

B produced in vitro may not be significantly higher than those produced by classical
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Th2 cells, what is important is that Trl cells make these cytokines in the absence of
significant levels IL-4 (Groux H et al, 1997). We confirmed within cirrhotic and HCC
biopsies a significant increase of expression for IL-10, TGFB1 and their respective
receptors IL-10Ra, IL-10R( and TGFBRII whereas we did not detect an increase of
IL-4. So, the production of IL-10 and TGF- in the absence IL-4 of argued in favor of
the presence of Trl in the cirrhotic and HCC biopsies. Although, liver dendritic cells
also secrete high levels of IL-10, in the present study we could not detect CD11c
expression, confirming a Trl cells origin for II-10 production. In this sense, functional
alteration of HCV-specific CD4" T cells or failure to develop a long-lasting T helper
response was recently correlated to a loss of IFN-y secretion and the presence of a
significant antigen-specific IL-10 and TGF-, which could contribute to chronic
hepatitis C persistence (Ulsenheimer et al, 2003). Moreover results obtained for Trl
specific markers CD49b and CD18 confirmed the Trl phenotype and showed that
Trl cells increased during the progression of the pathology. Despite their low
proliferative capacity, cloned Trl express normal levels of T cell activation markers
such as CD25 following TCR-mediated activation. They also expressed CCR5 and
T1/ST2, an IL-1-R-like molecule, markers previously expressed preferentially on Thl
and Th2 cells respectively (McGuirk 2002). We clearly confirmed here within cirrhotic
and HCC biopsies the expression of CD25, CCR5 and T1-ST2 in relation with the
presence of Trl cells. In accordance with this Trl phenotype, the expression of
TGFB-RII was also observed. However, we can not exclude the implication of other
regulatory T cell subsets, insofar as we observed a significant increase of CD25,
pSelectin and ICAM | expression, which were known as specific markers for
CD4+CD25+ regulatory T cells. These observations were also conforted by others

experiments we performed on liver biopsies of three well-defined cohorts of 45 HCV-
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genotype 1b infected patients, including patients without liver lesions, patients with
cirrhosis and patients with histologically proved HCC that confirmed an increase of
Trl proportionally to the aggravation of the pathology (Delhem et al, submitted,
2004). A first implication of regulatory T cells during HCV infection was examined in
peripheral blood of patients infected with HCV genotype 1b, showing a secretion of
IFN-y or IL-10 but not IL-4 by HCV core-specific CD4 T cell clones (Macdonald et al,
2002). This work demonstrated that that helper type 1 and regulatory T cells were
induced probably against the same epitopes on the core protein. Very recently,
Sugimoto K et al (2003) have suggested for the first time that HCV persistence was
associated with a reversible CD4-mediated suppression of HCV-specific CD8 T cells
and with higher frequency of CD4'CD25" regulatory T cells that could directly
suppress HCV-specific type-1 CD8 T cells ex-vivo. Indeed, it is possible that the
induction of regulatory T cells during HCV infection may suppress antiviral Thl and
consequently CD8 CTL responses in vivo, and this may explain the persistence of
infection and prevalence of cirrhosis.

Evidence of regulatory T cells installation in the liver of a chronically infected patient
with cirrhosis and hepatocellular carcinoma ( HCC) suggest a key role for these cells
in the aggravation of the liver pathology and could potentially represent a predictive
factor of liver damage aggravation. As previously described (Kuzushita et al, 1997)
high serum II-10 levels may related a poor response to IFN treatment in patients with
chronic hepatitis C. In our study, increase of Trl cells, which suppressed protective
Th1l responses via their high production of IL-10, could explain the failure of the IFN
treatment observed for this patient. In a more general way, the implication of Trl in
viral persistence and associated hepatic pathologies could have significant

implications for our understanding of the role of T cells in immunity to infectious
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diseases and for the development of new therapies for the control of immune-

mediated disorders.
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LEGENDS

Table 1: Primer sequences used in Real-time Quantitative RT-PCR Assay

Figure 1 : Light cycler-based PCR assay analysis

Histogram analysis of liver biopsies from the same genotype 1b-infected patient for
expression of various immune markers. Amplification of liver cDNA was successfully
repeated three times with cDNA from the same extraction (B1= healthy biopsy; B2=
cirrhotic biopsy; B3= HCC biopsy). The prevalence of gene expression was
calculated by comparing the cycle numbers (CT) of the logarithmic linear phase of
the samples 2 and 3 with the cycle numbers of sample 1, which was designed as
reference (ACT),

Samples are quantified using relative standard curves for each amplification reaction

and results were normalized to the internal controls 3—actin and G3PDH.

Figure 2 : Agarose gel electrophoresis analysis

Agarose gel electrophoresis analysis showed amplification of cDNA extracted from

liver biopsies, by the Light CyclerTM technique for T regulatory markers and

immunoregulaytory associated factors.
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TABLE AND FIGURES
Table 1: Primer Sequences Used in Real-Time Quantitat ive RT-PCR Assay
Annealing . Annealing
Gene Primers Sequences Temperature (C) ~ Gene Primers Sequences Temperature ()
hCD4: 5-GGGAAATCAGGGCTCCTTCTTA 59 hiL-4: 5'- CACAAGCAGCTGATCCGATTC 59
5-TGGTCCCAAAGGCTTCTTCTT 5-TTCCAAGAAGTTTTCCAACGTACTC
hCD25: 5-GGGACTGCTCACGTTCATCA 59 hiL-2: 5-ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTAC 61
5-TTCAACATGGTTCCTTCCTTGTAG 5-TCCAGAGGTTTGAGTTCTTCTTCTAGA
hCD49b:  5-CAACGGGTGTGTGTTCTGACA 59 hiL-10: 5'-GAGAACCAAGACCCAGACATCAA 59
5-TCATCACACACAACCACAACATCT 5'-CCACGGCCTTGCTCTTGTT
hCD18: 5 -ATGCTTGATGACCTCAGGAATGT 59 hiL-10Ra: 5-CCGAGAGTATGAGATTGCCATTC 60
5-ACGGTCTTGTCCACGAAGGA 5-CAGATGGTTTCACCTGGACACA
hT1-ST2: 5-GTGTTTGCCTCAGGCCAACT 59 hiL-10RB:  5-TGGGAGTCACCTGCTTTTGC 59
5 -TGACATTCGCATATCCAGTCCTA 5-TCCGTCAAGGTAGTATTCATGCA
hCCR5: 5-GTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATT 57 hIFNy: 5-ATGTAGCGGATAATGGAACTC 53
5-CGGGCTGCGATTTGCTT 5-GACATTCAAGTCAGTTACC
hCD8a: 5'-CCCTGAGCAACTCCATCATGTAC 60 hTGF-B1l: 5-CGAGCCTGAGGCCGACTAC 62
5-GGCGTCGTGGTGGGC 5-CGGAGCTCTGATGTGTTGAAGA
hCDS8p: 5-TGGCCGCGCAGCTG 55 hTGF-BR1: 5-TGACAACGTCAGGTTCTGGCT 57
5-CTTGTTGGTTTGCACCTTTATGTATG 5-AATCGACCTTTGCCAATGCT
hCD19: 5'-CTCACCCCCATGGAAGTCAG 60 hTGF-BR2: 5-GCTGCTTCTCCAAAGTCATT 58
5-CTTGAGGCACTGCAGCACAG 5-AACAAGTCAGGATTGCTGGTGTT
hCD1lc:  5-AATTCAGGCGCACGTCAAA 56 hP-Selectin : 5-CTGGAACCCCTGAGTCTACCAC 63
5-ATCCCTACGGGCCCCATAT 5-GTCTGTATCTCCATAGCTGCTGAATC
hICAM-1:  5'CCCTGATGGGCAGTCAACA 60
5-GCAGCGTAGGGTAAGGTTCTTG
hB-actin:  5-CACGGCATCGTCACCAACT 58 h5’G3PDH: 5-CCATCAATGACCCCTTCATTG 58
5'-AGCCACACGCAGCTCATTG 5-CTTGACGGTGCCATGGAATT
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ARTICLE 2

Le Virus de I’Hépatite C Augmente la Fonction et Favorise le Recrutement des Lymphocytes

T Régulateurs Humains Treg vers le foie

Hepatitis C Virus improves Tregs suppressive function and promotes their recruitment to the liver

En soumission

Laurissa Ouaguia, Olivier Moralées, Lynda Aoudjehane, Czeslaw Wychowski, Arnaud Carpentier,

Jean Dubuisson, Yvan de Launoit, Yvon Calmus, Filomena Conti, Nadira Delhem.

Mots clés : VHC, JFH1, Lymphocytes T régulateurs, Chimiokines, Recrutement
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Résumé : L'hépatite C est I’une des principales causes des maladies chroniques du foie.
Son aggravation favorise le développement d’une cirrhose sévere, d’une insuffisance hépatique et la
progression vers le carcinome hépatocellulaire (CHC). A ce stade, le seul traitement efficace reste la
transplantation d’un foie sain. Malheureusement, les patients transplantés pour cause de cirrhose
virale C sont exposés a un risque accélére et tres élevé de réinfection du greffon. Ainsi, pour mieux
comprendre l'issue de l'infection par le virus I'hépatite C (VHC), il apparait primordial d'étudier les
réponses immunitaires de I'h6te et les mécanismes de régulation associés. En effet, dans des
conditions physiologiques, la résolution et le contréle de I’infection par le VHC sont assurés par les
réponses cellulaires vigoureuses des lymphocytes TCD4+ et TCD8+ spécifiques du VHC et
capables de reconnaitre différents épitopes viraux. Cependant, la défaillance de ces réponses, qui
peut étre due aux caractéristiques de I’h6te et/ou du virus est généralement associée a la chronicité
de la maladie. Une des explications de la persistance virale réside en I’altération de la réponse
immune anti-virale médiée par une activité importante des lymphocytes T régulateurs. En effet, ces
derniéres années, une attention particuliere a été portée sur la contribution de ces lymphocytes T
régulateurs dans la progression de I’infection associée au VHC. Ainsi, de nombreuses études, dont
les ndtres, ont montré I"implication des lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg ou Treg) et
induits (Trl, Th3) dans I’aggravation de la maladie. Plus précisément, les travaux du laboratoire ont
décrit un recrutement important de ces 2 sous-populations au cours de I’évolution d’hépatite C vers
la cirrhose et le CHC. Par conséquent, la différenciation, I’expansion et/ou le recrutement de
lymphocytes T régulateurs semblent étroitement liés a I’histoire naturelle de I’hépatite C.
Néanmoins, les mécanismes par lesquels le VHC pourrait induire la prolifération des Treg ou
favoriser leur recrutement dans les sites d'infection demeurent incertains. Notre hypothése est qu’il
pourrait exister une interaction directe entre les lymphocytes T régulateurs et le virus de I’hépatite
C. Dans cette étude, nous montrons que les Treg posseédent les récepteurs d’entree du VHC et les
protéines virales peuvent étre détectees dans les Treg préalablement inoculés avec le virus. Nous
démontrons également que I’inoculation des Treg avec le VHC entraine une augmentation du
phénotype régulateur et de I’activité suppressive des Treg. Par ailleurs, notre étude montre que le
contact prolongé du VHC augmente progressivement la prolifération des Treg. Et enfin, de fagon
tres intéressante, nos donnees montrent pour la premiére fois que les cellules hépatiques primaires
infectées par le VHC, acquiérent une capacité significativement plus élevée a recruter les Treg
humains, possiblement via un mécanisme CCL20-dépendant. En conclusion, I’interaction directe
entre le VHC et les Treg humains représente un nouveau mécanisme qui pourrait potentialiser

I’échappement du virus au systeme immunitaire et aussi promouvoir la progression de I’hépatite C.
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Materiels et Méthodes : Les lymphocytes T régulateurs ont été isolés a partir de cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC) provenant de poche de sang de donneur sains et apres
signature d’un consentement éclairé de participation (CPP-EFS). Aprés isolement, ces Treg sont
phenotypiquement caractérises par cytométrie en flux et fonctionnellement analyses par des tests de
suppression. La mise en évidence des récepteurs et co-recepteurs d'entrée du VHC sur les Treg a été
effectuée par PCR quantitative (RT-Q-PCR), cytométrie en flux (FACS), immunofluorescence (IF)
et Western blot (WB). Une partie des Treg isolés a été mise en culture avec des particules
VHCcc/JFH1 (inoculés) ou en culture dans du milieu DMEM récoltés apres plusieurs passages de
Huh7 non infectés (non-inoculés). Les particules virales VHCcc/JFH1 sont obtenues dans le cadre
d’une collaboration avec I’équipe du Dr J. Dubuisson qui a obtenu dans le cadre d’un MTA
(Wakita), un accord d’utilisation du génome de taille compléte JFH1 du virus de I’hépatite C. La
transfection de ce génome dans les lignées d’hépatome humain Huh7 aboutit a la production de
particules virales infectieuses sans mutations adaptatives qui sont produites en cultures cellulaires

(VHCcc). Ainsi, ces particules virales ont été utilisées pour mimer I’action du virus de I’hépatite C.

Les Treg isolés ont été inoculés in vitro avec les particules virales de VHC a une MOI de 0.4
correspondant a 2 virus pour 5 cellules. La détection des protéines virales dans les Treg a été
analysée par IF et WB. Par ailleurs, I’impact du VHC sur I'expression des marqueurs associés au
phénotype régulateur et a la fonction suppressive des Treg a été évalué par RT-Q-PCR, FACS,
ELISA et WB. En outre, le réle du VHC sur I’expansion des Treg a été évalué par des expériences
de prolifération cellulaire. Quant a I’’impact direct du virus sur l'activité suppressive des Treg, il a

été démontreé par des tests de suppression (MLR) par incorporation de thymidine tritiée.

Finalement, nous avons étudié I’implication du VHC sur le recrutement des Treg par les
cellules hépatiques primaires. En effet, les autres cellules d’intéréts dans notre étude sont les
cellules du foie humain. Les cellules hépatiques (hépatocytes primaires et fibroblastes intra-
hépatiques) ont été isolées a partir d’explants de greffes de foies et infectées in vitro par les
particules virales du VHC a une MOI de 0.1 pour les hépatocytes et une MOI de 1 pour les
fibroblastes intra-hépatiques. Le potentiel chimio-attractant des surnageants de culture de ces
cellules sur les Treg humains a été mis en évidence par des tests de migration en chambre de
boyden. Par ailleurs, I’expression des chimiokines spécifiques du recrutement des Treg a été
analysee par RT-Q-PCR et ELISA sur les cellules hépatiques primaires infectées ou non. Enfin, la
mise en evidence du rdle spécifique des chimiokines dans le recrutement des Treg a été évaluée par

test de migration en chambre de boyden en présence d’anticorps bloquant de chimiokines.
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Résultats et Discussion: Dans un premier temps, les analyses de cytométrie des Treg isolés
ex vivo donnent une fréquence des Treg constituant environ 0.2% a 1.5% des PBMC circulants et
5% a 10% du pool total de CD4+. La pureté moyenne des Treg a été estimée a environ 95% a
chaque isolement. Par la suite, nous avons étudie I’ expression des récepteurs du VHC sur les Treg
fraichement isolés. Nos résultats montrent que les Treg naturels CD4+CD25"""cp12771o"
possédent les principaux récepteurs CD81, CLDN1, LDLR et les corécepteurs OCLN, EGFR, TLR-
2 et CD5 qui sont associés a I’entrée du VHC dans la cellule héte. Ces résultats suggérent que les
lymphocytes T regulateurs naturels peuvent potentiellement accrocher le virus de I’hépatite C. Afin
de mettre en évidence une internalisation du VHC dans les Treg, nous avons effectué des cultures
de Treg en présence ou non des particules virales du VHC. 72H post-inoculation (72H p.i), les
résultats montrent pour la premiere fois la détection des proteines virales E1, E2, Core et NS5A
dans les Treg inoculés avec le VHC. Or, la plupart de ces protéines virales ne sont exprimeées qu’a
la suite d’une internalisation du génome viral, suggérant une internalisation du VHC dans

lymphocytes T régulateurs humains.

Dans le but de déterminer I’impact du contact VHC sur le phénotype des lymphocytes T
régulateurs, nous avons analysé I’expression des marqueurs phénotypiques des Treg apres
incubation avec le virus. De maniére intéressante, |’analyse transcriptomique montre une
augmentation de I’expression des marqueurs CD4, CD25, FOXP3, CTLA4, LAG3 et une diminution
du marqueur CD127. Cette augmentation de I’expression des genes associés au phénotype des Treg
a été confortée au niveau protéique par des analyses en cytométrie validant une augmentation
significative du phénotype régulateur CD4+CD25""CD1277"°" dans les Treg mis en culture avec
le VHC.

De plus, les Treg naturels sont généralement décrits comme totalement anergiques in vitro,
en particulier a cause de leur incapacité a exprimer et a produire des facteurs de prolifération. Dans
cette étude, nous montrons pour la premiere fois que le VHC induit une augmentation significative
de la prolifération des Treg naturels. Des études mécanistiques suggerent que I’expansion des Treg
passerait par une augmentation de I’expression de I’IL-2, I’IL-4, I’IL-15 et BCL6, qui sont des
molécules importantes dans la prolifération lymphocytaire. De plus, nos travaux montrent que le
VHC induit la sécrétion effective d’une cytokine impliquée dans la prolifération a savoir I’IL-2 avec
un pic de sécrétion a 48H p.i. Le VHC favoriserait donc I’expansion des Treg. L’ensemble de ces
données montrent que le VHC maodifie le phénotype régulateur et augmente la fréquence des Treg
naturels. Ces résultats pourraient expliquer les données de la littérature qui décrivent une

augmentation de la fréquence des Treg au cours de la progression de I’hépatite C.
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Nous avons également évalue le réle direct du VHC sur I’activité suppressive des Treg
CD4"'CD25""CD127™". Par des expériences de suppression, nous avons pu mettre en évidence
une augmentation significative de la capacité des Treg a supprimer la prolifération des PBMC
autologues lorsque ces Treg étaient préalablement incubés avec le VHC. Par ailleurs, des analyses
approfondies ont montré que le VHC augmentait bien I’expression de I’IL-2RA (CD25), IL-24, 1L35
(EBI3), GZMB et TGF-£1 qui sont des marqueurs associés a la fonction suppressive des Treg. En
outre, mes travaux ont montré que le VHC induisait une augmentation significative de la sécrétion
de la cytokine immunosuppressive TGF-B1 par les Treg avec un pic atteint a 48H p.i. Ainsi, ces
résultats sont en corrélation avec les données de la littérature qui décrivent une augmentation de la
fréquence des Treg corrélée a une diminution de la réponse anti-virale effectrice chez les patients
VHC+.

En outre, nos travaux montrent qu’en présence du VHC, les Treg augmente
significativement leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-17. Or les données
de la littérature décrivent bien une augmentation de la fréquence des cellules TCD4+ sécrétrices
d’IL-17 chez les patients VHC+, associeée a la progression des dommages au foie. Par ailleurs,
d’autres études ont montré que les Treg pouvaient sécréter de I’l1L-17 tout en conservant totalement
leurs propriétés régulatrices. Ces données suggerent donc qu’en plus de favoriser I’environnement
immunosuppresseur, I’interaction Treg/VHC pourrait potentialiser les lésions hépatiques

inflammatoires en faveur d’une progression de la maladie.

Par ailleurs, cette augmentation de I'activité suppressive et de la fréquence des Treg coincide
avec I’augmentation de leur recrutement par les cellules hépatiques infectées. Par des tests de
migration en chambre de boyden, Mes travaux montrent que les surnageants des hépatocytes
infectés attirent des quantités importantes de Treg. De facon intéressante, mes travaux démontrent
que lorsque les Treg sont préalablement mis en culture avec le VHC, ils sont sensiblement plus
attirés par les surnageants des cellules hépatiques. De plus, des analyses approfondies montrent que
le VHC augmente significativement I’expression et/ou la sécrétion d’un ensemble de chimiokines
associees au recrutement des Treg telles que CCL-20, CXCL-16 et CCL-17. Ces résultats sont
corrélés au fait que le VHC augmente I’expression des récepteurs a ces chimiokines sur les Treg tels
que CCR-6, CXCR-6 et CCR-4. Nos travaux sont ainsi en accord avec les données de la littérature
qui décrivent une augmentation du recrutement intra-hépatique des Treg chez les patients

chroniques VHC+.
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Conclusion : Cette étude montre pour la premiere fois que le virus de I’hépatite C est
capable d’interagir directement avec les lymphocytes T régulateurs naturels humains afin
d’aggraver I’environnement immunosuppresseur. En effet, les particules du VHC induisent une
augmentation du recrutement hépatique des Treg, une potentialisation de leur phénotype régulateur,
une augmentation significative de leur fonction suppressive et favorise leur expansion. L’ensemble
de ces mécanismes suggere qu’il existe une coopération entre le VHC et les Treg permettant
I’installation d’un environnement immunosuppresseur favorable a I’échappement du virus au

systéeme immunitaire.
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ABSTRACT

BACKGROUND and AIMS: Although a major role of regulatory T cells (Tregs) has been established in the
progression of hepatitis C, nothing is yet known regarding the direct impact of hepatitis C virus (HCV) on
Tregs. To investigate this aspect we studied the ability of Tregs to internalize HCV and the subsequent
effect on their suppressive function and phenotype. Moreover, we evaluated how HCV could promote the

recruitment of Tregs by infected primary human hepatocytes.

METHODS: Tregs of healthy donors were incubated with JFH-1/HCVcc. Viral inoculation was assessed using
adapted assays (RT-QPCR, FACS, WB and immunofluorescence). Level expression of Tregs phenotypic
markers (CD4, CD25, CD127 and Foxp3) and functional markers (IL-10, GZMB, TGF-B1 and IL-2) were
monitored by Q-PCR, flow cytometry and ELISA. Suppressive activity was validated by MLR assays. Tregs

recruitment by infected primary hepatic cells was evaluated using Boyden Chamber.

RESULTS: Tregs express the classical HCV receptors and can internalize HCV particles leading to the
detection of the viral proteins (E1, E2, Core and NS5A). HCV inoculation significantly increases the
suppressive phenotype and activity of Tregs, and raises their anergy. Moreover, HCV infection induces the
expression of chemokines (CCL17, CCL22, CXCL16, and CCL20) by primary hepatic cells and of chemokine
receptors (CCR4, CXCR6 and CCR6) by Tregs. Finally, infected hepatic cells have a significantly higher

potential to recruit Tregs in a seemingly CCL20 dependent manner.

CONCLUSIONS: Direct interaction between HCV and Tregs represents a newly defined mechanism which

could potentiate HCV immune evasion thus promoting the progression of the hepatitis C disease.
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Abbreviations used in this paper: CCL, chemokines (C-C motif); CD, cluster of differentiation; CTLA4,
cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4; CXCL, chemokine (C-X-C motif); E1, envelop glycoprotein 1;
EGFR, epidermal growth factor receptor; ELISA, enzyme-linked immunosorbant assay; FACS,
fluorescence-activated cell sorting; Foxp3, forkhead box protein 3; GZMB, granzyme B; HCC,
hepatocellular carcinoma; HCV, hepatitis C virus; IF, immunofluorescence; IHF, intra-hepatic fibroblast;
LAG3, lymphocytes activating gene 3; IL-10, interleukin 10; mRNA, messenger ribonucleic acid; NS5A, non
structural protein 5A; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; p.i., post-inoculation PHH, primary
human hepatocytes; Q-PCR, quantitative polymerase chain reaction; TGF-B1, transforming growth factor

Beta 1; TLR, toll like receptor; Tregs, regulatory T cells; TR1, regulatory T cell type 1; WB, western Blot.

INTRODUCTION

Hepatitis C is one of the major causes of chronic liver diseases affecting over 180 million people
worldwide *. HCV infection is a persistent disease; while the majority of patients remain asymptomatic
some develop end-stage liver diseases including chronic liver disease, cirrhosis, liver failure and
hepatocellular carcinoma *“. Indeed, after a subclinical phase, more than 80% of the patients progress to
persistent HCV infection. The clearance or persistence of the virus is strongly determined by the patient’s
immune response °. Hepatitis C is both a viral disease and a liver disease. The current tri-therapy approach
(combination of pegylated interferon-alpha, guanosine analogue (ribavirine) and viral protease inhibitors)
to treat chronic HCV infection had relative success with several side effects. Recently more efficient Direct
Acting Antiviral drugs (DAA) have been developed capable of controlling and reversing the viral disease
state, however they have no impact on advanced liver disease . Therefore, studying the host immune
responses is essential to understand the outcome of HCV infection.

Hepatitis C virus (HCV) is a hepatotropic, non-cytopathic, enveloped virus belonging to Flavivirideae
family with a host range limited to human and chimpanzees ’. It is a small enveloped virus whose RNA
genome consists of a large open reading frame encoding a ~3000 amino acid polyprotein precursor, which

is cleaved by cellular and viral protease to yield the Core, envelope (E1, E2) and non-structural protein (P7-
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NS5B) & HCV entry in host cells involves main cellular receptors known as CD81, Claudinel, LDLR, SCARB1
and Occludin °. Numerous molecular and clinical evidence have indicated that HCV may also affect cells of
the immune system suggesting the implication of immune cells in the viral outcomes '°. Indeed, some
studies have highlighted the importance of CD5 and TLRs co-receptors on HCV entry within immune cells ™.
Physiologically, resolution and control of primary HCV infections is associated with a vigorous HCV-specific
CD4+ and CD8+ T cells responses to multiple epitopes derived from both structural and non-structural
proteins *2. Indeed, following HCV infection, liver cells express and present the viral antigens to CD4+ T and
CD8+ T cells which are able to clear the virus by non-cytolytic and cytolytic effector functions. In contrast,
the development and persistence of a chronic infection is linked to a weak or absent HCV-specific Thl

1314 "Many studies have described a

response along with the presence of Th2 cytokines (IL-4 and IL-10)
failure of both innate and adaptive immune responses partly due to viral mutation and escape linked to
both CD4 and CD8 T cells failure, decrease of proliferation, impaired effector functions, CD4 T cells anergy,
CD8 T cells exhaustion, impaired cytokine production, altered dendritic cell function and induction of
regulatory T cells ™.

Regulatory T-cells are specialized subsets of the adaptive immune response that are able to
recognize self-antigen peptides presented by MHC class Il through their TCR. Tregs suppress the auto-
reactive T cells, reduce inflammation, induce tolerance and modulate the immune response of the host in

117 Based on their origin and

the context of autoimmune pathologies, allergy or Virus-induced cancers
their major mechanism of action, we can distinguish thymic-derived Tregs called “natural Treg (nTreg or
Treg) “cells and periphery-induced Tregs also known as induced Tregs (iTreg). Natural Tregs are the best
known and they are characterized by simultaneous expression of both CD4, CD25 (interleukin (IL)-2
receptor a) surface markers and the absence or a sub-expression of CD127 (IL-7 receptor a) *” 2. Their
mechanisms of immune suppression depend on both cell-to-cell contact and immunosuppressive cytokine
secretion . These Treg employ varying mechanisms to exert a remarkably strong suppressive activity on
the different components of the immune system including lymphocytes, natural killer cells and antigen
presenting cells. Although Treg play a crucial role in physiological immune homeostasis, it has been shown

that extrinsic regulatory pathways are also involved in HCV-specific response 2.
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Recently, attention has focused on the contribution of Tregs to hepatitis C progression. Indeed, HCV
persistence is linked to viral proteins Core, NS3, NS4 and NS5 that inhibit T cell function by altering the
antigen presentation by DCs, leading to the development of a weakened immune response *. The
weakening of the patient’s immune response is also partly due to the elevated frequency of intra-hepatic

20, 21

and circulating Treg . In fact, Treg have been suggested to contribute to HCV-specific CD8+ T cell

dysfunction through the secretion of IL-10 and TGF-$ and also through expression of CD25, CLTA4 and LAG3

.24 \We and others have shown that Treg and Tr1 cells are over-expressed in patients with severe hepatitis

23,2527 Moreover, few studies have

C recurrence compared to those without or with minor recurrence
highlighted the role of chemokines CCL17 and CCL22 in the intra-hepatic Treg recruitment *%. Results
suggest that Treg and Tr1l cells are involved in HCV progression and recurrence after liver transplantation.
Hence, the differentiation and/or the recruitment of intra-hepatic regulatory T-cells are probably key
factors of the disease progression. However, the mechanisms by which HCV might induce the proliferation
of Treg or their recruitment to the sites of infection are less known.

Few studies have evaluated the involvement of Tregs in the accelerated progression of hepatitis C,
especially after liver transplantation but none have studied the direct impact of HCV on Treg. Thus, in this
study, we reported that Treg possess the classical HCV receptors and can internalize the virus. We also
proved that HCV inoculation increased the phenotype and suppressive function of Treg which are
correlated with transcriptional activation and production of suppressive factors. Very interestingly, we also
showed that HCV induced in vitro Treg proliferation. Finally, we observed that HCV inoculation increased

the Treg recruitment by primary human hepatocytes, suggesting a key role of Treg play in modulating the

hepatic immune response to HCV infection.

MATERIALS AND METHODS

Donors and isolation of Immune cells
Human blood samples were collected from healthy adult donors after obtaining informed consent

in accordance with the approval of the Institutional Review Board at the Biology Institute of Lille. Peripheral
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blood mononuclear cells (PBMC) were isolated on Ficoll-Paque™PLUS gradient (GE HEALTHCARE, France),
washed with Phosphate Buffer Saline (Life Technologies, France) and passed through a 100um sterilized
nylon filter (Saati, France). CD4+ natural regulatory T-cells (Treg) and CD4+ conventional T-cells (Tconv) cells
were isolated from filtered PBMC, using CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit, human (Miltenyi Biotec
GmbH, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Obtained Treg frequency was around 0.2%
to 1.5% of circulating PBMC and 5% to 10% of total peripheral CD4+T cells. And Treg Purity was higher than
95% determined by flow cytometry. Analyses of immune samples are described in the Supplementary

Materials and Methods sections.

Graft donors and isolation of Hepatic cells

Human primary hepatic cells were isolated from patients undergoing partial hepatectomy for
treatment of colorectal cancer metastases and all were seronegative for HCV, HBV and HIV. The procedures
for cell isolation were carried out in accordance with the approval of the CPP (Comité de Protection des
Personnes) and as previously described 29,30 Briefly, The liver tissue fragments were perfused, first with
Liver Perfusion Medium (Invitrogen, France) at 37°C for 15 min, and then with collagenase and dispase-
containing Liver Digest Medium (Invitrogen) at 37°C for approximately 15 min, until the tissue was
completely digested. Cells were dispersed by gentle shaking, filtered and centrifuged at a low speed.
Primary human hepatocytes (PHH) were collected from the pellet and used in primary culture, as previously
described ». The non-parenchymal cell fraction was collected from the supernatant which was centrifuged

to obtain liver intra-hepatic fibroblasts (IHF), as described elsewhere %3,

Antibodies and Reagents

Antibodies and reagents used in flow cytometry, enzyme-linked immunosorbent assay,
immunofluorescence, western blot assay and migration assays are described in the supplementary
Materials and Methods sections. The FACSCalibur instrument powered by CellQuest Pro software (Becton
Dickinson, USA) was used for flow cytometry and analysis was performed using Flow Jo software (Tree Star

Inc. Ashland, USA).
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In vitro Cell Proliferation and Viability Assay
In vitro PBMC and Treg proliferation assays were performed as described in the Supplementary

Materials and Methods sections.

In vitro Treg Suppression Assay (Mixed Leukocyte Reaction)
In vitro Treg suppressive assays using purified Treg and PBMC cells were performed as described in

the Supplementary Materials and Methods sections.

In vitro PBMC Lysis assays
In vitro PBMC Lysis assay using PBMC and Tregs was measured as described in the Supplementary

Materials and Methods sections.

Culture Conditions and Viral inoculation

We obtained infectious HCV virions produced in cell culture (HCVcc) after transient transfection of
full genome (JFH-1) in Huh7 cell lines. Huh7 cells were cultured in complete DMEM Glutamax medium
(Invitrogen, UK). Isolated Treg and PBMCs cells were cultured in flat bottom 48well plates at a rate of 1.2
to 1.5.10° cells per well and activated as described in the Supplementary Materials and Methods sections.
Cells were incubated for 3, 24, 48 or 72 hours in the presence of HCVcc/JFH-1(MOI 0.4) in complete DMEM
Glutamax medium. Isolated primary hepatic cells were, in turn, infected in the same manner with MOI 0.1
for hepatocytes and MOI 1 for fibroblasts. Negative control of inoculation was carried out by cultivating the
cells in conditioned medium obtained after several passages of non-infectious Huh7. Culture media of non-

infected Huh7 cells were used as negative control.

Quantitative Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction

Primers and reagents to quantify markers related to Treg phenotype, activity, proliferation and
recruitment were obtained from different manufacturer (QIAGEN, Sigma Aldrich, Invitrogen and Amersham
Biosciences) (see table I). Sample preparation, reverse transcription, polymerase chain reaction and
guantitative evaluations were performed as described in the Supplementary Materials and Methods

sections.
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Migration Assay

Treg were harvested and resuspended in DMEM at 10°cells/mL with or without HCVcc inoculation.
Chemotaxis experiments were performed with the supernatant of primary human hepatic cells culture
(PHH and IHF) either infected or not and in the presence or absence of blocking mAbs anti-CCL20, anti-
CXCL16 and anti-CCL17 (PeproTech, USA) at different concentrations. DMEM and SDFla (107M)
(PeproTech, USA) were used as negative and positive controls respectively. h-rec-CCL20 (50ng/mL), h-rec-
CCL17 (10ng/mL) and h-rec-CXCL16 (100ng/mL) were also used as a specific controls. Each condition was
performed in triplicate. Cells that migrated through the 5um filter of the inferior wells were counted by at
least two different people. Results were presented as index of migration compared with the negative

control DMEM.

Statistical analysis
Results are given as mean + SEM. Data was analyzed using Prism 6.0 software (Graph Pad Software Inc.). All
quoted P-values are two-sided, with P<0.05 (*), P<0.001 (**), P <0.0001 (***) and P <0.00001 (****) being

considered statistically significant for the first and highly significant for the others.

RESULTS

Characterization of freshly isolated natural human regulatory T cells

We first characterized the phenotype and function of freshly isolated Treg. Cytometric analysis
showed that 95.8% of freshly isolated Treg are CD4*CD25"¢" and 94.5% are CD4*CD25"¢"CD1277°" (Figure
S1A). Further analyses reveal that Tregs are totally anergic in vitro and significantly inhibit the PBMC cells
proliferation (Figure S1B) principally through cell-lysis mechanisms in a dose dependent-manner (figure

S1C). These results clearly showed that isolated Tregs are functional.

Circulating CD4*CD25"""€"CD127/"°" Tregs possess the classical HCV entry receptors
Our first question was to highlight the presence of HCV entry receptors on isolated Tregs. Recent

evidences have suggested that circulating immune cells may express some protein receptors associated
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3233 These observations were further verified

with the entry of HCV, indicating a possible immunotropism
in the present study where isolated Tregs display messenger RNA expression of CD81, Claudinel (CLDN1),
and low density lipoprotein receptor (LDLR) (FigurelA). CD81 and LDLR RNA expressions seem to be higher
in Tregs compare to control Huh7 whereas SCARB1 and CLDN1 RNAs expressions are respectively lower and
similarly expressed (Figure 1A). These transcriptomic results were confirmed with three different protein
analyses (FACS, IF and WB) that clearly indicate the presence of CD81, CLDN1 and LDLR HCV entry receptors
on Tregs, PBMC and Huh7 used as control (Figure 1B, C and D). In addition, our study reveals that Tregs
possess HCV entry coreceptors such as EGFR, OCLDN, CD5 and TLRs (Figure S2 and S3). Further experiments

also show that HCV inoculation may increase the expression of entry receptors and coreceptors on Tregs

and (Figure S3). These experiments suggest that Tregs could potentially interact with HCV.

HCV viral proteins E1, E2, Core and NS5A can be detected within Tregs

Some studies have suggested that peripheric immune cells may internalized the HCV virus *. To
visualize HCV internalization into CD4"CD25""&"cp1277/°" Tregs, we performed IF assay on Tregs compared
to Huh7 used as control. As shown in Figure 2, HCV structural viral proteins Core, E1 and E2 as well as the
non-structural viral protein NS5A were detected in HCV inoculated Tregs while non-inoculated Tregs did
not (Figure 2A). These experiments were further confirmed by WB analyses demonstrating that viral
proteins can be detected into Tregs after HCV inoculation (Figure 2B). These data suggest that HCV can be

internalized into human Tregs.

HCV inoculation significantly modifies the suppressive phenotype of Tregs
Previous work have shown an increased of intra-hepatic and blood Tregs frequency in HCV infected

patients® >

. However, the mechanism involved in the aggravation of the immunosuppressive
environment remains unclear. As shown in Figure 3, HCV inoculation significantly increases the expression
of Tregs suppressive phenotype (Figure 3). Indeed, Results showed that HCV inoculation increases the
MRNA expression of CD4, CD25 and FOXP3 at 3 hours post-inoculation (3H p.i) (Figure 3A) and CD4, CD25,

FOXP3, CTLA4 and LAG3 at 24H p.i (Figure 3B) with at least 5 fold change compare to control cells. In

addition, we observed an increased percentage of the suppressive phenotype CD4'CD25"8"CD127 within
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Tregs at 3H p.i (34.2% vs 13.4%) and 24H p.i (30.4% vs 17.2%) (Figure 3C). Further analyses reveal that
CD4+CD25"" T cells subset were 98.525% vs 99% and 91.275% vs 93.050% respectively at 3H p.i and 24H
p.i within inoculated Treg compared to non-inoculated cells (Figure S4A). In addition, CD25"8"CD127-
subsets were significantly higher in inoculated Treg (36.40% vs 18.78% and 28.175% vs 12.048%
respectively at 3H p.i and 24H p.i . (Figure 4B) compared to non-inoculated cells (Figure S4B). There was no

significant difference on CD4+CD25"e"

subsets within inoculated Treg compare to freshly isolated Tregs
neither at 3H nor at 24H p.i (Figure S4C). In addition, there was a significant increase of CD25"¢"CD127-
subsets, 36.40% vs 14.695% and 28.175% vs 14.695% respectively at 3H p.i and 24H p.i. within inoculated
Treg and freshly isolated Tregs (Figure S4D). These results were highlighted in 4 independent experiments
showing that HCV inoculations significantly increases percentage of highly Tregs CD4'CD25"¢"CD127 (Figure
3D). Moreover, extensive analyses reveal that HCV inoculation increases the expression of 22 markers

related to Treg phenotype (data not shown). Therefore, HCV inoculation seems to be associated with an

increase of Treg suppressive phenotype.

HCV inoculation improves the in vitro proliferative capacity of Tregs

Natural Tregs are also described as totally anergic in vitro due to their inability to express and
produce proliferative factor®. Hence, we analyzed the impact of HCVcc inoculation on Treg cell
proliferation. Both viability assay by cell counting and (*H)-thymidine incorporation assays showed that HCV
inoculation effectively increases CD4*CD25"8"CD1277°" Treg proliferation with time (Figure 4A, 4B and 4C).
To highlight the underlying mechanism, we performed transcriptomic analyses showing a decrease in the
expression of several molecules related to lymphocytes proliferation such as IL-2, IL-4, IL-15, BCL6
associated with an increase of the proliferative inhibitory factor BLIMP1 in Treg cell at 3H p.i (Figure 4D). In
contrast, at 24H p.i, there was an increase of all the proliferative factors especially /IL-2 and IL-15 by Tregs
(Figure 4E). Further experiments show an effective increase of IL-2 secretion at 48H p.i by Tregs (Figure 4F),

suggesting that HCV inoculation can favor the Treg proliferation.
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HCV inoculation increases the suppressive activity of Tregs

Natural Tregs suppress the immune responses principally through contact-dependant mechanisms
but also by the expression of many suppressive factors™. In our study, Tregs were previously cultured with
HCV particles for 24H or cultured with supernatant of non-infected Huh7 for negative controls. Then, we
made co-culture of PBMC and washed Tregs at 2:1 ratio for 48H in activated conditions. By (*H)-thymidine
incorporation assays, we demonstrate that HCV inoculation significantly increases the capacity of Tregs to
inhibit the PBMC proliferation (Figure 5A). Mechanistic analyses reveal that HCV inoculation increases the
expression of suppressive factors IL-2RA (CD25), IL-35 (EBI3 sub unit), Granzyme B (GZMB) and TGF-81 at
3H and 24H p.i (Figure 5B and 5C). Furthermore, we evaluated the secretion of immunosuppressive
cytokines. Results demonstrate that HCV inoculation increases the secretion of TGF-f1 at 48H p.i by Tregs
(Figure 5D) but did not change the IL-10 secretion (Figure 5E). Our study also shows that HCV inoculation
increases the gene expression and the effective secretion of several pro-inflammatory cytokine such as IL-
17 and IFNy by Tregs (Figure S5). These data clearly show that HCV not only improve Treg cell phenotype

but also increase its suppressive and harmful activity.

CD4*CD25"8"CD127 Tregs are recruited by infected human hepatic cells supernatants

To examine whether supernatants of in vitro infected PHHs could attract more Tregs than
supernatants of non-infected PHHs, Boyden chamber migration assays were performed. Natural Tregs
obtained from PBMC of healthy donors were placed in the upper chamber of a Boyden system (containing
a 5um pore size filter), while supernatants of PHH cultures were applied in the lower chamber. After 3H,
the number of Treg attracted was estimated. As shown in Figure 6A, both supernatants induced migration
of CD4'CD25"8"CD127 Tregs but the proportion and number CD4*CD25""CD127 Tregs was significantly
higher when using supernatant of infected PHHs. Importantly, Treg recruitment by infected PHHs was
comparable to the one induced by the positive control SDFla (Figure 6A, grey bars). Otherwise, no
significant differences have been observed between non-infected PHH supernatants and control medium
DMEM on Tregs recruitment (Figure 6A). In addition, when Tregs were previously cultured with HCV, there

was a significant increase of the recruitment regardless of the supernatant (Figure 6A). Transcriptomic
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experiments show that HCV infection increases the expression of several chemokines such as CCL20, CCL17
and CXCL16 by PHHs (Figure 6B). In addition, our analyses also reveal that HCV inoculation increases the
expression of corresponding chemokine-receptors such as CCR6, CCR4 and CXCR6 by Tregs at both 3H p.i
and 24H p.i (Figure 6C). Furthermore, we evaluated the effective secretion of 3 chemokines by PHHs and
results showed that HCV infection seems to increase the secretion CCL20 (Figure 6D, left panel) but do not
really change the secretion of CCL17 and CXCL16 (Figure 6E and 6F, left panels). Importantly, the addition of
neutralizing antibodies against CCL20, CCL17 and CXCL16 to the infected PHH supernatant significantly
inhibits the recruitment of Tregs (Figure 6D, 6E and 6F, right panels). These data strongly suggest that HCV-
infected hepatocytes promote the recruitment of Tregs to the liver. Other analyses revealed that IHFs
incubated with HCVcc do not exhibit increased chemo-attractant abilities, as demonstrated by similar
migration index as DMEM (Figure 7A) and no increased secretion of CCL20, CCL17 and CXCL16 upon HCV

inoculation (Figure 7B).

DISCUSSION

Tregs induce tolerance, reduce inflammation and modulate the immune response of the host in the

15-17

context of autoimmune pathologies, cancers or virus infections™". HCV infection is a persistent disease

and a leading cause of end-stage liver diseases including chronic liver disease, cirrhosis and hepatocellular
carcinoma”®. The severity of immune cell dysfunction during chronic HCV correlates directly with the

20, 27

progression of the disease™ “’. Recently, attention has focused on the contribution of Tregs to hepatitis C

progressionzo' 21 27

. Nevertheless, no study have addressed the direct impact of HCV on Tregs and the
mechanisms by which HCV might increase frequency of Tregs or improve their recruitment to the infected
liver are less known. In this study, we showed that CD4*CD25"e"cD1277" Tregs do have the classical HCV
entry receptors CD81, CLDN1, LDLR and coreceptors OCLN, EGFR, TLR2 and CD5. Intracellular
immunodetection of Core and NS5A viral proteins in our study suggest a probability of internalization of
HCV into Tregs because some of these proteins are expressed only after an effective viral internalization®.
We and another groups previously showed an increase in blood and intra-hepatic CD4'CD25" Treg and Trl

23, 25-27

cells in patients with chronic HCV infection . In the present study, we recorded that co-culture of HCV
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particles with Tregs induces a significant increase of Treg number by inducing the secretion of IL-2 and
promote their suppressive phenotype and activity. More interestingly, we reported that HCV infection
significantly increases the recruitment of Tregs by hepatocytes. Therefore, a direct impact of HCV on Tregs
contributes to the high prevalence of hepatitis C chronicity and persistence in infected patients.

The exact mechanisms involved in the failure of the host immune system to fight HCV remain
obscure. An intriguing hypothesis would suggest that HCV particles can modulate host immune response.
Isolation of a full length genome (JFH1) from serum of an HCV infected patient and its transfection into
human hepatoma cells line (Huh7) have lead to the production of cell-cultured HCV infectious viral particles
(HCV), without adaptive mutations, which are completely identical to entire HCV genome®. However, their
impact on human Tregs has never been investigated. In this study, we addressed the role of HCV
inoculation on CD4'CD25""CD1277°* Tregs and we use supernatant of non-infected Huh7 as negative
controls. By using both quantitative polymerase chain reaction, flow cytometry, immunofluorescence and
western blot assays, we have shown that CD4'CD25"8"CD1277°" Tregs express the receptors CD81,
claudine 1 (CLDN1) and low density lipoprotein receptor (LDLR) (Figure 1) which have been clearly

associated with HCV entry in host cells® *

. In addition, our study reveals that Tregs also express epidermal
growth factor (EGFR), occludine (OCLDN), CD5 and toll-like receptors 7/9 (Figure S2). TLR7/9 are
intracellular receptors that sense viral nucleic acid and CD5 have being recently described as the major HCV

entry receptor on T lymphocytes 3% *’

. Thus, their presence on freshly isolated human Tregs clearly
suggests that Treg can be inoculated by HCV. Furthermore, additional experiments showed an increased
gene expression of HCV entry receptors and coreceptors CD81, CLDN1, SCARB1, EGFR, OCLN, CD5 and
TLR4,7,8,9 on Tregs after HCV inoculation from the early stage of infection (Figure S3), suggesting that HCV
inoculation renders Tregs more sensitive to infection. However effective viral internalization wasn’t yet
proved. Here, we report that a significant percentage of CD4*CD25"8"CD1277°" Tregs were also stained
positive for HCV E1, E2, Core and NS5A proteins after HCV inoculation (Figure S2). Most of these viral
proteins are expressed only after HCV genome internalization®, thus, their detection in Tregs is an

indication of efficient HCV inoculation. These data correlates with studies showing that HCV successfully

bind and enter PBMCs*°.
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In order to investigate the potential of HCV entry to modulate the immune profile of Tregs, we
challenged human peripheral Tregs from healthy donors with HCV particles and we studied their
phenotypical and functional changes at various time points p.i in activated condition. We examined the
expression of selected inhibitory markers on the Tregs which are known to play important role in both
acute and chronic HCV infection®. Interestingly, CD4, CD25 and FOXP3 expressions on Tregs were elevated
at 3H and 24H p.i (Figure 3A, 3B), which is in accordance with the finding that CD4+CD25"¢"FOXP3+ Tregs
constitute the most suppressive phenotype of Tregs*'. We also found that Tregs highly express the
inhibitory markers CTLA-4 and LAG3 after HCV inoculation. This is consistent with previous studies
reporting that exhausted T cells expressed inhibitory markers in chronic HCV infection and that their
trafficking from intracellular vesicles to the cell surface determines T cell activation®’. Our study also
revealed that the surface expression of CD4 and CD25 markers on Tregs increase reaching significant levels
at 3H and 24H p.i, compared to the control group (Figure 3C, 3D). Interestingly, we recorded a concomitant
decrease of CD127 expression levels on Tregs (Figure 3) which is associated to the most suppressive Treg

43, 44

phenotype™ ™. This observation implies that HCV challenge potentially leads to loss of CD127 and leads to
increase of CD4, CD25 and FOXP3 expressions, leading to an exhausted Treg phenotype through CD25,
CTLA-4 and LAG3 expression. This exhausted phenotype has been extensively addressed by studying the
concomitant distribution of CD4/CD25 and CD25/CD127 markers on Tregs (Figure S4). Our study show an
increase percentage of CD4+CD25"" and CD25"8"CD127- within Tregs at 3H and 24H p.i, compared to non-
inoculated cells (Figure S4). Taken together, these observations support the idea that HCV inoculation
significantly increases the suppressive phenotype of Tregs. More surprisingly, our data revealed an increase
proliferation of in vitro activated Tregs at 24H, 48H and 72H p.i (Figure 4A, 4B, 4C). This was really suprising
because natural Tregs are often described as totally anergic in vitro due to their inability to produce
proliferative factors®. By transcriptomic analyses, we showed that HCV inoculation decreases the
expression of BLIMP1 and gradually increases the gene expressions of IL-2, IL-4, BCL6 and IL-15 (Figure 4D,

4E) closely related to T cell proliferation® *

. These data were confirmed by an effective secretion of the
proliferative cytokine IL-2 by Tregs, reaching significant levels at 48H p.i (Figure 4F), suggesting that HCV

inoculation profoundly alters the Tregs phenotype.
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Natural Tregs exert a remarkably strong suppressive activity on different components of the
immune system by both cell-to-cell contact mechanisms and immunosuppressive cytokine secretion™. In
HCV-infected patients, these mechanisms contribute to the inhibition of the host antiviral immune
response™®. However, neither the mechanism of this immune regulation, nor whether HCV can improve the
Treg suppressive activity is incompletely understood. In this study, we show that HCV inoculation
significantly increases the Treg suppressive activity on PBMC proliferation (Figure 5A). We inquired into the
mechanism underlying this inhibitory activity by evaluating the expression of several markers related to
Treg function. Results show an increased expression of IL-2RA (CD25), IL35 (EBI3), GZMB and TGF-81 at 3H
and 24H p.i (Figure 5B, 5C). Tregs also up-regulated the secretion of the immunosuppressive cytokine TGF-
B1 at 48H p.i (Figure 5D), which agree with previous reports in HCV-infected patient describing an increase
frequency of Tregs positively correlated to a decrease of the host-immune response'®. Another interesting
observation is that Tregs display an increased expression of /L-12, IL-17, IL-21 and IL-23 pro-inflammatory
cytokines after HCV inoculation both at 3H p.i and 24H p.i (Figure S5A, S5B). Moreover, at 48H p.i, Tregs
secrete larger amounts of IL-17 cytokine (Figure S5C) and this result is consistent with findings showing that
IL-17-secreting T cells are enriched within the liver of HCV infected patients*’. Furthermore, other studies
have shown that IL-17-producing human Tregs retain efficient suppressive function®. Taken together, our
data clearly suggest that by its suppressive and harmful inflammatory activity, Tregs worsen the
suppressive microenvironment and favor liver damages in HCV-infected patients.

This enrichment in the suppressive activity and frequency of Treg cell coincides with their high
recruitment by infected hepatic cells. Some studies have mentioned that HCV induces the expression of
chemokines that attract regulatory T cells to the site of infection, suggesting that HCV engenders an
immunosuppressive environment within the liver which impairs the activity of antiviral immune response >
. Nevertheless, little is known about the mechanisms by which HCV induces Tregs recruitment. By
performing Boyden chamber migration assays, we show herein that supernatant of infected primary human

hepatocytes (PHH) induce migration of CD4'CD25"¢"

CD127 natural Tregs and the number was substantially
greater when these Treg cell were previously incubated with HCV (Figure 6A). Importantly, Treg

recruitment by infected PHH was comparable to the one induced by the positive control SDFla and these
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recruitments were significantly higher compared to the one induces by control medium (DMEM) and non-
infected PHH supernatants respectively (Figure 6A). These data clearly show that hepatocytes favor the
recruitment of Tregs in HCV-infected patient. Furthermore, detailed experiments reveal that mRNA levels
of Treg-attractive chemokines like CCL17, CCL20 and CCLX16 ***° are increased in infected hepatocytes as
compared to non-infected hepatocytes (Figure 6B). In addition, mRNA expressions of corresponding
chemokines-receptors such as CCR4, CCR6 and CXCR6 were also shown on inoculated Treg (Figure 6C). In
addition, our data confirmed an increased secretion of CCL20 by infected PHHs and the addition of
neutralizing antibodies against CCL20, CCL17 and CXCL16 to the supernatant of infected PHH significantly
inhibits the recruitment of Tregs (Figure 6), suggesting that Treg recruitment to the liver can be favored by
these chemokines. Taken together, our observations are consistent with studies showing an increased

28, 49

recruitment of natural Treg to the liver in HCV-infected patients™ ™. We also addressed whether HCV may

influence the chemotactic potential of Intra-hepatic fibroblasts (IHF) which are other important liver cell

20 2L 30 Our results reveal no significant differences in the Treg recruitment between

components
supernatants of inoculated intra-hepatic fibroblasts compare to non-inoculated IHF supernatants as well as
no significant difference in the CCL20, CCL17 and CXCL16 secretion upon HCV inoculation (Figure 7). This
result is interesting because the permissivity of IHF to HCV is highly debated and their role in the hepatic
pathology may not be linked to the immune response but to the increase of fibrosis *°. Taken together, our
results show that the intra-hepatic Treg recruitment is essentially mediated by human hepatocytes which
are the principal target cells of HCV infection®.

Our study provides strong evidence that the HCV infectious particles have the potential to shape
the immune response by driving intra-hepatic Treg migration, increasing their Treg regulatory phenotype

and suppressive function and finally inducing Treg expansion. This may explain how HCV escapes from the

immune response.
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LEGENGS OF FIGURES
Figure 1. Treg cell possess the classical HCV entry receptors: CD81, CLDN1 and LDLR. Gene expression
analyses (Q-PCR) of receptors associated with HCV entry in host cells (A). Results are expressed as fold

change (27-AACt) and presented as means of 4 independent experiments + standard error of the mean
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(SEM) bars. Protein expression (FACS) of receptors related to HCV entry (B). Results are expressed in
histograms displaying the percentage of cells positive for protein labeling compared to isotype control.
Protein expression (IF) of receptors associated with HCV entry (C). Protein expression (WB) of receptors
linked to HCV entry (D). Analyses were performed on Huh7 (control), PBMC and Tregs. The images are

representative of at least 4 independent experiments.

Figure 2. HCV viral proteins E1, E2, Core and NS5A can be detected within Tregs. Huh7 and Tregs were
cultured in the presence or in the absence of cell cultured HCV particles (HCV). Tregs were handled in
activated condition in the presence of plate-bound anti-human CD3 mAb (1ug/mL) and soluble mouse anti-
human CD28 mAb (100ng/mL). 72h later, cells were either fixed or analyzed by IF (A) or lysed and analyzed
by WB (B). Analyses were performed on both Huh7 infected (positive control) or not (negative control) and
Tregs. For each IF experiment, the corresponding control is on the upper-left quadrant. The images

presented are representative of at least 4 independent experiments.

Figure 3. HCV inoculation increases the suppressive phenotype of Tregs. HCV inoculation affects CD4,
CD25, CD127, FOXP3, CTLA4 and LAG3 expression in activated Tregs at 3 hours post HCV inoculation (3Hp.i)
(A) and 24H p.i (B). Results are presented as means of 4 independent experiments of inoculated Tregs
(light grey bars) versus non-inoculated Tregs (dark bars). Gene expressions are normalized by using GADPH,
B-actin, 185 and HRPT mRNA as housekeeping-genes and result are expressed in fold change (27-AACt) +
SEM bars. (C) Representative dot plot of double stained CD4+CD25"" and CD25"¢" CD127 Tregs OH post
HCV inoculation (OH p.i), 3H p.i and 24H p.i. (D) Percentage expression (%) of CD4+CD25"" and
CD25"¢"CD127- Treg phenotype subsets after HCV inoculation in 4 independent experiments after HCV

inoculation at 3Hp.i and 24Hp.i.

Figure 4. HCV inoculation increases the in vitro proliferative capacity of Tregs. Treg cell proliferation was
measured by using [*H]-thymidine incorporation assay and cell counting assays at 24H (A), 48H (B) and 72H
(C) after HCV inoculation. Results are expressed in index of proliferation of inoculated Tregs (hatched
column) compared to non-inoculated (light column). Results are presented as mean values of triplicate

SEM bars of 4 independent experiments. Q-PCR analyses showed that HCV inoculation increases IL-2, IL-4,
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BLIMP1, BCL6 and IL-15 gene expressions in Tregs at 3H p.i, (D) and 24H p.i (E). Results are presented as
means of 4 independent experiments in inoculated Tregs (light grey bars) versus non-inoculated Tregs
(dark bars). Gene expressions are normalized by using GADPH, B-actin, 18s and HRPT mRNA as
housekeeping-genes and result are expressed in fold change (2"-AACt) + SEM bars. Secretion of the
proliferative cytokine IL-2 by Tregs after HCV inoculation over time (F). Results are expressed as mean of 3
independent experiment and presented in pg/mL + SEM bars comparing secretion by inoculated Tregs

(light grey bars) versus non-inoculated Tregs (dark bars).

Figure 5. HCV inoculation increases the suppressive activity of Tregs. Tregs were pre-incubated for 24h
with HCV before co-cultured with autologous PBMC at 2:1 ratio in activated conditions (A). Results are
expressed as mean values of triplicates of 3 independent experiments and presented in index of
suppression £ SEM bars. Mechanistic analyses highlight an increase expression of IL-2RA, IL-10, IL-24, IL-
12p35, EBI3, GZMB and TGF-B1 mRNA in inoculated Tregs at 3Hp.i (B) and 24H p.i (C). Results are presented
as means of 4 independent experiments in inoculated Tregs (light grey bars) versus non inoculated Tregs
(dark bars). Gene expressions are normalized by using GADPH, B-actin, 18 and HRPT mRNA as
housekeeping-genes and result are expressed in fold change (2°A-AACt) + SEM bars. Secretion of
immunosuppressive cytokine TGF-B1 (D) and IL-10 (F) was evaluated at different time point after HCV
inoculation on 3 independent experiments. Results are expressed in pg/mL + SEM bars comparing secretion

by inoculated Tregs (light grey bars) versus non-inoculated Tregs (dark bars).

Figure 6. Tregs are recruited by infected primary human hepatocytes supernatants. Treg cell recruitment
by primary human hepatocytes (PHH) was evaluated by Boyden chamber assay. In vitro infected PHHs
recruit more natural Tregs than non-infected PHHs (A). Results are expressed as mean values of
quintuplicate of 6 independent experiments and presented in index of migration of Tregs + SEM bars. Q-
PCR analyses show an increase of the expression of several chemokines associated with Treg recruitment
such as CCL20 or CXCL16 by PHH (B). Results are presented as means of 5 independent experiments on
infected PHH (light grey bars) versus non-infected PHH (dark bars). HCV inoculation also increases the

expression of corresponding chemokines receptors by isolated Tregs at 3H p.i and 24H p.i (C). All gene
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expressions are normalized by using GADPH, B-actin, 18s and HRPT mRNA as housekeeping-genes and
result are expressed in fold change (2”*-AACt) £ SEM bars of 5 independent experiments. Secretion of 3
chemokines CCL20, CCL17 and CXCL16 has been examined by ELISA (D, E, F). Results are expressed as mean
of 4 independent experiments and presented in pg/mL * SEM bars comparing secretion by infected PHH
(light grey bars) versus non-infected PHH (dark bars). The chemotactic potential of PHHs on
CD4+CD25"e"cD1277"°" Tregs was investigated in Boyden chamber assay, using DMEM medium as negative
control; h-rec-CCL20, h-rec-CCL17 and h-rec-CXCL16 as positive controls and PHH supernatant with specific
blocking anti-chemokines ((D, E, F). Results are presented as means of quintuplicate of 4 independent

experiments and presented in index of migration related to DMEM medium+ SEM bars.

Figure 7. Tregs cannot be recruited by primary human intra-hepatic fibroblasts even upon HCV
inoculation. Treg cell recruitment by in vitro inoculated primary human intra-hepatic fibroblast (IHF) was
evaluated by Boyden chamber assay (A). Results are expressed as mean values of quintuplicate of 2
independent experiments and presented in index of migration of Tregs + SEM bars. Secretion of
chemokines CCL20, CCL17 and CXCL16 has been examined by ELISA (B). Results are expressed as mean of 2
independent experiments and presented in pg/mL + SEM bars comparing secretion by inoculated IHF (light

grey bars) versus non-inoculated IHF (dark bars).
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Table | : Primer Sequences
Genes primer sequences

hCD81 Forward | TGTATCTGGAGCTGGGAGACAAG Reverse CCAGGAAGCCAACGAACATC
hSCARB1 Forward | ATGGAACTTCTGGGCAAAG Reverse CTTCAAACACCCCTGACTCC
hCLDN1 Forward | GGTCAGGCTCTCTTCATCGG Reverse GTTTTGGATAGGGCCTTGGT
hLDLR Forward | ACTGGTGTCAGAGGACCACC Reverse CAAAGGAAGACGAGGAGCAC
hOCLN Forward | GGCCTCTTGAAAGTCCACCTC Reverse CGAACATGCATCTCTCCACCA
hEGFR Forward | AGCTCTTCGGGGAGCAGCGA Reverse ACTCGTGCCTTGGCAAACTTTCT
hCD5 Forward | GAGCTCAATCATCTGCTACGGA Reverse TTGTCGTTGGAGGTGTTGTCTT
hTLR1 Forward | TGCTGCCAATTGCTCATTTG Reverse TGCAGACTCTCAGTGTTAAAGTCTTG
hTLR2 Forward | TTGTGACCGCAATGGTATCTG Reverse TGTTGGACAGGTCAAGGCTTT
hTLR3 Forward | CAAATTAAAGAGTTTTCTCCAGGGTG Reverse ATTCCGAATGCTTGTGTTTGCT
hTLR4 Forward | CCCGACAACCTCCCCTTCT Reverse TGCCCCATCTTCAATTGTCTG
hTLR5 Forward | ACATGGTGCTGGAGATACTAGATGTT Reverse TGGTGGGCAAGAATCAAAGAG
hTLR6 Forward | CCCTGCCCATCTGTAAGGAA Reverse AGTGAGCAATTGGCAGCAAA
hTLR7 Forward | TGGAAATTGCCCTCGTTGTT Reverse CTGTCAGCGCATCAAAAGCAT
hTLR8 Forward | GCCAAGCTCCCTACGCAAA Reverse CAAGGCACGCATGGAAATG
hTLR9 Forward | CTAACACAGCTGCGCAAGCT Reverse CTCATCGAGTGAGCGGAAGAA
hCD4 Forward | GGGAAATCAGGGCTCCTTCTTA Reverse TGGTCCCAAAGGCTTCTTCTT
hCD25 (IL2RA) Forward | GGGACTGCTCACGTTCATCA Reverse TTCAACATGGTTCCTTCCTTGTAG
hCD127 Forward | GCAAGATACGTTTCCTCAGCAAC Reverse TCCAAAGCTTTCTGGAGTGATGA
hFOXP3 Forward | TCACCTACGCCACGGTCA Reverse CACAAAGCACTTGTGCAG
hCTLAT4 Forward | TTCTTCTCTTCATCCCTGTCTTCT Reverse GAGATGCATACTCACACACAAAGCT
hLAG3 Forward | TGGCTTCAACGTCTCCATCA Reverse CCCACCCTGGAACCTGCT
hiL2 Forward | ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTAC Reverse TCCAGAGGTTTGAGTTCTTCTTCTAGA
hiL4 Forward | CACAAGCAGCTGATCCGATTC Reverse TTCCAAGAAGTTTTCCAACGTACTC
hBLIMP1 Forward | GACGGGGGTACTTCTGTTCA Reverse GGCATTCTTGGGAACTGTGT
hBCL6 Forward | CTGCAGATGGAGCATGTTGT Reverse CACCCGGGAGTATTTCTCAG
hIL15 Forward | TTTCCATCCAGTGCTACTTGTGTT Reverse CATTCACCCAGTTGGCTTCTGT
hiL10 Forward | GAGAACCAAGACCCAGACATCAA Reverse CCACGGCCTTGCTCTTGTT
hiL24 Forward | AAGCCTTCTGGGCTGTGAAA Reverse TGTGGACAAGGTAACAGCTCTCA
hiL12A (IL12p35) | Forward | CCTTCACCACTCCCAAAACCT Reverse TGGTAAACAGGCCTCCACTGT
hEBI3 Forward | CCCCGCCACTGCCACAATGA Reverse GCCCTCCAACAGGTGTCCCG
hGzmB Forward | CGCCCCTACATGGCTTATCTT Reverse CCCCCAAGGTGACATTTATGG
hTGFB1 Forward | CGAGCCTGAGGCCGACTAC Reverse CGGAGCTCTGATGTGTTGAAGA
hiL1R Forward | CCACAAGGCCTGTGATTGTG Reverse TCAACTGGCCGGTGACATTA
hIL6 Forward | ATGTAGCCGCCCCACACA Reverse CCAGTGCCTCTTTGCTGCTT
hiL12(I1L12p40) Forward | CTTTCTAAGATGCGAGGCCAAG Reverse AGAGGTGTAGCACTCCGCAC
hiL17 Forward | TCCTGGGAAGACCTCATTGG Reverse AGAATTTGGGCATCCTGGATT
hiL21 Forward | GATCGCCACATGATTAGAATGC Reverse AGGAAAAAGCTGACCACTCACAGT
hiL23 Forward | GTGGGACACATGGATCTAAGAGAA Reverse AAATCAGACCCTGGTGGATCCT
hiFNy Forward | ATGTAGCGGATAATGGAACTC Reverse GACATTCAAGTCAGTTACC
hTNFa Forward | ATCTTCTCGAACCCCGAGTGA Reverse GGAGCTGCCCCTCAGCTT
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hCCL2 Forward | GCTCATAGCAGCCACCTTCATT Reverse ACTTGCTGCTGGTGATTCTTCTATA
hCCL3 Forward | ATGGCTCTCTGCAACCAGTTCT Reverse CGTCTCAAAGTAGTCAGCTATGAAATTC
hcCL4 Forward | GACTGTCCTGTCTCTCCTCATGCTA Reverse AAGCTTCCTCGCGGTGTAAGA
hCCL7 Forward | ATGGCTCTCTGCAACCAGTTGT Reverse CGTCTCAAAGTAGTCAGCTATGA
hCCL17 Forward | GGGCTTCTCTGCAGCACATC Reverse GGTACCACGTCTTCAGCTTTCTAA
hCCL20 Forward | GGGCTTCTCCTGGCTGCTTTG Reverse GAATACGGTCTGTGTATCCAAGACA
hCCL22 Forward | TTGCTGTGGCGCTTCAAG Reverse CAGACGGTAACGGACGTAATCAC
hCXCL9 Forward | GGCATCATCTTGCTGGTTCTG Reverse GGTGGATAGTCCCTTGGTTGGT
hCXCL11 Forward | TTGGCTGTGATATTGTGTGCTACA Reverse TGCCACTTTCACTGCTTTTACC
hCXCL16 Forward | ACACGAGGTTCCAGCTCCTTT Reverse CAATCCCCGAGTAAGCATGTC
hCCR2 Forward | GATCTGCTTTTTCTTATTACTCTCCCA Reverse TCCGCCAAAATAACCGATGT
hCCR3 Forward | GGTACCACATCCTACTATGATGACGT Reverse CCACAGTGAACACCAGGGAGT
hCCR4 Forward | CCACCCTCGATGAAAGCATATAC Reverse TGCCTTGATGCCTTCTTTGG
hCCR5 Forward | GTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATT | Reverse CGGGCTGCGATTTGCTT
hCCR6 Forward | GTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATT | Reverse -CGGGCTGCGATTTGCTT
hCXCR3 Forward | TCTTCCTATGACTATGGAGAAAACGA Reverse CGGTCGAAGTTCAGGCTGAA
hCXCR4 Forward | TCATGGGTTACCAGAAGAAACTGA Reverse GAAGTTCCCAAAGTACCAGTTTGC
hCXCR6 Forward | ACTATGGGTTCAGCAGTTTCAATG Reverse CAGGTACATGCAGGGCAGAA
hB-actine Forward | CACGGCATCGTCACCAACT Reverse GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC
hGAPDH Forward | GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG Reverse GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC
hHRPT Forward | CCCTGGCGTCGTGATTAG Reverse ATGGCCTCCCATCTCCTT
hUBI Forward | CCGACCACAGTGGCTATGC Reverse CCTCTTTTAATATCTCCAGGCTTGA
h18Ss Forward | TCAAGAACGAAAGTCGGAGG Reverse GGACATCTAAGGGCATCACA
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SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS

Flow Cytometry Analysis

Immune cell phenotypes were analyzed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer
powered by CellQuest Pro software (Becton Dickinson, USA). The harvested cells (1.10°) were washed with
PBS and labeled with fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies (mAbs). For the detection of cell
surface human immune-antigens, samples were incubated 15 min, in the dark and at room temperature
with the following antibodies: Mouse anti-human CD4-phycoerythrin(PE)-cyanin(Cy)5 (BD Pharmingen,
USA), Mouse anti-human CD25-PE (Miltenyi Biotec, Germany) and Mouse anti-human CD127-fluorescein
isothiocyanate (FITC) (Clinisciences, France), according to the manufacturer’s instructions.

For the detection of the cell surface HCV-protein receptors, we proceed through indirect staining.
Cells were first stained with diluted primary monoclonal or polyclonal antibodies, 40 min at room
temperature. The antibodies used were: polyclonal rabbit anti-CD81 (5A6) (provided by Shoshana Levy,
Stanford university, USA); polyclonal rabbit anti-Claudine-1 (Invitrogen, USA); monoclonal mouse anti-
Occludine (Life Technologies, France); monoclonal Rabbit anti-SR-BI (Abcam, France); monoclonal mouse
anti-LDLR (Santa Cruz Biotechnology, USA) and monoclonal mouse anti-phospho-EGF Receptor (Cell
Signaling Technology, USA). Secondly, specific secondary antibodies conjugated with fluorochromes were
used for protein detection (anti-mouse-FITC or anti-rabbit-FITC) (Jackson ImmunoResearch, UK).

After inoculation, labeled cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Santa Cruz
Biotechnology, USA) before flow cytometry analysis. For each assay, appropriate isotype control mAbs
were used for marker settings and the non-labeled fractions were used as controls. The results obtained
were analyzed under Flow Jo software (Tree Star Inc., USA). Results presented here are the most

representative of 5 independent experiments.

Cell Activation and Proliferation Assays

Proliferation assays were set up with 1.10° PBMC or 5.10" Treg in round bottom 96-well plates
(Nunc, Danemark) and cultured for 48 hours in RPMI-1640 medium (Invitrogen, France) suplemented with
0.02mM L-Glutamin, 0.02mM of sodium-pyruvate, 100U/mL of penicillin, 100 pg/mL of streptomycin and
10% of human AB Serum (BioWest, France). Cells were previously activated with plate-bound anti-CD3 mAb
(1ug/mL) (provided by A. Tsicopoulos, France) incubated at 37°C 2 hours before the culture and soluble
mouse anti-human CD28 mAb (100ng/mL) (Clinisciences, France) was added extemporaneously.
Proliferation was measured after [methyl-3H]-thymidin (1 Ci/well; GE Healthcare, France) addition for the
last 18 hours. After 48h of culture cells were harvested on glass fiber filter (Wallac, Finland) using Tomtec
harvester (Wallac). The filter was then sealed in a sample bag after drying and addition of scintillation liquid
(Beckman Coulter). Radioactive thymidine, incorporated into replicated cellular DNA by proliferative cells,

was detected by scintillation counting using a 1450 Trilux B-counter (Wallac). Each proliferation assay was
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carried out in triplicate and estimated in count per minute (cpm) and results were normalized compared
with non-treated conditions. Results were expressed as proliferation index with mean values and standard

error of at least 3 independent experiments.

Cell Suppression Assay (Mixed Leukocyte Reaction)

Suppressive activity of Treg was measured by their ability to inhibit the proliferative responses of
activated autologous PBMC in mixed leukocyte reaction (MLR). Assays require a co-culture of 1. 10° PBMC
and 5.10° Tregs (ratio 2:1) in round bottom 96-well plates for 48 hours at 37°C 5%CO,. Cells were activated
with anti-CD3 mAb and anti-CD28 as previously described. Inhibition of PBMC proliferation induced by Treg
was measured as described above. Tregs cultured with non-infected supernatant of Huh7 (non-inoculated)
were used as control. Each assay was performed in triplicate and the results were expressed with mean

values and standard error either in cpm or in Suppression index.

Cell Viability Assay

Treg viability and proliferation were also assessed by cell-counting measurement evolving Trypan
Blue exclusion test. Briefly, 5.10* Tregs were cultured and activated in the same conditions as for the
measurement of proliferation. After 24, 48 or 72 hours of culture, 1 volume of a vital azoic dye trypan blue
solution 0.4% (Sigma Aldrich, USA) is added to 1 volume of cell suspension. After 3 minutes, the mixture is
deposited on a Thomas (Watson, Japan) or KOVA slides (HYCOR BIOMEDICAL LTD, UK) for microscopy
analysis. Counting was done in triplicate by at least two different persons and the results expressed as

proliferation index.

Cell Lysis Assay

PBMC lysis was measured with the Kit CytoTox-Glo Assay (Promega, USA) according to the
manufacturer instructions. Briefly, tests were carried out using co-culture of 1.10° PBMC and 5.10"
autologous Tregs at different ratios (2:0.5; 2:1; 2:2). Culture and activation were done as described above.
A first measurement of luminescence was made on LB960-luminometer (Centro-Berthold Technologies,
France), and is proportional to the partial lysis of PBMC induced by Treg. Then PMBC total lysis induced by
digitonin (Kit) resulted in a second measurement of luminescence. According to manufacturer’s instruction,
cytolysis was calculated by subtracting the background value from the mean value of the partial PBMC lysis
and Cell viability was obtained by subtracting cytolysis from the mean value of total PBMC lysis. Finally, the
percentage of PBMC lysis was given by the ratio Cell viability over mean value of total PBMC lysis with the
subtraction of background value. Tests were performed in triplicate and results were expressed as

percentage of PBMC lysis.

Immunofluorescence

Antibodies:
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For the detection of HCV protein receptors on isolated cells, the primary antibodies used were the

same as those used for flow cytometry. For the detection of HCV viral proteins within inoculated cells: we
used the following primary monoclonal antibodies: Rat anti-E2 (3/11); Mouse anti-E1 (A4) (provided by
J.Dubuisson team, France), Mouse anti-CORE (Thermo Scientific, USA) and Rabbit anti-NS5A (Abcam,
France). The secondary Abs were the following: goat anti-rabbit Alexa Fluor 488, goat anti-rabbit Alexa
Fluor 555, goat anti-mouse Alexa Fluor 488, goat anti-mouse Alexa Fluor 555 (Life technologies, France) and

Donkey Anti-Rat IgG Cy™3 (Jackson ImmunoResearch, UK).

Cell Labelling:
5.10° Inoculated immune cells were fixed with 4%PFA before plated on slides by centrifugation (Cytospin 4
ThermoShandon, France). Infected Huh-7 cells, in contrary, were directly cultured on 12-mm glass cover
slips before being fixed also. Cells were then permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PBS (Life
Technologies, France). Both primary and secondary antibodies incubations were carried out in PBS
containing 1% BSA, 2 hours at room temperature. For double-label immunofluorescence with primary
antibodies from different species, different conjugated secondary antibodies were used. Nucleus was
stained with 4’6’-diamidino-2-phenylindole (Sigma Aldrich, USA). Slide and blade assembly was done with
Mowiol (Polysciences, Germany) and the slides were kept in the dark at 4°C. A witness not marked with
primary Ab was done to eliminate background noise due to nonspecific bindings of secondary Ab. Infected
Huh7 served as positive controls. Slide analyses were done under Zen software (Carl Zeiss, France) on either
confocal microscopy LSM780 (Carl Zeiss) or Axiolmager Z1 upright microscope (Carl Zeiss) equipped with an

ApoTome unit for fluorescence image acquisitions.

Real-Time Quantitative PCR assays

RNA extraction from primary immune cells
PBMC and Tregs were incubated with HCVcc at different time point (3, 24 and 48 hours). The non-
inoculated cells were used as negative controls. RNA extraction was performed using at least 7.10° cells
with the RNeasy Mini Plus Kit (QIAGEN, Germany) according to manufacturer’s instructions. The cellular dry
pellet was lysed in RLT Buffer supplemented with 1% B-mercaptoethanol (Sigma Aldrich, USA). Genomic
DNA and cell debris were discarded by adding 70% Ethanol (VWR PROLABO Chemicals, France) and total
RNA was eluted using DNase-RNase-free distilled water (Invitrogen, USA).

RNA extraction from primary hepatic cells and cell lines :

I™ reagent (Invitrogen, USA) as described

RNA extraction from HH, HIF and Huh7 was performed using Trizo
by the manufacturer. Briefly, 5.10°cells were lysed in Trizol solution with 5min of incubation at room
temperature. The separation of different liquid phases was achieved by adding Chloroform (PROLABO
Merck Eurolab, France). Total RNA was then immunoprecipitate by adding isopropanol (ACROS Organics,
USA). The RNA pellet was finally washed twice with 75% ethanol (CARLO ERBA Reagent, France) and

dissolved in DNAse-Rnase-free distilled water (Invitrogen).
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Before reverse transcription, we performed a DNAse treatment by using the kit Message clean
(GenHunter Corp, France). RNA concentration, integrity and purity were measured by A260/280
spectrophotometry measurement on Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, France) and 1% agarose gel

electrophoresis (Invitrogen, USA). Extracted RNAs were stored at -80°C until further use.

MRNA Reverse Transcription:

Synthesis of the complementary DNA (cDNA) was achieved using the Reverse Transcriptase kit
Superscript™ Il (Invitrogen, USA). 500ng to 2ug of total RNA were supplemented with 5pL of a master mix
consisting of oligo dT (Roche Diagnostic, France), RNAsin (Promega, France) and DNAse-Rnase-free distilled
water (Invitrogen) followed by 10min of incubation at 70°C. After 5 minutes at room temperature, 10 pL of
the following mix were added: dNTPs (Amersham Biosciences, UK), RNAsin, buffer 5X, dithiothreitol and
Superscript Il (Invitrogen, USA). The reaction was then followed by an initial incubation step of 1 hour at
45°C with a second incubation of 5 min at 95°C. Residual RNAs were removed with RNase H treatment
(Promega, France) for 20 min at 37°C. Finally, ultrapure distilled water (Life Technologies, France) was

added to obtain a cDNA final concentration of 10ng/uL stored at -20°C until further use.

Mx3005PTM Sequence Detection System:

Primers were specifically designed for the Q-PCR and allowed the amplification of the genes
encoding a set of markers associated with Treg, PBMC, HH and FIH. The List of all primers is resumed in the
Table 1. The results are normalized with 4 housekeeping genes (HKG): G3PDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate
DeHydrogenase), HPRT (Hypoxanthine guanine PhosphoRibosyl Transferase), -actin and Ubiquitin.

Transcripts were quantified using optical 96 well reaction plates (Eurogentec, Belgium) incubated in
the Mx3005P™ sequence detection system (Agilent technologies, France). Q-PCR were performed with the
kit MESAGREEN ¢gPCR MasterMix PLUS for SYBR Assay (Eurogentec, Belgium) according to the
manufacturer’s instructions. Each reaction well contains: 10 ul of sense and and non-sense primers at
0.1uM, 9uL of 2X reaction buffer MESA GREEN and 1uL (12ng) of cDNA. The PCR program included initial
denaturation and MeteorTaq activation for 5 min at 95°C, followed by 45 standard amplification cycles
consisting of 15 sec at 95°C (denaturation) and 1 min at 60°C (annealing and elongation). The fluorescence
intensity is measured at the end of each elongation cycle and a melting curve analysis was carried out
immediately after amplification, in accordance with the manufacturer’s instructions.

Data Expression:

Q-PCR reactions were used to quantify the gene expression modification of cell markers on immune
and hepatic cells. The quantitative analysis was achieved by using the cycle threshold (C;) value for each
well calculated with MxPro Software. Each individual value was normalized by using the mean of the 4 HKG
according to the standard AC; method: AC;= Ci-Crye. The expression of each gene in inoculated group is
then compared to its expression in the reference non-inoculated group leading to AACT. The fold change or

quantitative relative gene expression was obtained by using the 2" method (Livak, et al., 2001).
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Western Blot Analysis

Different cell subsets were incubated with HCVcc at different time point (24h, 48h and 72 hours).
The non-inoculated cells were used as controls. After washing, cells were lysed 15 min on ice, in Protein
Extraction Reagent Cytobuster buffer (Novagen EMD Chemicals, USA) supplemented with Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, USA) and Phosphatase inhibitor cocktail (Thermo Scientific, USA). For
Huh7, protein extraction was performed by using a RIPA buffer consisting of 0.5% Triton X100, 150mM
NaCl, 2mM EDTA, 10mM Tris H, 50mM PMSF and 50uM TPCK (Roche diagnostic, France) supplemented
with protease inhibitors. Protein concentrations were measured using colorimetric Bio-Rad Protein Assay
according to manufacturer’s instructions (BioRad Laboratories, Germany) and the protein absorbance was
read with Multiskan spectrophotometer (ThermolLabsystems, France) at 595 nm. Total cell extracts were
then analyzed by Western blotting. Briefly, 30ug of total proteins were separated by SDS-PAGE
electrophoresis using precast 4-12% gradient gels (Life technologies, France) in standard conditions except
when planning detection of CD81, LDLR and E1 which require non-reducing conditions. Migration was
performed in a MOPS SDS Running buffer (Life Technologies, USA), then proteins were transferred on
nitrocellulose Hybond-C Extra membranes (Amersham Biosciences, UK) with a transfer buffer containing
Tris-Gly 1X (Euromedex, France), Methanol (VWR Prolabo, France) and deionized water. The nitrocellulose
membrane was saturated for 1 hour at room temperature in blocking buffer containing PBS, Tween 20
(BioSolve BV, France) and 5% Milk (Régilait, France). The membrane was incubated overnight at 4°C with
the primary antibodies directed against CD81, Claudinel, SRBI, LDLR, Occludine, EGFR, E1, E2, CORE and
NS5A. This was followed by 1 hour incubation at room temperature with peroxydase-conjugated secondary
antibodies (anti-mouse or anti-rat or anti-rabbit, 1:10000) (GE Healthcare, USA). Specific protein signals
were visualized by using Western Lightning Plus-Enhanced Chemiluminescence Substrate kit (PerkinElmer,

USA) and detected in Luminescent Image Analyser LAS3000 (Fujifilm Global, USA).

Cytokine detection (SANDWICH ELISA)

Supernatants of all cell cultures were harvested and kept at -80°C for cytokine assays. Cytokine
secretions of IL-10, TGF-B1, IL-2, IL.-17 and chemokines production of TARC, MIP3a and CXCL16 were
determined by Sandwich ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) method. Briefly, purified primary
antibodies were coated overnight at 4°C in flat bottom 96-well plates (NUNC, Danemark) before incubation
with samples. The corresponding biotinylated antibodies were added for protein detection. The reaction
was amplified with Streptavidine-peroxydase (Interchim, UK). Cytokines concentration was finally
highlighted with the addition of OPD (Sigma-Aldrich, USA). After development, the plates were read in
Multiskan spectrophotometer at 492 nm. The purified and biotinylated antibodies used were the following:
Mouse anti-human IL-2, Rat anti-human IL-10, Mouse anti-human IL-17, Rat anti-human TGF-f1 (BD
PharmingenTM, USA), Rabbit anti-human CXCL16, Rabbit anti-human CCL17 (TARC) and Mouse anti-human
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CCL20 (MIP-3a) (PeproTech, France). Results were expressed in pg/mL as the mean of duplicate wells after
subtracting background values.

LEGEND OF SUPPLEMENTARY FIGURES

Figure S1. Phenotypic and functional characterization of freshly isolated natural regulatory T cells.
Representative dot plot of triple stained CD4+CD25""e"cp1277/°" Tregs after magnetic bead-isolation of 10
independent experiments (A). Based on CD4 and CD25 protein expression, the number in the upper-right

"e" Tregs which is superior to 95%. More than 94% of these

quadrant indicates the percentage of CD4'CD25
freshly isolated Tregs are CD25""CD1277° (upper-left quadrant). The suppressive activity of Tregs was
addressed by using a model of lymphocyte reaction (MLR) by co-culture of autologous PBMC and Tregs at a
2:1 ratio in activated condition in the presence of plate-bound anti-human CD3 mAb (1ug/mL) and soluble
mouse anti-human CD28 mAb (100ng/mL). Proliferation was measured using [*H]-thymidin incorporation
assays during the last 18 hours and values were obtained as counts per minute (cpm). Assays were
performed after 48h and results revealed that isolated Tregs possess immunosuppressive capacity and
significantly decrease of PBMC proliferation for around 24% (B). These representative results of 10
independent experiments are expressed as mean of cpm values of triplicate * standard error of the mean
(SEM) bars. The ability of Tregs to induce PBMC cells lysis was assessed by using a metabolic assay by co-
culture of autologous PBMC and Tregs at 2:0, 2:1 and 2:2 ratios in activated condition (C). PBMC lysis
percentage was measured by luminescence and normalized with the plate background value. Assays were

performed after 48h of PBMC culture with Tregs. Tests were performed in duplicate in 3 independent

experiments and results were expressed as percentage of PBMC cell lysis + SEM bars.

Figure S2. Treg cell possess the HCV entry coreceptors OCLN and EGFR. Transcriptomic analyses of
coreceptors OCLN and EGFR associated with HCV entry in host cells (A). Results are expressed as means of
3 independent experiments and presented as fold change (27A-AACt) + SEM bars. Gene expressions are
normalized by using GADPH, B-actin, 185 and HRPT mRNA as housekeeping-gene before being reported to
Huh7. Protein expression of OCLN and EGFR related to HCV entry was assessed by IF, FACS and WB (B).

These images are representative of at least 3 independent experiments.
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Figure S3. Impact of HCV inoculation on receptor and coreceptor gene expressions by Tregs. Tregs were
handled in activated condition and were cultured in the presence or in the absence of HCVcc. 3H and 24H
later, mRNA were extracted for transcriptomic analyses. Gene expressions of HCV receptor (CD81, CLDN1,
SCARB1, LDLR, EGFR, OCLN, CD5) are expressed as means of 3 and 5 independent experiments (respectively
3H p.i and 24H p.i) (A, B). Gene expressions of entry coreceptors (TLR1-9) are expressed as means of 3 and
4 independent experiments (respectively 3H p.i and 24H p.i) (C, D). These gene expressions are normalized
by using GADPH, B-actin, 18s and HRPT mRNA as housekeeping-gene before being reported to non-

inoculated Tregs (black bars). Results are representative of presented as fold change (2*-AACt) + SEM bars.

Figure S4. Impact of HCV inoculation on the frequency of suppressive Treg phenotype. FACS analyses
were performed to evaluate the impact of HCV inoculation on the frequency of suppressive Tregs.
CD4+CD25"" and CD25"8"CD127- T cells subsets were quantify between inoculated Tregs (light grey bars)
vs non-inoculated Tregs (black bars) at both 3H p.i and 24H p.i (A, B). We also quantify these subsets
between inoculated Tregs (light grey bars) vs freshly isolated cells (black bars) at both 3H p.i and 24H p.i (C,
D). Results are expressed as means of percentage of the double stained population of 4 independent

experiments £ SEM bars.

Figure S5. Impact of Tregs on the development of liver inflammation after HCV inoculation. Tregs were
handled in activated condition and were cultured in the presence or in the absence of HCV particles. Gene
expression of inflammatory factors IL-1R, IL-6, IL-12, IL-16, IL-21, IL-23, TNFa and IFNy are expressed as
means of 3 and 5 independent experiments (respectively 3H p.i and 24H p.i) (A, B). These gene expressions
are normalized by using GADPH, B-actin, 18s and HPRT mRNA as housekeeping-gene before being reported
to control and results are presented as fold change (22-AACt) £ SEM bars comparing inoculated Tregs (light
grey bars) versus non-inoculated Tregs (dark bars). Secretion of inflammatory cytokine IL-17 (C) and IFNy
(D) were investigated by ELISA assays. Results are expressed as mean of 3 independent experiment and
presented in pg/mL £ SEM bars comparing secretion by inoculated Tregs (light grey bars) versus non-

inoculated Tregs (dark bars).
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ARTICLE 3

Le Virus de I’Hépatite C Favorise I’Emergence des Lymphocytes T Régulateurs Induits.

Hepatitis C Virus promotes the Emergence of induced Regulatory T Cells.

En préparation

Laurissa Ouaguia, Olivier Moralés, Czeslaw Wychowski, Samah Sfaxi, Manon Devreese, Jean

Dubuisson, Yvon Calmus, Filomena Conti, Nadira Delhem.

Mots clés: Virus de I’hépatite C, Lymphocytes T régulateurs induits, Immunosuppression,

Conversion, 1L-10.

Résumé: L hépatite C est une maladie chronique pouvant évoluer vers la cirrhose et vers le

139
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carcinome hépatocellulaire (CHC). De nombreuses études, dont les nétres, attribuent la chronicité
de I’hépatite C, en partie, a I’action des lymphocytes T régulateurs humains qu’ils soient naturels
(Treg) ou induits (Trl ou Th3). En effet, des travaux antérieurs de I’équipe ont décrit une
augmentation de la fréquence intra-hépatique des Trl au cours de I’évolution de la I’hépatite C vers
la cirrhose et le CHC chez un patient chronique VHC+ et nous avons également décrit une
augmentation de la fréquence des Trl chez les patients développant une récidive sévére de
réinfection du greffon (apres transplantation pour cause virale C) comparés aux patients sans
récidive ou avec récidive minime. Ainsi, I’issue de I’hépatite C semble corrélée a la présence des
lymphocytes T régulateurs induits (iTreg). L’enjeu fondamental de ce travail a été de déterminer si
le virus de I’hépatite C pouvait induire I’émergence d’iTreg (Th3 ou Trl) a partir des lymphocytes
T conventionnels (Tconv) et favoriser, ainsi, I’aggravation de I’hépatite C.

Materiels et Méthodes : Les lymphocytes T conventionnels ont été isolés a partir de
cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) provenant de poche de sang de donneur sains
apres signature d’un consentement éclairé de participation (CPP-EFS). Aprés isolement, ces Tconv
sont phénotypiquement caractérisés par cytométrie en flux. On obtient ainsi une fréquence des
Tconv représentant environ 15 a 20% des PBMC avec une pureté de I’ordre de 93%. Les Tconv
isolés ont par la suite été mis en culture avec des particules VHCcc/JFH1 ou en culture dans du
milieu DMEM récoltés apreés plusieurs passages de Huh7 non-infectés. Ces particules virales sont
obtenus dans le cadre d’une collaboration avec I’équipe du Pr J. Dubuisson qui a obtenu un accord
d’utilisation du réplicon de taille compléete JFH1 du virus de I’hépatite C. Ces particules virales ont
été utilisées pour mimer I’action du virus de I’hépatite C. Ainsi, les Tconv isolés ont été inoculés in
vitro par les particules virales de VHC a une MOI de 0.4 correspondant a environ 2 virus pour 5
cellules. L’expression des marqueurs cellulaires associés au phénotype des différentes populations
d’iTreg a été évaluée par RT-Q-PCR et par cytométrie en flux (FACS). Par ailleurs, la capacité de
ces cellules converties a supprimer la réponse immune, a été mise en évidence par un test de
suppression (MLR) par incorporation de la thymidine tritiée. L’expression des marqueurs associés a
la fonction suppressive des iTreg a également été analysée par RT-Q-PCR ainsi que la sécrétion des

cytokines immunosuppressives par ELISA.

Résultats et discussion : Nos resultats de cytométrie en flux montrent que les Tconv isolés
sont a 90% CD4+CD25- et a 98% CD127+. Par ailleurs, nos analyses révelent que plus de 97% des
Tconv isolés sont CD4+CD18+CD49b-LAG3-. Nos resultats sont conformes avec les données de la
littérature qui montrent que les Tconv non activés sont caractérises par I’absence d’expression du
CD25 et par une sur-expression du CD127. Concernant le CD18, c’est un marqueur tres ubiquitaire

et peut-étre retrouvé sur I’ensemble des lymphocytes T comme des Tconv. Par la suite, nous avons
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analyseé I’expression génique d’un ensemble de marqueurs associés au phénotype des différentes
populations de lymphocytes T régulateurs induits. Ainsi, nos résultats ont montré que I’inoculation
des Treg avec le VHC, augmente I’expression du CD18 (ITGB2), CD49b (ITGA2), CTLA4, OX40
(TNFRSF4), BLIMP1 (PRDM1) et LAG3, qui sont des marqueurs associés aux iTreg de type 1
(Trl). Ces résultats sont en corrélation avec des précedents travaux de I’équipe, qui ont décrit la
présence de cellules Trl CD4+CD18+CD49b+ chez des patients VHC+. Par ailleurs, de récentes
études ont egalement montré que les Trl possédaient le phénotype CD4+CD49b+LAG3+. De fagon
intéressante, nous avons aussi observé une légere augmentation de I’expression du CD25 et du
FOXP3, qui sont des marqueurs généralement associés aux T regulateurs naturels mais qui peuvent
aussi étre associés aux Th3 ou aux autres iTreg. Ainsi, nos résultats sont en corrélation avec des
études qui ont montré que certains épitopes immuno-dominants du VHC étaient capables de genérés
des iTreg CD4+FOXP3+. Une partie de nos resultats a pu étre confirmée par des analyses en
cytométrie de flux. En effet, nous n’avons pas observé de différence significative de I’expression
concomitante des marqueurs CD4, CD25 et CD127 entre les Tconv cultivés ou non en présence du
VHC. Cependant, de fagon intéressante, notre étude a montré une nette augmentation de la
fréquence des cellules CD4+CD49b+LAG3+ au sein des Tconv inoculés avec le VHC comparés
aux Tconv non-inoculés, suggérant ainsi I’émergence de lymphocytes Trl. L’ensemble de nos
résultats suggérent donc que I’interaction du VHC avec les lymphocytes T conventionnels
favoriserait leur conversion en lymphocytes T ayant un phénotype régulateur. Ces travaux
pourraient expliquer les données de la littérature qui ont décrit une augmentation de la fréquence de

Trl et Th3 dans le sang de patients chroniquement infectés par le VHC.

Enfin, nous avons voulu nous assurer que ces cellules, potentiellement converties en iTreg,
possédaient la capacité de supprimer la réponse immune. Nous avons effectué pendant a 48H des
co-cultures de PBMC avec des Tconv autologues préalablement inoculés avec du VHC pendant
48H. L’évaluation de la capacité suppressive des Tconv sur la prolifération des PBMC autologues a
été mise en évidence par des MLR (mixed lymphocyte reaction). Nos résultats montrent que les
Tconv inoculés avec du VHC, sont capables d’inhiber la prolifération des PBMC, et ce dés le ratio
de 4 PBMC pour 1Tconv (4 :1). Ainsi, ces resultats sont en corrélation avec les données de la
littérature qui ont montré que la transfection du VHC dans des lignées de cellules T (jurkat)
favorisait 1I’émergence de cellules CD4+CTLA4+FOXP3+ capables d’inhiber les réponses des
TCD4+ et des TCD8+. Afin de commencer a déterminer les mécanismes impliqués dans cette
immunosuppression, nous avons réalisé des analyses transcriptomiques des marqueurs d’activite et
nos résultats révelent que le VHC augmente significativement I’expression de granzyme A
(GZMA), granzyme B (GZMB), IL-10, TGF-g1, TGF-f3 et 1L-35 (EBI3) qui sont toutes des
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molécules associées a I’activité immunosuppressives des lymphocytes T régulateurs. Ces résultats
ont été confortés par des analyses par ELISA qui montrent une augmentation de la sécrétion de I’IL-
10 par les lymphocytes T conventionnels cultivés en présence du VHC, et ce des 24H post-
inoculation (p.i), confortant ainsi I’hypothese selon laquelle le VHC favoriserait, I’émergence des
Trl. Ces résultats pourraient expliquer les données de la littérature qui ont décrit une augmentation
de la fréquence périphérique des cellules CD4+IL-10+ chez des patients chroniguement infectés par
le VHC. De plus, nos résultats montrent une diminution de la sécrétion de I'lL-2 dés 24H p.i,
confortant I’hypothése de I’émergence de cellules régulatrices qui seraient anergiques in vitro. De
facon intéressante, nos résultats ont montrés une forte sécrétion des cytokines IFN-y et IL-17 et ces
données sont en parfait adéquation avec la littérature qui a décrit une augmentation de la fréquence
des cellules T sécrétrices d’IL-17 dans le foie de patients chroniques VHC+. Ainsi, la mesure d’une
forte concentration des cytokines pro-inflammatoires (IL-17 et IFN-y) et la détection d’une
concentration relativement élevée d’IL-10, associee a une faible fréquence de cellules
CD4+CD49b+LAG3+ parmi les Tconv cultivés en présence du VHC, suggérent fortement que,
seule une partie des lymphocytes T conventionnels serait convertie en lymphocytes T régulateurs

induits.

Conclusion : Nous sommes conscients que ce travail est préliminaire et qu’il faudra
clairement caractériser la(les) population(s) régulatrice(s) induite(s) aprés inoculation des Tconv
avec le VHC. Néanmoins, I’ensemble de nos résultats suggere que le VHC est capable de favoriser
I’émergence de cellules régulatrices induites a partir de lymphocytes T conventionnels. La
description de ces nouvelles propriétés modulatrices du VHC sur des cellules effectrices pourrait, en
partie, expliquer les mécanismes par lesquels le virus échappe au contrdle du systeme immunitaire

pour favoriser la progression de I'népatite C vers la cirrhose et le CHC.
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2
BACKGROUND AND AIMS: Hepatitis C disease, which is related to hepatitis C virus (HCV) infection, is a
chronic disease which may progress to cirrhosis and to hepatocellular carcinoma (HCC). Our previous work
described, in chronic HCV infected patients, a significant increase of the intra-hepatic type 1-regulatory T
cells (Trl) frequency during the progression of hepatitis C to cirrhosis and HCC. We have also described,
after liver transplantation, an increase of the Trl frequency in patients developing severe graft recurrence
when compared to patients without recurrence or with minimal relapse. Hence, hepatitis C progression
seems to be related to the presence of induced regulatory T cells (iTreg). Thereby, the fundamental
challenge of this work was to determine whether HCV could induce the emergence of iTreg by interacting
directly with human conventional CD4+ T lymphocytes (Tconv) and thus promotes the regulatory

microenvironment well known in hepatitis C

METHODS: Tconv were isolated from healthy donors and characterized by flow cytometry (FACS). Cells
were then incubated with supernatant of HCV infected HuH7 cells at different time point, before sampled
for further experiments. Level expression of Trl phenotypic markers (CD18, CD49b, CTLA4 and LAG3) as
well as level expression of other iTreg markers (CD4, CD25, CD127 and FOXP3) was monitored by RT-QPCR
and FACS analysis. Modifications of HCV-inoculated Tconv activity was evaluated regarding the expression
of pro-inflammatory cytokines (IL-2, IL-12A, IFNy and IL-17) and the expression of anti-inflammatory factors
(IL-4, IL-10, TGF-B1, GZMA and GZMB) by Q-PCR and ELISA. Finally, the potential suppressive activity of

HCV-inoculated Tconv was evaluated by MLR using (*H)-thymidine incorporation assay.

RESULTS: Freshly isolated Tconv cells express the phenotype CD4*CD257°*CD127'CD18'CD49b LAG3” with a
purity higher than 92%. HCV inoculation of Tconv seems to increase the expression of several markers
related to regulatory phenotype and activity of iTreg such as Trl and Th3. Interestingly, these induced
regulatory T cells are able to suppress the proliferation of autologous PBMC, along a slight increased
secretion of the immunosuppressive cytokine IL-10. Moreover, HCV inoculation of Tconv also increases the

gene expression and secretion of major inflammatory cytokines (IL-17 and IFN-y).

CONCLUSIONS: The elevated secretion of pro-inflammatory cytokines (IL-17 and IFN-y), associated with
an increased secretion of the immunosuppressive cytokinell-10 and an increased frequency of
CD4+CD49b+LAG3+ among HCV-inoculated Tconv, strongly suggest that a few percentage of these

conventional T cells could be converted into induced regulatory T cells during hepatitis C disease .
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Abbreviations used in this paper: CD, cluster of differentiation; CTLA4, cytotoxic T-lymphocyte-associated
protein 4; ELISA , enzyme-linked immunosorbant assay; FACS, fluorescence-activated cell sorting; FOXP3,
forkhead box protein 3; GZMB, granzyme B; HCC, hepatocellular carcinoma; HCV, hepatitis C virus; IFNy,
interferon gamma; iTreg, induced regulatory T cells; LAG3, lymphocytes activating gene 3; IL-10,
interleukin 10; mRNA, messenger ribonucleic acid; PBMC, peripheral blood mononuclear cells; p.i, post-
inoculation, Q-PCR, quantitative polymerase chain reaction; TGF-B1, transforming growth factor Beta 1;

Th3, induced regulatory T helper 3; Trl, induced regulatory T cells type 1, Treg, regulatory T cells.

1. INTRODUCTION

Hepatitis C is a public health problem that affects about 2 to 3% of the population worldwide [1].
Numerous studies have indicated that its causal agent called hepatitis C virus (HCV) principally target
hepatocytes [2, 3], but other studies have mentioned a possible viral lymphotropism [4]. Physiologically,
HCV inoculation induces a significant secretion of IFN-based anti-viral cytokines, leading to the transcription
of many ISGs (interferon stimulating genes) [5].Thus, it successively develop an innate immune followed by
an adaptive response that is principally mediated by B cells, CD8 + and CD4 +T lymphocytes which are the

major players in the anti-viral response [3].

CD4+T cells are essential actor of the immune response against HCV inoculation and their
recruitment within the infected liver is generally associated with the decrease of the viral load [6]. Indeed,
many studies have highlighted the development, in HCV infected patients, of a peripheral and intra-hepatic
CD4+T cells responses specific of the virus proteins [7, 8]. Even if the main HCV epitope involved in the T-
cell receptor of CD4+ T cells is not well characterized, several studies hypothesized that it could be the
capsid protein (Core), the envelop glycoproteins (E1 and E2) and/or the non structural HCV proteins (NS3
and NS4) [9, 10]. Moreover, positive correlations have being described between the CD4+T cell response
and the spontaneous or the drug-induced viral clearance [11, 12]. Indeed, there is an up-regulation of anti-

viral pro-inflammatory cytokines (IFNy, IL-2 and TNFa) in HCV infected patient that didn’t develop a chronic
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disease compare to evolutive chronic patients which exhibit large quantity of anti-inflammatory cytokines
IL-4 and IL-10 [13-16]. In addition to their anti-viral properties, these inflammatory cytokines are able to
favor antibody production by B cells, to increase phagocytosis by macrophages and to potentiate the
cytotoxic activity of CD8+T cells [17, 18]. All these anti-viral responses are implemented by the immune
system of the host with the aim of establishing an anti-viral environment in order to limit the spread of the
virus and promote healing. However, in about 80% of patients, despite the development of immune
responses, hepatitis C evolves chronicity and gives rise to cirrhosis and to hepatocellular carcinoma (HCC)
[19]. Recently, new efficient direct acting anti-viral drugs (DAA) have been developed but some studies
have shown that they do not have any impact on end-stage liver diseases following HCV inoculation [20].
Hence hepatitis C is not only a viral disease but also a liver pathology. Numerous studies have attributed
this chronicity to viral mutation and persistence, CD4+ and CD8+ effector T cells failure, CD4 T cells anergy,
impaired cytokine production, altered dendritic cell function and activation of regulatory T cells [21].
Regulatory T-cells are specialized subsets of the adaptive immune response that are able to
recognize self antigen peptides presented by MHC class Il through their TCR. Treg cells suppress the auto-
reactive T cells, reduce inflammation, induce tolerance and modulate the immune response of the host in
the context of autoimmune pathologies, allergy or Virus-induced cancers [22-24]. Based on their origin and
their major mechanism of action, we can distinguish thymic-derived Treg called “natural” Treg (nTreg or
Treg) and induced Treg cells (iTreg) which involves peripherally-derived Treg (pTreg) and in-vitro generated
Treg [25, 26]. These iTreg are generally expressed at chronic infection sites where they handle the
peripheral tolerance[27]. iTreg resulted from (i) activation of matured T cells under specific antigen
exposure, (ii) activation of matured T cells under immunosuppressive cytokine activity or (iii) from
conversion of conventional T cells CD4+CD25- [28-30]. Based on phenotypic membranous markers and
depending on the immunosuppressive cytokine production, we can distinguish 4 different sub-types of
iTreg: type 1 regulatory T cells (Trl) major producers of IL-10; regulatory T helper 3 (Th3) major producers
of TGF-B; regulatory iTR35 major producers of IL35 and other iTreg which express the transcription factor
FOXP3 [31]. The best known iTreg remains Trl which are principally characterized by the expression of CD4,

CD18, CD49b and LAG3 [32, 33], and by an excessive production of IL-10, a moderate expression of IL-4 and
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minimal expression of IL-2 [34]. Our previous works have described an increased intra-hepatic frequency of
Trl cells during the development of liver damages to cirrhosis and HCC in a chronic HCV infected patient
[35]. In addition, we have also shown an increased expression of Trl cells in recurrent hepatitis C after liver
transplantation [36]. Furthermore, we also suggest that Trl cells frequency may predict the response to
anti-viral therapy of recurrent hepatitis C after liver transplantation [32]. Few studies have shown that
infected hepatocytes secreted largest amount of TGF-B which favor the induction of iTreg from CD4+T cells
[37]. However, the direct impact of hepatitis C virus on conventional T cells which may lead to the
emergence of induced regulatory T cells have never been investigated. In this study, we report that
conventional cells are characterized by the phenotype CD4+CD25-CD127+CD18"8"CD49B-LAG3-. We also
record that HCV inoculation of Tconv cells increases the expression of regulatory markers of Trl (CD4,
CD18, CD49B, CTLA4 and LAG3), which is correlated with an increase of the gene expression and secretion
of the immunosuppressive cytokine IL-10. More interestingly, we showed an increase of the percentage of
CD4+CD49b+LAG3+ into HCV-inoculated Tconv. Finally, our results show that these HCV-inoculated Tconv
can efficiently inhibit the autologous PBMC proliferation. Taken together, our study strongly suggests that
there is a direct impact of HCV on Tconv cells leading to the emergence of few induced regulatory T cells

which could favor the viral persistence and promote the liver disease progression.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Donors and isolation of Immune cells
Human blood samples were collected from healthy adult donors after obtaining informed consent
in accordance with approval of the Institutional Review Board at the Biology Institute of Lille. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated on Ficoll-Paque™ PLUS gradient (GE HEALTHCARE, France),
washed with Phosphate Buffer Saline (Life Technologies, France) and then filtered through sterilized nylon
filter of 100um (Saati, France). CD4+ natural regulatory T-cells (Treg) and conventional T-cells (Tconv) cells
were isolated from filtered PBMC, using CD4+CD25+ Regulatory T Cell Isolation Kit, human (Miltenyi Biotec

GmbH, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Obtained Tconv frequency was around
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5.95% to 12.73% of circulating PBMC and 78.21% to 93.22% of total peripheral CD4+T cells and Tconv purity

was higher than 92%.

2.2. Flow Cytometry Analysis

Immune cell phenotypes were analyzed by flow cytometry using FACSCalibur flow cytometer
powered by CellQuest Pro software (Becton Dickinson, USA). The harvested cells (1.10°) were washed with
PBS and labeled with fluorochrome-conjugated monoclonal antibodies (mAbs). For the detection of cell
surface human immune-antigens, samples were incubated 15 min, in the dark and at room temperature
with the following antibodies: Mouse anti-human CD4-phycoerythrin(PE)-cyanin(Cy)5 (BD Pharmingen,
USA), Mouse anti-human CD25-PE (Miltenyi Biotec, Germany), Mouse anti-human CD127-fluorescein iso-
thiocyanate (FITC) (Clinisciences, France), Mouse anti-human CD18-PE (BD pharmingen, USA), monoclonal
human CD49b-FITC (Miltenyi Biotec, Germany), Mouse anti-human CD49b-FITC (BD pharmingen, USA) and
human LAG3-PE (R&D systems, France) according to the manufacturer’s instructions.

After incubation, labeled cells were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) (Santa Cruz
Biotechnology, USA) before flow cytometry analysis. For each assay, appropriate isotype control mAbs and
the non-labeled fractions were used for marker settings and/or as controls. The results obtained were

analyzed under Flow Jo software (Tree Star Inc., USA).

2.3. Culture Conditions and Viral inoculation

We obtained infectious HCV virions produced in cell culture (HCVcc) after transient transfection of
full genomic replicon (JFH-1) in Huh7 cell lines. Huh7 cells were cultured in complete DMEM Glutamax
medium (Invitrogen, UK). Isolated Tconv cells were cultured in flat bottom 48 well plates at a rate of 1.5 to
2.10° cells per well and activated with plate-bound anti-CD3 mAb (1ug/mL) (provided by A. Tsicopoulos,
France) incubated at 37°C 2 hours before the culture and soluble mouse anti-human CD28 mAb (100ng/mL)
(Clinisciences, France) was added extemporaneously. Cells were incubated for 3, 24, 48 and 72 hours in the
presence of HCVcc/JFH-1(MOI 0.4) present in the supernatant of Huh7. Negative control of infection was
carried out by cultivating the cells in conditioned medium obtained after several passages of non-infectious

Huh7. Control of infectivity of HCVcc was always performed on naive Huh7 cell lines.
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According to the experiment, cells were either, (i) fixed with 4%PFA for flow cytometry or (ii)
directly lysed in RLT buffer (QIAGEN, Germany) for the extraction of total RNA for QPCR. Furthermore,

culture supernatants were harvested and frozen at -80°C for ELISA assays.

2.4. Cell Proliferation Assay

Proliferation assays were set up with 1.10° PBMC or 1.10° Tconv in round bottom 96-well plates
(Nunc, Danemark) and cultured for 48 hours in RPMI-1640 medium (Invitrogen, UK) supplemented with
0.02mM L-Glutamin, 0.02mM of sodium-pyruvate, 100U/mL of penicillin, 100 pg/mL of streptomycin and
10% of human AB Serum (BioWest, France). Cells were previously activated as described above.
Proliferation was measured after [*H]-thymidin (1 Ci/well; GE Healthcare, France) addition for the last 18
hours. After 48h of culture cells were harvested on glass fiber filter (Wallac, Finland) using Tomtec
harvester (Wallac). The filter was then sealed in a sample bag after drying and addition of scintillation liquid
(Beckman Coulter). Radioactive thymidine, incorporated into replicated cellular DNA by proliferative cells,
was detected by scintillation counting using a 1450 Trilux B-counter (Wallac). Each proliferation assay was
carried out in triplicate and estimated in count per minute (cpm) or in proliferative index and results were

normalized compared with non-treated conditions.

2.5. Cell Suppression Assay (Mixed Leukocyte Reaction)

Suppressive activity of iTreg was measured by their ability to inhibit the proliferative responses of
activated autologous PBMC in mixed leukocyte reaction (MLR). Assays require a co-culture of fixed 1. 10°
PBMC and Tconv cells at different ratios (4:4, 4:3, 4:2, 4:1) in round bottom 96-well plates for 48 hours at
37°C, 5% CO,. Cells were activated with anti-CD3 mAb and anti-CD28 as previously described. Inhibition of
PBMC proliferation induced by iTreg was measured as described above. The non-inoculated Tconv were
used as control. Each assay was performed in triplicate and the results were expressed with mean values

and standard error either in cpm or in Suppression index.

2.6. Cytokine detection (SANDWICH ELISA)
Cytokine secretions of IL-10, TGF-B1, IL-2, IL-4, IL-17 and IFNy were determined by Sandwich ELISA

(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) method. Briefly, purified primary antibodies were coated overnight
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at 4°C in flat bottom 96-well plates (NUNC, Danemark) before incubation with samples. The corresponding
biotinylated antibodies were added for protein detection. The reaction was amplified with Streptavidine-
peroxydase (Interchim, UK). Cytokines concentration was finally highlighted with the addition of OPD
(Sigma-Aldrich, USA). After development, the plates were read in Multiskan spectrophotometer at 492 nm.
The purified and biotinylated antibodies used were the following: Mouse anti-human IL-2, mouse anti-
human IL-4, Rat anti-human IL-10, mouse anti-human IFNy, Rat anti-human TGF-B1 (BD Pharmingen, USA)
and Mouse anti-human IL-17 (R&D system, France). Results were expressed in pg/mL as the mean of

duplicate wells after subtracting background values.

2.7. Real-Time Quantitative PCR assays

RNA extraction from primary immune cells: Tconv cells were inoculated with HCVcc at different
time point (3, 24, 48 and 72 hours). The non-inoculated cells were used as negative controls. RNA
extraction was performed using at least 1.10° cells with the RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN, Germany)
according to manufacturer’s instructions. The cellular dry pellet was lysed in RLT Buffer supplemented with
1% B-mercaptoethanol (Sigma Aldrich, USA). Genomic DNA and cell debris were discarded by adding 70%
Ethanol (VWR PROLABO Chemicals, France) and total RNA was eluted using DNAse/RNAse-free distilled
water (Invitrogen, USA).

Before reverse transcription, we performed a DNAse treatment using the kit Message clean
(GenHunter Corp, France). RNA concentration, integrity and purity were measured by A260/280
spectrophotometry measurement on Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, France) and 1% agarose gel

electrophoresis (Invitrogen, USA). Extracted RNAs were stored at -80°C until further use.

MRNA Reverse Transcription: Synthesis of the complementary DNA (cDNA) was achieved using the
Reverse Transcriptase kit Superscript™ Il (Invitrogen, USA). 500ng to 2ug of total RNA were supplemented
with 5uL of a master mix consisting of oligo dT (Roche Diagnostic, France), RNAsin (Promega, France) and
DNAse-Rnase-free distilled water (Invitrogen) followed by 10min of incubation at 70°C. After 5 minutes at
room temperature, 10 uL of the following mix were added: dNTPs (Amersham Biosciences, UK), RNAsin,

buffer 5X, dithiothreitol and Superscript Il (Invitrogen, USA). The reaction was then followed by an initial
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incubation step of 1 hour at 45°C with a second incubation of 5 min at 95°C. Residual RNAs were removed
with RNase H treatment (Promega, France) for 20 min at 37°C. Finally, ultrapure distilled water (Life
Technologies, France) was added to obtain a cDNA final concentration of 10ng/uL stored at -20°C until
further use.

Mx3005PTM Sequence Detection System: Primers were specifically designed for the Q-PCR and
allowed the amplification of the genes encoding a set of markers associated with iTreg and Tconv (see table
1). The List of all primers is resumed in the Table 1. The results are normalized with 5 housekeeping genes
(HKG): G3PDH (Glyceraldehyde-3-Phosphate = DeHydrogenase), HPRT (Hypoxanthine guanine
PhosphoRibosyl Transferase), B-actin, 18s and Ubiquitin.

Transcripts were quantified using optical 96 well reaction plates (Eurogentec, Belgium) incubated in
the Mx3005P™ sequence detection system (Agilent technologies, France). Q-PCR was performed with the
kit MESAGREEN gPCR MasterMix PLUS for SYBR Assay (Eurogentec, Belgium) according to the
manufacturer’s instructions. Each reaction well contains: 10 ul of sense and non-sense primers at 0.1uM,
9uL of 2X reaction buffer MESA GREEN and 1plL (10ng) of cDNA. The PCR program included initial
denaturation and MeteorTaq activation for 5 min at 95°C, followed by 45 standard amplification cycles
consisting of 15 sec at 95°C (denaturation) and 1 min at 60°C (annealing and elongation). The fluorescence
intensity is measured at the end of each elongation cycle and a melting curve analysis was carried out

immediately after amplification, in accordance with the manufacturer’s instructions.

Data Expression: Q-PCR reactions were used to quantify the gene expression modification of cell
markers on immune and hepatic cells. The quantitative analysis was achieved by using the cycle threshold
(Cy) value for each well calculated with MxPro Software. Each individual value was normalized by using the
mean of the 4 HKG according to the standard AC; method: AC;= C;-Cryks. The expression of each gene in
inoculated group is then compared to its expression in the reference non-inoculated group leading to

AACT

AACT. The fold change or quantitative relative gene expression was obtained by using the 2 method

[38].
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2.8. Statistical analysis
Results are given as mean * SEM. Data were analyzed using Prism 6.0 software (Graph Pad
Software Inc.). All quoted P-values are two-sided, with P<0.05 (*), P<0.001 (**), P <0.0001 (***) and P

<0.00001 (****) being considered statistically significant for the first and highly significant for the others.

3. RESULTS

3.1. Phenotypic characterization of freshly isolated conventional T cells (Tconv).

As shown in Figure 1A, isolated conventional TCD4+ cells represent a distinct population exhibiting
a specific cell granularity (SSC) and a cell size (FSC) forming a grouped population with a purity of 97%.
Based on CD4, CD25 and CD127 protein expressions, we show that more than 91% of these Tconv are
CD4+CD25-, very few Tconv (7%) are CD4+CD25°"*, only 1% of Tconv are CD4+CD25™" (nTreg) but all the
isolated Tconv are CD127+ (>97%) (Figure 1B). In addition, Based on CD4, LAG3 and CD49b protein
expressions, our results show that 94% of Tconv are CD4+LAG3- and more than 97% of these Tconv cells
are CD4+CD49b-LAG3- (Figure 1C). We also showed that isolated Tconv were more than 99% to express
the phenotype CD4+CD18+CD49b-. Taken together, these results show that freshly isolated conventional T

cells exhibit the phenotype CD4+CD25CD127+CD18+CD49bLAG3- .

3.2. HCV inoculation modifies the Tconv gene expression in favor of a regulatory transcriptome
profile.

We first analyzed the impact of HCV inoculation on the phenotype of conventional T cells. As shown in
Figure 2, HCV inoculation do not really change the mRNA expression of CD25 (/L2RA), CD127 (IL7RA) and
FOXP3 phenotypic markers either at 3H, 24H, 48H or 72H in HCV-inoculated Tconv when compared to
control cells inoculated with supernatant of non-infected HuH7 (Non-inoculated Tconv). However, our
results reveal a significant increase in the expression of CD18 phenotypic markers at 3H and 24H post-
inoculation (p.i) Figure 2A, 2B). We also report a significant mRNA increase in the expression of CD49b
phenotypic markers at 24H p.i (Figure 2B) and a significant increase of phenotypic marker LAG3 at 3H, 48H

and 72H p.i in HCV inoculated Tconv compared to Non inoculated Tconv (Figure 2A-2D). At 96h, our result
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also show an increase expression of FOXP3 and CD18 markers on in treated cells compared to control
(Suppl Figure S1A). In this study, we next report a progressive increase expression of CD4, CTLA4, BLIMP1
(PRDM1) and OX40 (TNFRSF4) markers in HCV-inoculated Tconv compared to non-inoculated Tconv from
3H p.i to 72H p.i. (Figure 2). In summary, this gene expression analysis reveals that HCV increases the
expression of 13 markers related to induced-regulatory T cell phenotype.
3.3. HCV-inoculated Tconv cells acquire a CD4+CD49b+LAG3+ Tr1 regulatory phenotype

To evaluate whether HCV inoculation may induce the emergence of induced regulatory T cells, we
analyzed, using cytometric analysis, the frequency and the percentage of regulatory T cells within HCV-
inoculated Tconv. As presented in figure 3A, HCV inoculation seems to decrease the frequency of
CD4+CD25+ cells within inoculated Tconv compared to Non-inoculated Tconv. However, there were no
differences in the percentage of CD25"¢"CD127- within both groups (Figure 3B). Our data do not reveal any
significant differences in the frequency of CD4+CD18+ cells within Tconv (Figure 3C), but there is a marked
increase of LAG3+CD49b+ cell frequency within HCV-inoculated Tconv when compared to the control
(Figure 3D), suggesting that HCV inoculation induces a slight conversion of Tconv cells into

CD4+CD49b+LAG3+ iTreg cells.

3.4. HCV-inoculated Tconv cells acquire a suppressive property.

In order to evaluate the suppressive capacity of induced-regulatory T cells emerging from HCV-
inoculated Tconv, we addressed their proliferation by thymidine incorporation technique. As shown in
figure 4, HCV inoculation significantly induces the in vitro proliferation of isolated
CD4+CD25CD127+CD18+CD49bLAG3- T cells. After washing, we added different ratios of those Tconv to
autologous PBMC culture in activated conditions for 48H. As presented in Figure 4, activation induced a
significant increase of PBMC proliferation as well an increase of the Tconv proliferation but this last was
significantly higher in HCV-inoculated Tconv. More interestingly, our result showed that HCV inoculated
Tconv suppress the proliferation of PBMC by around 40.05% at a ratio 4:4 (Figure 4A); 32.75% at a ratio 4:3
(Figure 4B), 47.91% at a ratio 4:2 (Figure 4C) and 43.87% at ratio 4:1 (Figure 4D) in comparison to Non-

inoculated Tconv which do not. In addition, we showed that the suppressive activity of induced regulatory
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Tconv was observable since the ratio 4 PBMCs to 1 Tconv (4:1) but this inhibition become significant at the

ratio 4:4 (Suppl Figure S1B).

3.5. HCV-inoculated Tconv cells up-regulate the expression of genes related to iTreg activity.

We further examined the gene expression of a panel of markers both involved in Tconv and iTreg
activity. Consistent with the suppressive effect observed above, HCV inoculation increases the mRNA
expression of the suppressive cytokine IL-10 over time (Figure 5). Our data also show a slight increase of
TGF-61 suppressive cytokine at 3H p.i (Figure 5A) and 72H p.i (Figure 5D), associated with a progressive
increase of the TGF-B3 expression from 3H p.i to 72H p.i (Figure 5). In addition, we observed an increase of
the inhibitory factors IL-12A (IL-35 sub unit), EBI3 (IL-35 sub unit) and Granzyme B (GZMB) at 3H, 24H, 48H
and 72H p.i (Figure 5). We also report an over-expression of GZMA at 24H p.i (Figure 5B) and over-
expression of GZMB at 96H p.i (Suppl Figure S1C). Furthermore, our data report an increased expression of
functional markers IL-4 and IFNy in HCV-inoculated Tconv compared to the control, especially at 24H p.i
(Figure 5B) and 72H p.i (Figure 5D). However, we observed a significant decreased expression of IL-2
functional marker at 3H p.i, followed by a slight increase since 24H p.i (Figure 5B-5D). All these data confirm

that HCV inoculation profoundly alter the function of Tconv cells.

3.6. HCV inoculation modifies the secretion of cytokines in favor of a regulatory cytokine profile.

To confirm whether HCV inoculation may alter the secretome of Tconv, we analyzed the levels of
immunosuppressive cytokines secretion (IL-10 and TGF-B1) by HCV-inoculated Tconv in activated
conditions. Consistent with the mRNA expression, there was a gradual increase of IL-10 secretion by HCV-
inoculated Tconv when compared with to non-inoculated Tconv (Figure 6A), even if this increase was not
statistically significant. Moreover, we did not observed a significant difference regarding the production of
TGF-B1 in both groups (Figure 6B). Interestingly, we observed a marked increase in the production of IL-4 in
HCV-inoculated Tconv compared to the non-inoculated control (Figure 6C). We also showed a slight
decrease of the IL-2 secretion by inoculated Tconv especially at 24H p.i (Figure 6D), that may correspond to
the mRNA decrease observed at 3H p.i (Figure 5A). All together, these data suggest that HCV inoculation

may alter the Tconv secretome in favor of an immunosuppressive cytokine secretion profile.
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3.7. HCV-inoculated Tconv cell increase their secretion of IFNy and IL-17 pro-inflammatory cytokines
We further evaluated the production of the common pro-inflammatory cytokines (IFNy and IL-17) by
HCV-inoculated Tconv. Even if it is not statistically significant, our study shows that HCV inoculation induces
an increased production of the anti-viral cytokines IFNy (Figure 7A) and of the pro-inflammatory cytokine
IL-17 by (Figure 7B) by HCV-inoculated Tconv when compared with non-inoculated Tconv. This result

confirms the hypothesis that viral inoculation lead principally to the development of anti-viral response.

4. DISCUSSION

Numerous studies have reported an increased frequency of regulatory T cells both, at the peripheral
and at the intra-hepatic levels, in chronic HCV infected patients [35, 39-42]. Indeed, few studies have
shown that some immuno-dominant HCV epitopes may induced the emergence of CD4+FOXP3 iTreg able
to suppress the effector T cells [43]. In addition, other studies have shown that tolerogenic dendritic cells
isolated from HCV patients were able to generate iTreg from Tconv [44, 45]. Hence, suggesting that an
increase of regulatory T cells frequency in chronic HCV patients may result, not only, from an expansion of
natural regulatory T cells (Treg) but also from a conversion of conventional T cells into induced regulatory T
cells. However, none of these studies have evaluated the direct impact of hepatitis C virus on the
emergence of induced regulatory T cells from conventional T cells. In this report, we demonstrated that
HCV inoculation of Tconv cells may favor the development of suppressive iTreg. After isolating and
characterizing human Tconv, our results show that these cells are CD4+CD25-CD127+. These results are
consistent with literature data showing that conventional activated T cells are characterized by the absence
of CD25 expression and over-expression of CD127 [46-48]. Our results also showed that Tconv cells were
97% CD4+CD18+CD49b-LAG3-. These results are in agreement with the literature showing that the CD18
molecule is ubiquitous and expressed on the surface of cells of hematopoietic origin such as T CD4+
lymphocytes [49]. In addition, our experiments show that in vitro activation of these Tconv promotes their

proliferation, thus reinforcing the hypothesis that we have isolated fully functional Tconv. This result is
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confirmed by the literature which has shown that in contrast to regulatory T cells, conventional T activated

lymphocytes were able to proliferate in vitro upon activation [50, 51].

To investigate the direct impact of HCV on Tconv, we first analyzed the modification of phenotypic
markers gene expression within HCV-inoculated Tconv. Indeed, some reports have shown that human T
lymphocytes can be inoculated by HCV through the CD5 receptors [4] but none have study the impact of
HCV infection on the Tconv phenotype. Our results showed that HCV significantly increased the expression
of CD18 (ITGB2), CD49b (ITGA2), CTLA4 and LAG3 markers by Tconv. These markers are known as
phenotypic markers of induced Treg especially regulatory type 1 cells (Trl) which are described as
CD4+CD18+CD49b+LAG3+[33, 36]. Hence, our first results suggested that HCV inoculation changed the
Tconv phenotype in favor of a regulatory profile that might be Trl. This hypothesis is in correlation with
previous work in which we described an increased frequency of Trl CD18+CD49b+ in chronically HCV
infected patients and in transplanted patients [22, 35, 36, 39]. Our data also showed a slight increase in the
gene expression of CD25 and FOXP3 markers, which are typically associated with natural regulatory T cells
[52]. However, many studies have shown that the induced expression of FOXP3 in Tconv via a retro-viral
translation may also result from the conversion of Tconv into induced regulatory T cells [53]. Finally, our
transcriptomic analysis showed an increase of Blimpl (PRDM1), GITR (TNFRSF18), OX40 (TNFRSF4), CD39
(ENTPD1) and CD73 (NT5E) mRNA expression by HCV-inoculated Tconv cells. These markers have been also
associated with some induced regulatory T cell [54, 55]. In addition, some studies have shown that the Th3
induced regulatory T cells can also exhibit the regulatory phenotype CD25+FOXP3*"CTLA4+ [56-58].
Furthermore, few studies have shown that HCV epitope were able to generated iTreg CD4+FOXP3+ [43].
Hence, taken together all these data support the hypothesis that HCV may induce the emergence of

induced regulatory T cells.

To reinforce this statement, we evaluated the frequency of regulatory populations in HCV-inoculated
Tconv cells. Cytometric analyzes showed no significant differences in the frequency of CD4+CD25""CD127-
cells between HCV-inoculated Tconv and non-inoculated T conv. However, we showed a marked increase in

the frequency of LAG3+CD49b+ cells within inoculated Tconv compared to controls, thus confirming the
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hypothesis of the emergence of induced regulatory Trl cells. This data correlates with previous studies in
which we described an increase intra-hepatic frequency of Trl cells in HCV infected patient and which
showed that Trl expressed the CD49b+ LAG3+ phenotype [35]. It also correlate with various studies that
showed an increased prevalence of Trl and Th3 cells in the blood of patients chronically infected with HCV
[41, 42]. These strongly suggest that HCV inoculation of Tconv cells could promote the emergence of

induced regulatory T cells which are potentially immunosuppressive.

Next, we wanted to investigate the suppressive potential of these generated iTreg (Trl, Th3 or other
iTreg). Our results showed that HCV significantly increased Tconv proliferation. This data is consistent with
the literature since it is known that viral infection promotes the proliferation and expansion of immune
cells [59]. Our results also showed that Tconv previously cultured with HCV were able to inhibit the
proliferation of autologous PBMC. These results are very interesting because they suggested that the
generated iTreg exhibit suppressive capacity that impacts the immune system response in HCV patient. This
hypothesis is supported by data from the literature which showed that HCV transfection into human T cell
lines (Jurkat cells) could promote the emergence of regulatory CD4+CTLA4+FOXP3+ cells able to inhibit the
CD4+ and CD8+ responses [60]. In addition, recent studies have shown that CD4+ T cells that express the
HCV Core protein, was able to over-express FOXP3 and inhibit effector T cells [61]. Thus, our results clearly

suggest that HCV promotes the emergence of suppressive induced-regulatory T cells.

In order to investigate the mechanisms involved in this immune suppression, we performed
transcriptomic analyzes showing that HCV inoculation significantly increases the expression of granzyme A
(GZMA), granzyme B (GZMB), IL-10, TGF-81, TGF-83 and IL-35 (EBI3 sub unit), which are molecules
associated with immunosuppressive activity of induced regulatory T cells [62, 63]. Indeed several studies
have shown that IL-10 is mainly secreted by Trl cells [30] while the TGF-B1 is mainly secreted by Th3 cells
[64, 65], thus suggesting that the generated iTreg could be Trl and/or Th3 cells. These findings were
reinforced by ELISA analysis showing that HCV inoculation increased slightly the secretion of IL-10 by
conventional T cells, suggesting the emergence of Trl cells. These results are consistent with previous work

of the team which have described an increased frequency of peripheral CD4+IL-10+ in chronic HCV patients
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[40, 66]. In addition, our results showed an increased secretion of IL-4 by HCV-inoculated Tconv, which
strongly reinforced the idea of a Th3 cells emergence. Indeed, several studies have shown that secretion of
IL-4 was essential to the activity of Th3 [64, 65]. Our data also showed an early decrease of IL-2 secretion by
HCV-inoculated Tconv, suggesting a decrease of the cell proliferation. This hypothesis is supported by data
from the literature suggesting that iTreg (especially Tr1) are anergic in vitro and this could be due to the
decrease secretion of IL-2 cytokine and/or the autocrine effect of secreted IL-10 [67]. Taken together, our
study strongly suggests that HCV inoculation could directly generate induced regulatory T cells able to

secrete immunosuppressive factors which could inhibit the immune response.

Interestingly, our results also showed an increased secretion of inflammatory cytokines such as IFN-y
and IL-17 by HCV-inoculated Tconv. This data is correlated with the publication of Kondo, Y., et al, that
describes the increase of IL-17 secreting T cells frequency in the liver of chronic HCV+ patients [68], and

this strongly suggest that only a few percentage of Tconv cells are converted into regulatory T cells .

5. CONCLUSION

In conclusion, our study confirmed that the impact of HCV on human CD4+ conventional T cells
induced the development of an inflammatory anti-viral response. Interestingly, this report also
demonstrated that conventional CD4+ T lymphocytes inoculated by HCV may partially favor the emergence
of regulatory T cells that exhibit suppressive activity. We stated that these induced Treg cells may lead to
promote the immunosuppressive environment observed in HCV infected patients. This may also explain the
escape of the virus from the immune system and thus the progression of hepatitis C to cirrhosis and

hepatocellular carcinoma.
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LEGENGS OF FIGURES

Figure 1. Phenotypic characterization of freshly isolated conventional T cells (Tconv). Representative dot
plot of triple stained CD4+CD257°“CD127, CD4+LAG3-CD49b- and CD4+CD18"€"CD49b- Tconv cells after
magnetic bead-isolation of 4 independent experiments. (A) Representative dot plot of isolated Tconv
exhibiting the cell granularity (SSC) and the cell size (FSC) for a grouped population of 97%. (B) Based on
CD4, CD25 and CD127 protein expressions, the lower-right quadrant of the first dot plot indicates the
percentage of CD4'CD25 Tconv cells which is superior to 91% and more than 95% of these freshly isolated
Tconv cells are CD257°"CD127+ (next plot, right quadrants). (C) Based on CD4, LAG3 and CD49b protein
expressions, the lower-right quadrant of the first dot plot indicates the percentage of CD4+LAG3- Tconv
cells which is superior to 94% and more than 97% of these Tconv cells are also CD49b-LAG3- (next plot,
lower left quadrant). (D) The upper-left quadrant of the last plot also indicated that more than 99% of those
Tconv were CD18"8"CD49b-.

Figure 2. HCV inoculation modifies the Tconv gene expression pattern in favor of a regulatory gene
expression profile. Isolated Tconv were cultured in activated conditions consisting of plate-bound anti-
human CD3 mAb (1pg/mL) and soluble mouse anti-human CD28 mAb (100ng/mL) in the presence or in the
absence of HCVcc. HCV inoculation modifies CD4, CD25, CD127(IL7RA), FOXP3, CD18, CD49B, LAG3, CTLA4
and PD1 expression in Tconv cells at 3 hours post-inoculation (3H p.i) (A), 24H p.i (B), 48H p.i (C) and 72H p.i
(D). Results are presented as means of duplicates of at least 4 independent experiments of HCV inoculated
Tconv (light grey bars) versus non-inoculated Tconv (dark bars). Gene expressions are normalized by using
GADPH, B-actin, 18s, Ubiquitine and HRPT mRNA as housekeeping-genes and result are expressed in fold

change (27-AACt) + standard error of the mean (SEM) bars.

Figure 3. HCV-inoculated Tconv cells acquire the CD49b+LAG3+ Trl regulatory phenotype. Proteomic
experiments by FACS were performed to evaluate the impact of HCV inoculation on the emergence of iTreg
from Tconv. Percentage expression (%) of CD4+CD25+ T cells frequency was quantified between Tconv cells
post HCV inoculation (black lines) versus non inoculated Tconv (light grey bars) at 3, 24, 48 and 72H p.i (A).
By the same manner, percentage expression (%) of CD25"8"CD127- (B), CD4+CD18+ (C) and LAG3+CD49B+

(D) T cell subsets were also quantify between Tconv cells post HCV inoculation (black lines) vs non
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inoculated Tconv (light grey lines) at different times point. Results are expressed as means of percentage of

the double stained population of at least 3 independent experiments.

Figure 4. HCV-inoculated Tconv cells acquire an immunosuppressive property. Tconv were previously
culture for 48h with or without HCV and then washed before added to PBMC culture. The ability of HCV
inoculated Tconv to suppress PBMC proliferation was addressed by using a model of lymphocyte reaction
(MLR) by co-culture of autologous PBMC and Tconv cells in activated conditions at ratio 4PBMC for 4Tconv
(4:4) (A), 4:3 (B), 4:2 (C) and 4:1 (D). PBMC and Tconv cells proliferation was measured after 48h by adding
[*H]-thymidin during the last 18 hours. These experiments are expressed as mean of cpm values of

quadruplicate + SEM bars.

Figure 5. HCV-inoculated Tconv cells up-regulate the expression of genes related to iTreg activity. Tconv
cells were incubated or not with HCV in activated conditions. Analyses reveal that HCV inoculation decrease
the mRNA level expression of IL-2 and increase the mRNA level expression of IL-4, IL-10, TGF-B1, TGF-B3,
IL12A (IL-35 sub-unit), EBI3 (IL-35 sub-unit), PD1 (PDCD1), Granzyme B (GZMB) and IFNy (IFNG) in Tconv
cells at 3H p.i (A), 24H p.i (B), 48H p.i (C) and 72H p.i (D). Results are presented as means of duplicates of at
least 4 independent experiments of HCV inoculated Tconv (light grey bars) versus non-inoculated Tconv
(dark bars). Gene expressions are normalized by using GADPH, B-actin, 18s, Ubiquitine and HRPT mRNA as

housekeeping-genes and result are expressed in fold change (2A-AACt) + SEM bars.

Figure 6. HCV-inoculated Tconv cells modify their cytokine secretions in favor of a regulatory profile
secretome. Tconv cells were handled in activated condition and were cultured in the presence or in the
absence of HCV particles. Secretion of immunosuppressive cytokines IL-10 (A) and TGF-B1 (B) as well as
immune modulatory cytokines IL-4 (C) and IL-2 (D) were investigated by ELISA assays. Results are expressed
as mean of at least 5 independent experiment and presented in pg/mL + SEM bars comparing secretion by

HCV-inoculated Tconv cells (light grey bars) versus non-inoculated Tconv cells (dark bars).

Figure 7. HCV-inoculated Tconv cells increase their secretion of IFNy and IL-17 pro-inflammatory
cytokines. Tconv cells were handled in activated condition and were cultured in the presence or in the
absence of HCV particles. Secretion of pro-inflammatory cytokines IFNy (A) and IL-17 (B) were investigated
by ELISA assays. Results are expressed as mean of at least 9 and 3 independent experiment respectively.
Data are presented in pg/mL £ SEM bars comparing secretion by HCV-inoculated Tconv cells (light grey

bars) versus non-inoculated Tconv cells (dark bars).
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Table I: Primers Sequences

Gene primer sequences
hCD4 Forward | GGGAAATCAGGGCTCCTTCTTA Reverse | TGGTCCCAAAGGCTTCTTCTT
hCD25 (IL2RA) Forward | GGGACTGCTCACGTTCATCA Reverse TTCAACATGGTTCCTTCCTTGTAG
hCD127 (IL7RA) Forward | GCAAGATACGTTTCCTCAGCAAC Reverse | TCCAAAGCTTTCTGGAGTGATGA
hFOXP3 Forward | TCACCTACGCCACGGTCA Reverse CACAAAGCACTTGTGCAG
hCTLAT4 Forward | TTCTTCTCTTCATCCCTGTCTTCT Reverse | GAGATGCATACTCACACACAAAGCT
CD18 Forward | ATGCTTGATGACCTCCAGGAAATGT Reverse ACGGTCTTGTCCACGAAGGA
CD49b Forward | CAACGGGTGTGTGTTCTGACA Reverse | TCATCACACACAACCACAACAT
hLAG3 Forward | TGGCTTCAACGTCTCCATCA Reverse | CCCACCCTGGAACCTGCT
hCTLA4 Forward | TTCTTCTCTTCATCCCTGTCTTCTG Reverse | GAGATGCATACTCACACACAA
BLIMP1 (PRDM1) | Forward | GACGGGGGTACTTCTGTTCA Reverse | GGCATTCTTGGGAACTGTGT
GITR (TNFRSF18) | Forward | TGTGTCCAGCCTGAATTCCA Reverse | CCGAGGCACAGTCGATACACT
0X40 (TNFRSF4) Forward | ACGACGTGGTCAGCTCCAA Reverse AGCGGCAGACTGTGTCCTG
CD39 (ENTPD1) Forward | CCATTTCATTGGCAAGATCC Reverse | AGGTGGAGTGGGAGAGAGGT
CD73 (NT5E) Forward | CAAAGAGGCCAAATTTCCAA Reverse | TTCCCACAACTTCATCACCA
hiL2 Forward | ACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTAC | Reverse | TCCAGAGGTTTGAGTTCTTCTTCTAGA
hiL4 Forward | CACAAGCAGCTGATCCGATTC Reverse | TTCCAAGAAGTTTTCCAACGTACTC
hiL10 Forward | GAGAACCAAGACCCAGACATCAA Reverse | CCACGGCCTTGCTCTTGTT
hTGFB1 Forward | CGAGCCTGAGGCCGACTAC Reverse CGGAGCTCTGATGTGTTGAAGA
hTGF(3 Forward | CGGAATGAGCAGAGGATCGA Reverse | CCGTGTGGGCAGATTCTTG
hiL12A (IL12p35) Forward | CCTTCACCACTCCCAAAACCT Reverse TGGTAAACAGGCCTCCACTGT
hEBI3 Forward | CCCCGCCACTGCCACAATGA Reverse | GCCCTCCAACAGGTGTCCCG
PD1 (PDCD1) Forward | GCTACAACTGGGCTGGCG Reverse ATGTGTTGGAGAAGCTGCAGGT
hGZMA Forward | ATTGCAAAAGACTGGGTGTTGAC Reverse | TGGCTCTTCCCTGGTTATTGA
hGZMB Forward | CGCCCCTACATGGCTTATCTT Reverse CCCCCAAGGTGACATTTATGG
hIFNy (IFNG) Forward | ATGTAGCGGATAATGGAACTC Reverse | GACATTCAAGTCAGTTACC
hB-actine Forward | CACGGCATCGTCACCAACT Reverse | GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC
hGAPDH Forward | GCCAAGGTCATCCATGACAACTTTGG Reverse | GCCTGCTTCACCACCTTCTTGATGTC
hHRPT Forward | CCCTGGCGTCGTGATTAG Reverse | ATGGCCTCCCATCTCCTT
hUBI Forward | CCGACCACAGTGGCTATGC Reverse | CCTCTTTTAATATCTCCAGGCTTGA
h18Ss Forward | TCAAGAACGAAAGTCGGAGG Reverse GGACATCTAAGGGCATCACA
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LEGEND OF SUPPLEMENTARY FIGURE

Figure S1. HCV inoculation modifies Tconv phenotype and activity. Tconv cells were incubated or not with
HCV in activated conditions. HCV inoculation increase the mRNA level expression of FOXP3 (A) and IL-10,
GZMB (B) in Tconv cells at 96H p.i. Results are presented as means of duplicates of 3 independent
experiments of HCV inoculated Tconv (light grey bars) versus non-inoculated Tconv (dark bars). Gene
expressions are normalized using GADPH, B-actin, 18s, Ubiquitine and HRPT mRNA as housekeeping-genes
and result are expressed in fold change (2A-AACt) + SEM bars. The ability of HCV-inoculated Tconv to
suppress PBMC proliferation was evaluated using a model of lymphocyte reaction (MLR) by co-culture of
autologous PBMC and Tconv cells in activated conditions at ratio 4 PBMC for 4 Tconv (4:4), 4:3, 4:2 and 4:1
(C). PBMC and Tconv cells proliferation were measured after 48h by adding [*H]-thymidin during the last 18

hours. These experiments are expressed as mean of cpm values of quadruplicate £ SEM bars.
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DISCUSSION-CONCLUSION

L’hépatite C est un probléme de santé publique qui touche prés de 2.3% de la population a
travers le monde [20]. De nombreuses études ont montré que la principale cellule héte du virus de
I’hepatite C (VHC) est I’hépatocyte [501, 576]. L’infection par le VHC conduit a une sécrétion
importante des cytokines anti-virales IFN-y, IFN-a et IFN-B, induisant la transcription de nombreux
ISGs (interférons stimulating genes) [411]. 1l se met alors en place, successivement, une réponse
immune innée médiée par les macrophages, cellules dendritiques, cellules de Kupffer et cellules NK
puis une réponse adaptative médiée par les lymphocytes B, lymphocytes NKT, lymphocytes Tyd,
lymphocytes TCD8+ et lymphocytes TCD4+ qui sont les acteurs majeurs de la réponse anti-virale
[501]. Ces réponses sont mises en place par le systtme immunitaire de I’hdte dans I’optique
d’instaurer un environnement anti-viral pouvant limiter la dispersion du virus et favoriser la
guerison. Cependant, chez environ 80% des patients, malgré le développement des réponses
immunes innées et adaptatives, I’hépatite C va évoluer vers la chronicité, donnant chez certains
patients un carcinome hépatocellulaire [32]. De nombreux travaux ont montré que cette chronicité
était due, a la fois, a des caracteristiques virologiques multi-spécifiques et a I’altération de la
réponse immune. Ainsi, I’hépatite C chronique est caractérisée par le développement d’une
réponses immune innée et adaptative a la fois au niveau intra-hépatique et en périphérie [411], qui
est cependant incapable de contrdler la réplication virale ni de conduire a I’élimination du virus
[506].

Une des explications avancées pour expliquer la chronicité de la maladie, est que le VHC va
développer de nombreuses stratégies d’échappement et qu’il est capable d’interagir avec les cellules
de I’immunité pour inhiber leur activité anti-virale. En effet, des études ont montré que les protéines
virales E1 et E2 pouvaient interagir avec les molécules de signalisation PKR (protéine kinase ARN-
dépendante) afin d’inhiber les effets de I’interféron [153]. D’autres études ont montré que la
protéine de la capside virale (Core) avait la capacité d’interagir avec le récepteur gC1qR pour
inhiber la prolifération des cellules immunitaires [132]. Par ailleurs, des travaux ont suggéré que le
complexe proteique NS3/4A du VHC pouvait se fixer aux récepteurs de I'immunité TLR-2 et TLR-
1/6, cliver TRIF et CARDIF et inhiber la production d’IFN [184, 501]. Enfin, des études plus
récentes ont montré que le protéines NS5A du VHC pouvait moduler la réponse immunitaire en
interagissant avec la protéine adaptatrice MyD88, en inhibant la signalisation cellulaire médiée par
les TLR- et en inhibant, in vitro, la sécrétion de cytokines anti-virales [219, 220]. Ainsi, malgre le

développement d’une réponse immune anti-virale, le virus de I’hépatite C pourra persister dans
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I’organisme. Par ailleurs, de nombreux travaux ont montré que I’activation d’une réponse anti-
virale pro-inflammatoire pendant la phase chronique de I’infection était associée au développement
de lésions hépatiques [506]. Ainsi, les mécanismes de la persistance virale sont donc principalement

ceux de I’échec des réponses immunes a contréler la réplication du virus et sa propagation.

Une autre explication de la persistance du VHC et de I’aggravation de la maladie serait la
présence de lymphocytes T régulateurs naturel (nTreg ou Treg) et induits (iTreg) qui favoriseraient
I’environnement immunosuppresseur et la progression de la maladie [610, 611]. En effet, les
lymphocytes T régulateurs jouent un réle important dans la pathogenése de I’infection chronique
par le VHC. Ce rdle a été suggeéré pour la premiére fois en 2003 lorsque certaines études ont décrit
un nombre important de Treg dans le foie et dans le sang de patients chroniguement infectés
comparés aux sujets sains ou comparés aux patients en voie de guérison spontanée [866, 867]. De
plus, les travaux de notre équipe ont montré que les lymphocytes Treg et iTreg pouvaient contribuer
a la progression de la maladie [610, 611]. Par ailleurs, des travaux de la littérature ont décrit une
augmentation des Treg FOXP3+ chez les patients VHC+ [868, 869], suggérant également une

augmentation de la fréquence des Treg chez les patients VHC+.

Cette hypothése a été confirmée dans la premiére partie de mon travail (article 1). En effet,
nous avons pu obtenir trois biopsies d’un patient chroniquement infecté par le VHC de génotype 1b,
pour une étude rétrospective longitudinale. La premiére biopsie a été effectuée pendant la phase
chronique de I’infection sur un foie ne présentant aucune Iésion hépatique (B1). La seconde biopsie
sur un foie montrant une évolution de la maladie et la présence de nodules cirrhotiques (B2) et la
troisieme biopsie sur un foie montrant une maladie hépatique trés avancée et présentant un
carcinome hépatocellulaire (B3). Grace a ce matériel précieux, nous avons pu analyser I’évolution

de la fréquence des différentes populations immunitaires au cours de I’aggravation de I’hépatite C.

Dans un premier temps, nous avons analysé I’expression quantitative des marqueurs des
différentes populations immunitaires du foie par RT-Q-PCR. Nos résultats ont montré une
augmentation du marqueur CD19 au cours de la I’aggravation de la maladie. Ces résultats sont
parfaitement en accord avec les données de la littérature qui montrent une activation des
lymphocytes B en cas d’infection chronique par le VHC [891]. Nos résultats ont également montré
une surexpression genique du CDS8S mais pas celle du CD8a dans les échantillons B2 et B3. Ces
résultats sont eégalement confortés par la littérature qui fait mention d’une augmentation de I’infiltrat
CDB8p dans le foie des patients VHC+ [892]. Nous avons également observé une augmentation
significative de I’expression du CD4, proportionnelle a I’aggravation de la maladie. Ces résultats

confirment les données de la littérature qui décrivent une réponse cellulaire TCD4+ spécifique du
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VHC dans la circulation périphérique et dans les biopsies des patients VHC+ [592, 593].
Cependant, notre étude ne montre aucune modification significative de I’expression de I’IL-2, ni
méme celle de I’IL-4 mais une diminution de I’IFN-y, suggérant ainsi que les lymphocytes TCD4+
intra-hépatiques des stades avancés ne seraient principalement pas des cellules Th1 ni des cellules
Th2. Ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que, dans cette étude, nos echantillons proviennent
d’un patient présentant une chronicité déja tres avancée (plusieurs années aprés infection), ne
permettant pas d’évaluer I’infiltrat lymphocytaire quelques mois post-infection. En effet, des
travaux de la littérature ont montré que le profil cytokinique des TCD4+ était associé a I’évolution
de la maladie. Ainsi, les cellules CD4+Th1 (sécretrices d’IL-1a, IFN-y, IL-2 et TNF-a) ont été
majoritairement retrouvé chez les patients VHC+ développant une guérison spontanée pendant la
phase aigué, tandis que les cellules CD4+Th2 (sécrétrices d’IL-4, IL-5) ont été retrouvés en
abondance chez les patients VHC+ ayant une évolution chronique [602, 604]. Néanmoins,
I’observation majeure de notre travail a été une augmentation significative de I’expression des
marqueurs CD4, CD25, T1-ST2, CCR-5 et ICAML1 au cours de I’aggravation de la maladie. Ces
données suggeérent qu’une grande partie de I’infiltrat hépatique des CD4+ est constituée de
lymphocytes T régulateurs naturels CD4+CD25+. Par ailleurs, ces résultats confirment des travaux
antérieurs de I’équipe qui ont décrits un recrutement important des lymphocytes T régulateurs

naturels au cours de la progression de I’hépatite C [611].

De maniére tres intéressante, cette étude montre également une augmentation significative
de I’expression des marqueurs phénotypiques CD18 (ITGB2), CD49B (ITGA2) et une augmentation
significative des marqueurs fonctionnels IL-10 et TGF-A17 au cours de la progression de la maladie,
suggérant ainsi une augmentation de la fréquence intra-hépatique des lymphocytes T régulateurs
induits de type 1 (Trl). En effet, bien que d’autres cellules immunitaires puissent également sécréeter
les cytokines immunosuppressives IL-10 et TGF-B1, I’absence de modification de I’expression des
marqueurs CD11c (cellules dendritiques) tend a confirmer une présence d’IL-10 principalement
produite par les Trl. Ces résultats sont en corrélation avec certaines données de la littérature qui ont
décrit une augmentation de la fréquence des Trl chez les patients chroniquement infectés par le
VHC [881]. De plus, des travaux antérieurs de I’équipe avaient déja décrit une augmentation de la
fréquence des Trl chez des patients présentant une récidive de I’infection virale C apres
transplantation hépatique [90, 893]. L’ensemble de ces données suggérent donc que les
lymphocytes T régulateurs induits de type 1 (Trl) pourraient servir de marqueur prédictif a

I’aggravation et a la récidive de I’hépatite C.

Mes travaux ont également montré une augmentation intra-hépatique de I’expression des
récepteurs spécifiques de I’'lL-10 (IL-/0Ra et IL-10Rp) et du TGF-B1 (TGF-SRI et TGF-SR2)
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suggerant I’existence d’une biodisponibilité a ces cytokines plus importante dans les foies
cirrhotiques et tumoraux. Par ailleurs, I’augmentation de I’expression du TGF-f/ et de ses
récepteurs laisse entrevoir la possible augmentation de la fréquence des lymphocytes T régulateurs
induits Th3. En effet, de nombreuses eétudes ont montré que les cellules régulatrices Th3 étaient les
principales cellules sécrétrices de TGF-1 dans le sang méme si les Treg naturels et les Trl peuvent
en secreter de fagcon modérée. Cette hypothése confirme les données de la littérature qui décrivent
une augmentation des cellules CD4+TGF-B1+ chez les patients chroniques VHC+ [855, 894]. Nous
savons que la cytokine TGF-B1 peut altérer la matrice extracellulaire et stimuler le développement
de la fibrose chez les patients VHC+ [895]. Ainsi, dans notre étude, la détection du TGF-B1
uniquement au stade de cirrhose et de CHC, suggere une induction et/ou une aggravation des
Iésions hépatiques. De fagon trés intéressante, notre étude semble montrer que I’augmentation des
ces populations régulatrices (Treg, Trl et Th3) est progressive et proportionnelle a I’évolution de
I’histoire naturelle de I’hépatite C. Ainsi, I’augmentation d’IL-10 et du TGF-f/ associée a une
diminution d’IFN-y semblent indiquer une altération fonctionnelle des lymphocytes TCD4+
specifiques et I’installation d’un environnement immunosuppresseur qui favoriserait I’aggravation
vers le cancer du foie. Cette étude a permis de confirmer I’installation d’un infiltrat
lymphocytaire intra-hépatique de type régulateur, favorisant un microenvironnement
immunosuppresseur propice a I’aggravation de la maladie. Cependant, I’impact spécifique de
I’infection par le VHC sur ces lymphocytes T régulateurs ainsi que les mécanismes impliqués

dans leur recrutement intra-hépatique demeuraient encore inconnus.

Afin de répondre a cette interrogation, J’ai consacré une grande partie de ma these a étudier
I’impact direct du virus de I’hépatite C (VHC) sur le phénotype et I’activité suppressive des
lymphocytes T régulateurs naturels (Treg). Je me suis également intéressée aux mécanismes mis en
jeu par les cellules du foie pour recruter les Treg (Article 2). Pour ce faire, J’ai réalisé des
expériences in vitro de co-culture de Treg naturels CD4+CD25""CD127"°" isolés de poches de

sang et donneurs sains, avec des particules virales infectieuses du VHC (modele VHCcc/JFH1).

Dans un premier temps, nous avons caractérisé phénotypiquement les cellules isolées de
PBMC de donneurs sains. Les résultats ont montré que plus de 96% de la population des Treg
exprimaient le phénotype CD4+CD25"M"CD1277"°", Ces résultats sont parfaitement en accord
avec ceux de la littérature qui montrent que les lymphocytes TCD4+ régulateurs naturels sont
caractérisés par I’expression constitutive de la chaine alpha du récepteur a I’'lL-2 (CD25) et par une
sous-expression de la chaine alpha du récepteur a I’lL-7 (CD127) [492, 717, 740]. Certaines études
ont montré que I’activation des lymphocytes T conventionnels (CD4+CD25-) pouvait également

conduire a une surexpression du marqueur CD25 [720]. Néanmoins, on peut clairement distinguer
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les lymphocytes T conventionnel activés qui expriment transitoirement le CD25, des lymphocytes T
régulateurs naturels qui I’expriment de maniére constitutive, stable et a des niveaux trés
élevés (CD25"") [720]. De plus, d’autres études ont clairement démontré que le marqueur CD127
permettait de discriminer les Treg CD4+CD25"%" naturels n’expriment pas ou trés peu le CD127
(CD1277°™), des lymphocytes T CD4+ conventionnels activés (CD4+CD25") qui expriment
fortement le CD127 (CD127*™M9) [740, 741]. Ainsi, malgré le fait que 5 & 10% des TCD4+
périphériques expriment le CD25, seuls les lymphocytes CD4+CD25"", qui ne représentent que 2 &
5% des lymphocytes T CD4+, constitueraient les Treg [617, 721]. Nos travaux sont parfaitement en
accord avec ces données de la littérature car ils montrent que plus de 95% des Treg isolés possedent
bien le phénotype CD4+CD25""CD127"°" contrairement au T conventionnels qui sont
majoritairement CD4+CD25-CD127+. De plus, nos résultats ont montré que les Treg isolés

représentaient 0.2 a 1.5% des PBMC circulant et environ 2 a 7% des TCD4+ périphériques.

Nous avons eégalement analyse I’expression protéique du facteur de transcription FOXP3 et
nos résultats montrent que plus de 86% des Treg isolés sont FOXP3+. FOXP3 est un facteur de
transcription essentiel dans le lignage Treg qui contr6le la fonction et I’homéostasie des Treg [734].
Ce marqueur a permis d’identifier clairement les Treg murins mais il ne serait pas le marqueur
universel des Treg chez I’hnomme, en particulier depuis que son expression a été retrouvée dans les
lymphocytes T conventionnels CD4+CD25- actives [736]. Par ailleurs, des travaux récents ont
montré que les cellules humaines CD25-FOXP3+ ne possédent pas d’activité régulatrice [737]. Nos
travaux confirment les données de la littérature car ils montrent que pres de 12% des T
conventionnels (Tconv) expriment le FOXP3 contre 86% des Treg. De plus, tout comme mentionné
dans la littérature, I’expression du FOXP3 dans les CD4+CD25- activés reste faible et transitoire
comparée a celle des Treg. L’ensemble de nos résultats montrent donc que nos techniques
d’isolement permettent d’obtenir des Treg naturels humains exprimant le phénotype régulateur

attendu.

Cette étude a par la suite été complétée par la caractérisation fonctionnelle des Treg isolés.
Ainsi, les Treg naturels ont également été caractérisés sur leur incapacité a proliférer in vitro, méme
en condition d’activation [616]. En effet, de nombreuses études in vitro ont montré qu’une forte
costimulation avec des anticorps monoclonaux anti-CD28 et une stimulation mitogénique par I’anti-
CD3 (court-circuitant le TCR) étaient incapables, seules, de lever I’état d’anergie des Treg, mais
que I’utilisation de cytokines de prolifération, en particulier I’IL-2 recombinante, associée a une
forte costimulation pouvait induire la prolifération des Treg naturels [710]. Nous avons realise des
experiences de prolifération cellulaire par technique d’incorporation de thymidine tritiée sur les

Treg activés et nos résultats confirment bien que les Treg naturels isolés sont incapables de

147

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

proliférer in vitro, méme apres une activation pendant 48H contrairement aux PBMC qui proliférent
significativement apres activation. Ces données montrent donc que les cellules que nous isolons ex

vivo répondent bien au comportement anergique des Treg naturels humains.

Enfin, les lymphocytes T régulateurs sont aussi caractérisés par leur capacité a inhiber la
réponse immune par divers mécanismes, tels que la sécrétion d’importantes quantités de cytokines
immunosuppressives, I’inhibition de la fonction des cellules dendritiques, I’induction de la cytolyse
et de la mort cellulaire par apoptose ou encore I’inhibition de la prolifération des cellules
immunitaires [685]. Des expeériences de co-cultures des Treg isolés avec des PBMC autologues ont
été réalisées et les modifications de la prolifération des PBMC ont été evaluées. Nos résultats
montrent que les Treg suppriment significativement la prolifération des PBMC activés et qu’ils
induisent leur cytolyse de maniere dose dépendante. Ces données sont en accord avec les travaux de
la littérature montrant que les Treg peuvent supprimer la prolifération des cellules immunitaires et
provoquer leur mort par apoptose [685]. L’ensemble de ces résultats montre que nous parvenons a

isoler des Treg naturels humains qui sont parfaitement fonctionnels.

Apres la caractérisation des Treg, notre premiere interrogation a été de déterminer si le virus
de I’hépatite C pouvait infecter un lymphocyte T régulateur. En effet, bien que le VHC ait été
considéré pendant longtemps comme essentiellement hépatotrope, de nombreuses études ont montré
que le VHC était capable d’infecter et de se répliquer dans des cellules d'origine hématopoiétique
comme les cellules lymphocytaires [261-264]. Selon certains travaux, le lymphotropisme du VHC
représenterait méme I’étape la plus importante dans la pathogénese virale C [265, 266]. De plus,
I’existence de corrélations entre les infections par le VHC et la présence de cryoglobulinémies
mixtes associées au développement de lymphomes non-hodgkiniens a conforté I’hypothese d’un
tropisme extra-hepatique du VHC [267, 268]. Pour conforter ou infirmer cette hypothése, nous
avons évalué si les Treg fraichement isolés pouvaient posséder les récepteurs et corécepteurs
d’entrée du virus de [I’hépatite C. Nos résultats montrent que les Treg naturels
CD4+CD25"™M"CD127""" expriment les récepteurs d’entrée CD81, CLDN1, LDLR, OCLN et
EGFR, suggérant ainsi la possibilité d’une fixation du VHC sur les Treg. En effet, les données de la
littérature décrivent, pour I’entrée du VHC dans les hépatocytes, un attachement des glycoprotéines
virales E1 et E2 aux récepteurs membranaires de 1’hote dont les plus connus sont : la tétraspanine
CD81 [279], le récepteur de lipoprotéines de basses densités (LDLR) [278], les protéines de
jonctions serrées Claudine 1 (CLDN1) [279, 281] et occludine (OCLN) [282] et le récepteur
tyrosine kinases EGFR [149]. Certains travaux ont d’ailleurs montré que la protéine LDLR était le
principal récepteur associé a I’attachement du virus et que la présence des molécules CD81 et

SCARBL était essentielle a I’entrée du VHC dans les cellules hotes [262]. Notre étude montre

148

© 2015 Tous droits réserveés. doc.univ-lille1.fr



Thése de Laurissa Ouaguia, Lille 1, 2015

également une expression des co-recepteurs CD5, TLR-7 et TLR-9 sur les Treg. Ce résultat
contribue a étayer notre hypothése dans la mesure ou les données de la littérature décrivent les
TLR-s comme co-facteurs d’entrée du VHC [136]. Et plus récemment, une étude a montré que le
récepteur scavenger CD5 était indispensable a I’entrée du VHC dans les lymphocytes T humains
[270]. Notre étude suggere donc que le virus de I’hépatite C pourrait s’accrocher a un lymphocyte T

régulateur.

Par la suite, nous avons réalisé des expériences d’inoculation des Treg en présence ou en
I’absence des particules du VHC, et les resultats de I’analyse transcriptomiques ont révélé une
augmentation significative de I’expression de I’ensemble des récepteurs et corécepteurs d’entré du
VHC notamment celle du CD81, TLR-7, TLR-9 et CD5. Or, les récepteurs TLR-7 et TLR-9 sont des
molécules intracellulaires responsables de la reconnaissance des acides nucléiques viraux
internalisés. Leur augmentation, associée a celle du CD81 et du CD5 laisse penser que le VHC peut
non seulement s’accrocher mais également internaliser les Treg CD4+CD25"™"CD1277°% Cette
hypothése est confortée par I’augmentation significative de I’expression de CLDN1 apres
incubation des Treg avec le VHC. En effet, des études ont montré que I’utilisation d’anticorps
monoclonaux dirigés contre la Claudine 1 inhibait I’internalisation de tous les géenotypes du VHC
dans les hépatocytes en culture primaire [298], suggérant ainsi le role clé des proteines de jonctions
serrées dans I’internalisation du VHC [303]. Nos résultats suggérent donc que les Treg
CD4+CD25"MM"CcD1277° pourraient accrocher le virus de I’hépatite C, qui pourrait par ailleurs s’y

internaliser.

Afin d’évaluer I’internalisation réelle du VHC dans les Treg, nous avons analyseé la présence
des protéines virales dans les Treg. Pour ce faire, nous avons effectué des cultures de Treg ou de
Huh7 (témoin d’infection) en présence ou non des particules virales du VHC. 72H post-inoculation
(72H p.i), les cellules ont été fixées et les protéines virales marquées. De facon totalement inédite,
nos expériences d’immunofluorescence et nos analyses par western blot ont montré que, tout
comme les lignées d’hépatome humain Huh7 mais a des niveaux plus faibles, les protéines virales
E1l, E2, Core et NS5A pouvaient étre détectées dans les Treg naturels. Or, la plupart de ces
protéines virales ne sont exprimées qu’a la suite d’une internalisation réelle du génome viral dans la
cellule. Ainsi, leur détection dans les Treg suggere fortement Il'internalisation du VHC dans les
lymphocytes T régulateurs humains. Ces résultats sont en corrélation avec les données des
littératures qui ont suggéré que le VHC pouvait infecter des PBMC et les lymphocytes T humains
[270, 896]. Cependant, nos observations restent extrémement originales car elles montrent, pour la

premiére fois, la détection du virus de I’hépatite C dans des lymphocytes T régulateurs.
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Notre interrogation suivante a été de savoir si I’internalisation ou le simple contact du virus
de [I’hépatite C était susceptible de modifier le phénotype régulateur des cellules
CD4+CD25"™M9"cD1277°". Ainsi, nous avons analysé I’expression des marqueurs phénotypiques
associes aux Treg apres inoculation avec le VHC. De maniére tres intéressante, les analyses
montrent une augmentation significative de I’expression des marqueurs CD4, CD25, FOXP3,
CTLA4, LAG3 et une sous expression relative du CD127, suggérant ainsi une augmentation du
phénotype régulateur. En effet, de nombreuses études ont montré qu’en plus du CD4, du CD25 et
de la sous expression du CD127, les Treg naturels étaient caractérises par I’expression concomitante
d’un ensemble de marqueurs tels que CTLA-4 (cytotoxic T lymphocytes associated protein 4),
CD62L (L-selectine), CD44, LAG3 (lymphocytes activating gene3), GITR (Glucocorticoid Induced
TNFR-Related gene), CD39, CD73 et ICOS (Inducible costimulator) [682-684, 748, 749-751]. Par
ailleurs, d’autres études ont montré que les molécules CTLA4, ICOS et LAG3 étaient des
marqueurs des Treg hautement suppressifs capables d’inhiber les réponses immunes par la sécrétion
d’IL-10 et de TGF-B [753, 897]. Ces données sont donc en accord avec nos travaux qui suggerent
une augmentation du phénotype régulateur de Treg par le VHC. Cette hypothése est confortée par
des donneées de la littérature qui ont montré que la transfection des lignées jurkat (lymphocytes T)
avec le VHC augmentait I’expression du CTLA4 et du FOXP3, rendant ces cellules
immunosuppressives et capables d’inhiber les réponses TCD4+ et TCD8+ [890]. Par ailleurs,
d’autres études ont montré que I’expression du CD127 corrélait inversement avec la fonction
suppressive des Treg [745], suggérant qu’une diminution de I’expression du CD127 (comme
observé dans notre étude) conduit & une augmentation du phenotype régulateur. Ces donnees ont été
confirmées par des analyses en cytométrie de flux qui ont montré une augmentation significative de
I’expression protéique des marqueurs CD4, CD25 et une diminution du CD127 dans les Treg
inoculés avec le VHC. Cette augmentation du phénotype régulateur (CD4+CD25""CD127-) ne
semble pas nécessiter une réplication du virus, dans la mesure ou de nombreux travaux suggerent
que les particules virales du VHC ne peuvent s’internaliser dans les cellules héte (Huh7) qu’apres
plusieurs heures. Or, nos résultats montrent que des 3h post-inoculation, le VHC augmente déja, et
ce de facon significative, le phénotype régulateur des Treg, suggérant ainsi qu’un simple contact du

virus ave les Treg pourrait potentialiser le phénotype suppresseur.

Les résultats de cet impact direct du VHC sur le phénotype régulateur des Treg, nous ont
incités a évaluer si le VHC pouvait altérer leur état d’anergie et favoriser leur expansion. En effet,
les Treg naturels sont généralement décrits comme totalement anergiques in vitro en particulier a
cause de leur incapacité a exprimer et a produire des facteurs de prolifération tels que I’IL-2 [710].

Cependant, de nombreuses équipes dont la notre, ont décrit une augmentation intra-hépatique et
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périphérique des Treg chez les patients VHC+ mais aucune étude ne permet d’affirmer si
I’augmentation de cette fréquence représente une réponse VHC-spécifique (prolifération) ou si cette
augmentation est une conséquence de I’inflammation chronique de la maladie hépatique
(recrutement). Dans cette étude, nous montrons que le virus de I’hépatite C peut directement
favoriser I’expansion des Treg naturels. En effet, nous avons analysé I’expansion et la prolifération
in vitro des Treg inoculés ou non avec le VHC. Les résultats montrent une augmentation
significative et progressive de la prolifération des Treg naturels inoculés, suggérant ainsi une
expansion des Treg induite par le VHC. Ces résultats clés sont en corrélation avec les données de la
littérature qui décrivent une expansion importante des Treg pendant la phase aigué de I’infection
virale [868]. En effet, ces travaux de la littérature ont décrit une augmentation importante de la
fréquence périphérique des Treg naturels CD4+CD25+ chez les patients VHC+ (13.5% vs 5.3%
chez les donneurs sains) [868]. Nous avons également realise des études transcriptomiques et nos
résultats ont montré que le VHC augmente significativement I’expression des molécules IL-4, BCL6
et IL-15 notamment 24h post-inoculation. Or, ces molécules sont connues pour étre des facteurs
importants dans la prolifération lymphocytaire [898]. Plus intéressant encore, notre étude a 24h
post-inoculation, montre que le VHC augmente significativement I’expression de I’IL-2, cytokine
clé de prolifération des Treg [492]. La sécrétion effective de cette cytokine a d’ailleurs pu étre
confirmée par des ELISA montrant que le VHC augmente la sécrétion de I’lL-2 par les Treg
notamment a 48h p.i, avec un fold de 4 & 6 fois comparée aux cellules contréles. Or nos travaux ont
également montré une augmentation de la chaine alpha du récepteur a I’'IL-2 (CD25) sur les Treg
inoculés avec du VHC. L’ensemble de ces données suggére I’hypothése selon laquelle le virus de
I’hépatite C conduirait les Treg a produire de I’IL-2 qui serait ensuite rapidement capté par ses

récepteurs spécifiques, selon une boucle autocrine, afin de favoriser leur propre expansion.

D’autres travaux de la littérature ont montré que le VHC pouvait lui-méme favoriser la
prolifération des Treg par la stimulation de la production de quantités importantes de TGF-p qui
stimulent I’émergence de lymphocytes T régulateurs [874]. Ces données sont corrélées avec nos
travaux qui montrent également une augmentation significative de I’expression et de la sécrétion du
TGF-B1 par les Treg en présence du VHC. Nos travaux corrélent aussi avec les données de la
littérature qui ont montré que des peptides antigéniques du VHC pouvaient étre reconnus par des
Treg CD4+CD25+ circulant dans le sang de patients infectés et favoriser leur expansion VHC-
spécifique au cours de I’infection chronique [880]. L’ensemble de nos données suggére donc un
impact direct du VHC sur les Treg qui favoriserait leur expansion. Neanmoins, le réle spécifique de
I’expansion des Treg dans la persistance virale n’est pas encore bien decrit, méme si de nombreuses

études ont clairement suggéré une corrélation positive entre la fréquence élevée des Treg et la
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progression de la maladie [90, 889]. Ainsi, les résultats de notre étude confirmeraient qu’il existe un
impact direct du VHC a la fois sur le phénotype des Treg naturels CD4*CD25*™"CD127"" ainsi
que sur leur expansion, laissant supposer que le VHC pourrait également potentialiser I’activité

suppressive des Treg.

Les mecanismes exacts impliqués dans la défaillance du systéme immunitaire de I'héte pour
lutter contre I’infection par le VHC restent encore mal-compris, mais de nombreuses études dont les
notres, attribuent cette défaillance, en partie, a I’activité des lymphocytes T régulateurs. Pour étayer
cette hypothése, nous avons évalué I’impact du VHC sur la capacité des Treg a supprimer la
prolifération des PBMC autologues. Par des expériences de suppression, nous avons mis en
évidence une augmentation de la capacité des Treg a supprimer la prolifération des PBMC lorsque
ces Treg etaient préalablement inoculés avec le VHC. Nos résultats montrent donc qu’en plus
d’augmenter le phénotype et de favoriser I’expansion des Treg, le VHC potentialise également
I"activité suppressive des CD4*CD25™M"CD127"" les rendant plus suppresseurs. Ces résultats
sont en corrélation avec les données de la littérature qui ont montré que les Treg isolés de patients
infectés par le VHC possédaient une activité suppressive plus importante que les Treg isolés de
patients guéris [866, 867].

De nombreuses études ont montre que les lymphocytes T régulateurs pouvaient supprimer la
réponse immune par des mécanismes contacts-cellulaires dépendants et/ou par la sécrétion de
cytokines immunosuppressives [646, 685]. Afin de mettre en évidence les mécanismes mis en jeu
dans I’aggravation de cette activité suppressive, nous avons analysé I’'impact du VHC sur les
difféerents mecanismes de suppression des Treg. Nos résultats ont tout d’abord montré une
augmentation significative de I’expression des marqueurs associés a I’activité suppressive des Treg
par contact-cellulaire, tels que le CTLA4 et LAG3, qui sont connus pour inhiber la fonction des
cellules dendritiques [685, 811]. Nos travaux montrent également une augmentation des marqueurs
CD39 et CD73 qui sont des ecto-nucléotidases impliquées dans la destruction du métabolisme des
cellules effectrices [799, 800]. Comme décrit plus haut, cette étude montre aussi que le VHC
augmente significativement le CD25, induisant la déprivation du milieu en cytokine de prolifération
ce qui conduit a la mort cellulaire des cellules effectrices [793-795]. Notre étude montre également
que le VHC augmente significativement I’expression de granzyme B (GZMB) par les Treg. Or,
granzyme B est une molécule cytotoxique impliquée dans la mort des cellules effectrices par
apoptose [821]. Par ailleurs, nos résultats montrent que le VHC augmente significativement
I’expression et la sécrétion de la cytokine immunosuppressive TGF-B1 avec un pic a 48H post-
inoculation. Ces résultats confortent certaines études qui ont décrit une augmentation de la

sécrétion d’IL-10 et de TGF- par les Treg aprés stimulation antigénique spécifique par la protéine
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de la capside du VHC (Core) [878, 882]. Enfin, nos travaux montrent que le VHC favorise une
augmentation de I’expression du facteur de transcription TBX21(TBET), connu pour favoriser
I’activité suppressive anti-inflammatoire Thl [754]. L ensemble de ces résultats suggérent donc que
le virus de I’hépatite C interagit directement avec les lymphocytes T régulateurs pour potentialiser
leur activité immunosuppressive, aggravant ainsi le microenvironnement hépatique et favorisant la

progression de la maladie.

Or, cette aggravation de I’hépatite C est la principale cause des dommages au foie chez les
patients chroniquement infectes par le VHC [39, 55]. En effet, chez environ 80% des patients, le
passage de I’infection aigué a la chronicité survient malgré I’expression d’une réponse immune
anti-virale. Les acteurs majeurs de cette réponse anti-virale sont les lymphocytes TCD4+ qui
peuvent se différencier en Thl (sécréteurs d’IL-2, IL-12, TNFa et IFN-y) [602], Th2 (sécréteurs
d’IL-4, IL-5, IL-6, I1L-10 et IL-13) [604] et Th17 (secréteurs d’IL-17, 1L-21, IL-23 et IL-26 [474].
De nombreuses études ont décrit une augmentation des cellules Th2 au depend des cellules Thl
chez les patients ayant une évolution chronique de I’hépatite C [602]. De plus, d’autres études ont
décrit une augmentation significative intra-hépatique et périphérique de lymphocytes Th17 chez
patients chroniques VHC+ [899-901], suggérant que I’augmentation de la frequence des cellules
sécretrices d’IL-17 pouvait aggraver I’inflammation hépatique et accélérer le développement de
Iésions hépatiques (fibrose sévere) [900, 901]. Or, des études ont montré que les Treg étaient dotés
de propriétés de plasticité et pouvaient sécréter des cytokines appartenant aux profils Thl, Th2 ou
Th17 [500, 784]. En effet, des études ont identifié des cellules Treg FOXP3+ secrétrices d’I1L-17
dans le sang humain [902]. Ces données confortent notre étude qui montre une augmentation de
I’expression de I’IL-17, de I’IL-21 et de I’IL-23 par les Treg incubés avec du VHC. En outre, des
analyses ELISA ont confirmés que le VHC augmente significativement la sécrétion de I’IL-17 par
les Treg, avec un pic a 48H p.i. Ces donnees pourraient ainsi suggérer la présence des lymphocytes
Treg IL-17+ dans le developpement des lésions hépatiques chez les patients chroniquement infectés
par le VHC. En effet, des études ont montré que le déséquilibre Treg/Th17 jouait un rdle tres
important dans la persistance du VHC [903]. Par ailleurs, des travaux ont clairement montré que les
Treg sécréteurs d’IL-17 conservaient parfaitement leur activité suppressive [904]. Ainsi, nos
résultats pourraient suggérer que I’interaction VHC/Treg, en plus d’aggraver significativement
I’environnement immunosuppresseur, pourrait également potentialiser le développement des lésions

hépatiques, favorisant ainsi la progression de la maladie.

Des travaux antérieurs de I’équipe ont décrit une augmentation de la fréquence intra-
hépatique des Treg [905], suggeérant ainsi un recrutement important des Treg vers le foie. D autres

travaux de la littérature ont montré, au cours de I’hépatite C, une augmentation de I'expression des
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chimiokines CCL-17 et CCL-22 dans I’environnement hépatique, capables d’attirer les Treg vers le
foie afin d’altérer la réponse immunitaire anti-virale [89]. Cependant, les mécanismes induisant ce
recrutement intra-hépatique des Treg naturels restaient encore mal connus. De fagon intéressante,
par des experiences directes de migration en chambre de boyden, nos travaux ont montré que les
surnageants des hépatocytes primaires humains, infectés in vitro par le VHC, attiraient des quantités
importantes de Treg comparés aux surnageants d’hépatocytes non-infectés. Plus intéressant encore,
le potentiel chimio-attractant des surnageants d’hépatocytes infectés est comparable a celui de la
chimiokines recombinante SDF1a (CXCL-12), connue pour attirée les Treg CD4+CD25+FOXP3+
dans le foie [906]. De plus, nos travaux montrent que lorsque les Treg sont préalablement inoculés
avec le VHC, ils sont sensiblement plus attirés par les surnageants d’hépatocytes, suggérant ainsi un
role clé du virus sur le recrutement des Treg naturels. Ces travaux pourraient expliquer, en partie,
des travaux antérieurs de I’équipe qui ont décrit un recrutement important des Treg au cours de la
progression de la maladie ainsi qu’au cours de la récidive virale apres transplantation hépatique [90,
611, 907]. Par ailleurs, ils sont concordants avec I’augmentation de la fréquence intra-hépatique des
Treg, retrouvée chez des patients chroniquement infectés par le VHC (articlel). Des analyses
approfondies par RT-Q-PCR ont montré que le VHC augmentait significativement I’expression
d’un ensemble de chimiokines associées au recrutement des Treg. En effet, nos résultats ont permis
de retrouver une augmentation de CCL-17 qui avait déja été décrite [89], et une augmentation des
autres chimiokines telles que CCL-2, CCL-7, CCL-20 et en culture avec des particules
VHCcc/JFH1 (inoculés) ou en culture dans du milieu DMEM récoltés apres plusieurs passages de
Huh7 non-infectés (non-inoculées). Notre étude montre également une augmentation de I’expression
des récepteurs spécifiques aux chimiokines tels que CCR-2 (CCL-2), CCR-3 (CCL-7), CCR-4
(CCL-17), CCR-6 (CCL-20), et CXCR-6 (CXCL-16). Ces résultats ont été confirmés par des
experiences de neutralisation qui ont montré que I’utilisation d’anticorps bloquants dirigés contre
les chimiokines CCL-20 et CCL-17 dans les surnageants des hépatocytes infectés, provoquait une
diminution significative du recrutement des Treg, suggérant ainsi un réle clé de ces chimiokines
dans le recrutement des Treg. Ces résultats concordent avec des données de la littérature qui ont
suggerer que I’augmentation d’un ensemble de chimiokines chez les patients chroniques VHC+
était corrélée a I’immuno-pathogenése de I’infection virale C [908, 909]. Néanmoins, notre étude
est la toute premiére a montrer I’implication de la chimiokines CCL-20 dans le
« homing hépatique» des Treg aprés infection par le virus de I’hépatite C. Nous confirmons ainsi
des travaux antérieurs de I’équipe qui ont montre que le recrutement intra-hépatique de cellules T
régulatrices était spécifique de I’infection par le VHC, cette augmentation de Treg n’ayant pas été
retrouvée dans les biopsies hépatiques de patients présentant un CHC alcoolique [90]. L’ensemble

de ces données suggere donc que le VHC favorise directement le recrutement des Treg vers le
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site de I’infection dans lequel ces cellules aggravent considérablement I’environnement

immunosuppresseur, pouvant favoriser la progression de la pathologie.

Cependant, I’augmentation de la fréquence intra-hépatique des lymphocytes T régulateurs
observée chez les patients chroniques VHC+ peut également étre la conséquence d’une conversion
des lymphocytes T conventionnels (Tconv) ou naifs en lymphocytes T régulateurs induits (iTreg).
En effet, différentes études ont montré que certains épitopes immuno-dominants du VHC pouvaient
induire I’émergence de iTreg CD4+FOXP3+ capables de supprimer les lymphocytes T effecteurs
[877]. Ainsi, I'augmentation de la fréquence des cellules régulatrices chez les patients
chroniquement infectés résulterait a la fois d’une expansion des Treg naturels et de I’émergence de
iTreg. En ce sens, d’autres études ont montré que les cellules dendritiques (DC) isolées du foie de
patients étaient principalement constituées de cellules dendritiques immatures pouvant favoriser la
génération des iTreg [886]. Par ailleurs, des études ont confirmés que des co-cultures des DC
hépatiques de patients VHC+ en présence des lymphocytes T allogéniques conduisait a la
géneration des iTreg [527]. Cependant, aucune étude n’a évalué I’impact direct du virus de
I’hépatite C sur I’émergence des lymphocytes T régulateurs induits a partir des lymphocytes T

conventionnels.

Afin de répondre & cette interrogation, j’ai consacré la derniére partie de ma thése a étudier
I’impact du VHC sur le phénotype et la fonction des lymphocytes T conventionnels (Article 3).
Pour ce faire j’ai réalisé des expeériences in vitro d’inoculation des lymphocytes T conventionnels
(Tconv) CD4+CD25-, isolés de poches de sang de donneurs sains, en présence de particules virales
infectieuses du VHC.

Dans un premier temps, nous avons isolé et caractériseé les Tconv. Nos resultats montrent que
les Tconv isolés possedent le phénotype CD4+CD25-CD127+. Ces résultats sont conformes avec
les données de la littérature qui montrent que les T conventionnels non activés sont caractérisés par
I’absence d’expression du marqueur CD25 et par une sur-expression du marqueur CD127 [722,
740, 741]. Nos résultats ont également montré que plus de 97% des Tconv isolés possédaient le
phenotype CD4+CD18+CD49b-LAG3-. Ces résultats sont également en accord avec la littérature
qui montre que la molécule CD18 est trés ubiquitaire et exprimée a la surface des cellules d’origine
hématopoiétique telles que les lymphocytes TCD4+ [910]. De plus, nos expériences ont montré que
I’activation de ces Tconv induisait leur prolifération in vitro, confortant le fait que nous avons isolé

des Tconv parfaitement fonctionnels. Ce résultat est corrélé aux données de la littérature qui ont
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montré que contrairement aux lymphocytes T régulateurs, les lymphocytes T conventionnels actives

étaient capables de proliférer in vitro [710, 911].

Apreés avoir isolé et caractérisé les Tconv, nous avons voulu évaluer I’impact du VHC sur leur
phénotype. En effet, certaines études ont montré que les hépatocytes infectées par le VHC
sécretaient des quantités importantes de TGF-B qui induisaient 1’émergence de lymphocytes T
régulateurs induits & partir de lymphocytes T CD4+ naifs [874]. Nos analyses transcriptomiques
montrent que le VHC augmente significativement I’expression des molécules CD18 (ITGB2),
CD49b (ITGA2), CTLA4 et LAG3 par les Tconv, suggérant ainsi une modification de leur
phenotype en faveur de cellules T régulatrices induites. Ces résultats confortent de précédents
travaux de I’équipe qui ont décrit I’augmentation de la fréquence des lymphocytes T régulateurs
induits de type 1 (Trl) CD18+CD49b+ chez des patients chroniquement infectés par le VHC et
chez les patients transplantés pour cause virale C [90, 690, 864]. Par ailleurs, ils sont totalement en
adéquation avec de récentes études qui ont montré que les Trl possédaient le phénotype
CD49b+LAG3+ [692]. Nos résultats révelent egalement une légére augmentation de I’expression
du CD25 et du FOXP3, qui sont des marqueurs associés généralement aux T régulateurs naturels
[728]. Néanmoins, de nombreuses études ont montré que I’expression induite de FOXP3 chez les
Tconv via une translation retro-virale, aboutissait a la conversion de ces Tconv en T régulateurs
[731]. Enfin, nos résultats ont révélé une augmentation de I’expression relative des molécules
BLIMP1 (PRDM1), GITR (TNFRSF18), OX40 (TNFRSF4), CD39 (ENTPD1) et CD73 (NT5E) par
les Tconv inoculés avec le VHC. Or I’expression de ces marqueurs a également été associée au
phenotype d’autres populations de lymphocytes T régulateurs induits [856, 912]. Ainsi, nos données
suggerent I’hypothése selon laquelle VHC induirait I’émergence de cellules régulatrices autres que
les Trl. En effet, des données de la littérature ont montré que les lymphocytes T régulateurs induits
de type Th3 pouvaient exprimer le phénotype CD25+CTLA4+FOXP3"[669-671]. De plus,
d’autres études ont montré que certains épitopes immuno-dominants du VHC étaient capables de
générés des iTreg CD4+FOXP3+ a partir de cellules TCD4+[877]. Ainsi, nos résultats suggerent
I’émergence de lymphocytes T régulateurs induits a partir de Tconv cultivés avec du VHC.

Afin de conforter ou d’infirmer cette hypothese, nous avons évalué la fréquence des
populations de iTreg au sein des lymphocytes T conventionnels aprés incubation avec le VHC. Nos
analyses en cytométrie de flux ne montrent pas de différences significatives (Iégére baisse) de la
fréquence des cellules CD4+CD25""CD127- entre les Tconv inoculés avec du VHC versus Tconv
non-inoculés. Mais de facon tres intéressante, notre étude montre une nette augmentation de la
fréquence des cellules CD49b+LAG3+ au sein des Tconv inoculés avec le VHC compares aux

contréles, confortant ainsi I’hypothése de I’émergence de lymphocytes de type Trl. En effet, des
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données de la littérature et des travaux antérieurs de I’équipe qui ont montré que les Trl
exprimaient le phénotype CD49b+LAG3+ [690, 692]. Par ailleurs, différentes études ont montré
I’augmentation de la fréquence des cellules Trl et Th3 dans le sang de patients chroniquement
infectés par le VHC [871, 881]. L’ensemble de nos résultats suggérent donc que I’interaction du
VHC avec les lymphocytes T conventionnels pourrait favoriser I’émergence de populations T

régulatrices induites.

Afin de valider la fonction suppressive de ces cellules «converties», nous avons
préalablement cultivé des Tconv pendant 48h en présence ou pas des particules virales du VHC.
Puis, ces cellules ont été mises en co-cultures avec des PBMC autologues pendant 48H
supplémentaires. L’évaluation de la capacité suppressive des Tconv sur la prolifération des PBMC
autologues a été mise en évidence par incorporation de la thymidine tritiée dans des tests de MLR.
Dans un premier temps, nos résultats ont montré que le VHC augmentait significativement la
prolifération des Tconv. Cette donnée est conforme a la littérature car il est connu que I’infection
virale favorise la prolifération et I’expansion des cellules immunitaires [913]. Nos résultats ont
également montré que les Tconv inoculés avec du VHC, étaient capables d’inhiber la prolifération
des PBMC autologues et ce dés le faible ratio de 4 :1 (4 PBMC pour 1 Tconv). Ces résultats sont
tres intéressants car ils suggerent que le VHC pourrait favoriser I’émergence de cellules régulatrices
induites capables de supprimer la réponse immune. Cette hypothese est corrélée a des données de la
littérature qui ont montré que la transfection du VHC dans lignées de cellules T (jurkat) favorisait
I’émergence de cellules CD4+CTLA4+FOXP3+ capables d’inhiber les réponses TCD4+ et TCD8+
[890]. De plus, des études recentes ont montré que les lymphocytes TCD4+ primaires, exprimant la
protéine Core du VHC, étaient capables de sur-exprimer FOXP3 et de supprimer les cellules T
[914]. Ainsi, nos résultats suggérent que le VHC pourrait directement favoriser I’émergence d’iTreg

capables d’inhiber la réponse immune.

Afin dé déterminer les mécanismes impliqués dans cette immunosuppression, nous avons
réalisé des analyses transcriptomiques et nos résultats révelent que le VHC augmente
significativement I’expression de granzyme A (GZMA), granzyme B (GZMB), IL-10, TGF-41,
TGF-$3 et IL-35 (EBI3) qui sont des molécules associées a une activité immuno-régulatrice. En
effet, de nombreux travaux ont montré que ces molécules participaient a la fonction suppressive des
lymphocytes T régulateurs [646, 915]. De plus, des études ont montré que certaines molécules
comme les granzymes A/B étaient fortement produites par les iTreg [646, 915]. D’autres études ont
également montré que la cytokines IL-10 était principalement sécréetée par les Trl [663] tandis que
le TGF-B était principalement sécrété par les Th3 [667, 668]. Par la suite, nos résultats ont été

confortés par des analyses par ELISA qui montrent que le contact du VHC augmente la sécrétion de
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I’IL-10 par les lymphocytes T conventionnels, et ce dés 24H post-inoculation (p.i), confortant ainsi
I’hypothese selon laquelle le VHC favoriserait I’émergence des Trl. Ces résultats viennent
renforcer les précédents travaux de I’équipe qui ont décrit une augmentation de la fréquence
périphérique des cellules CD4+IL-10+ chez des patients chroniques VHC+ [610, 611]. De plus, nos
résultats montrent une augmentation de la sécrétion de I’IL-4 par les Tconv mis en présence du
VHC, suggérant ainsi I’émergence de populations Th3. En effet, des études ont montré que la
sécrétion de I’IL-4 était indispensable & I’activité des Th3 car elle contrdlerait la production du
TGF-B1 [667, 668]. Par ailleurs, des travaux ont montré que I’IL-4 pouvait favoriser I’émergence de
lymphocytes T regulateurs induits CD4+CD25+FOXP3+CTLA4+ a partir des Tconv et que ces

iTreg étaient capables de supprimer la réponse immune des T effecteurs [916].

Nos résultats montrent également une diminution de la sécrétion de I’IL-2 dés 24H p.i par
les Tconv mis en présence du VHC, pouvant suggérer I’installation d’une anergie. Cette hypothese
est appuyée par des données de la littérature qui montrent que les iTreg (en particulier les Trl)
seraient anergiques in vitro, méme apres stimulation de leur TCR et que ceci serait une conséquence
de I’effet autocrine de I’IL-10 [699]. Ainsi, ce résultat conforte notre hypothése selon laquelle le
VHC induirait I’émergence de cellules régulatrices (Trl ou Th3) qui sont anergiques in vitro et

capables d’inhiber la réponse immune.

Nos résultats montrent également une forte sécrétion des cytokines IFN-y et IL-17 par les
Tconv activés mais plus particulierement par les Tconv inoculés avec du VHC. Ces données sont en
corrélation avec les travaux de la litterature qui ont décrit I’augmentation de la fréquence des
cellules T sécrétrices d’IL-17 dans le foie de patients chroniques VHC+ [900]. Ainsi, nos travaux
semblent suggérer I’existence d’un double impact du VHC sur les lymphocytes TCD4+. Cet effet
double pourrait induire la production concomitante de cytokines pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires qui « shape » la réponse immune. En effet, des études ont montré que de fortes
concentrations d’1L-6 associées a la production du TGF- pouvaient favoriser le développement des
populations Thl17, principales sécrétrices d’IL-17 [918]. Ainsi, la mesure d’une forte
concentration des cytokines pro-inflammatoires (IL-17 et IFN-y) et la détection d’une
concentration relativement élevée d’IL-10 associée a une augmentation de la fréquence des
cellules CD4+CD49b+LAG3+ parmi les Tconv inoculés avec le VHC, suggerent que, seule une
partie des lymphocytes T conventionnels serait convertie en lymphocytes T régulateurs induits :
Trl, Th3 et/ou autres iTreg. Cette balance de cytokines pro- et anti-inflammatoires pourraient
contribuer a la modulation du phénotype et de I’activité anti-virale des lymphocytes TCD4+ au

cours de I’hépatite C.
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En conclusion, I’ensemble de mes travaux de these suggere que le VHC favorise
I’installation d’un micro-environnement immunosuppresseur, en potentialisant le
recrutement intra-hépatique des Treg naturels et en augmentant leur phénotype et leur
activité suppressive. De plus, le VHC semble favoriser I’émergence de lymphocytes T
régulateurs induits a partir de lymphocytes T conventionnels. Ainsi, I’aggravation de
I’environnement immunosuppresseur pourrait expliquer, en partie, I’échappement du virus
au systeme immunitaire et favoriser la progression de I’hépatite C vers la cirrhose et

potentiellement le carcinome hépatocellulaire.
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MOT DE LA FIN : POUVONS-NOUS DIRE ADIEU A L'HEPATITE C ?

Les progres spectaculaires developpés ces deux dernieres années, dans les traitements de
I’hépatite C créent une situation dans laquelle, en théorie, toutes les personnes infectées par le virus
de I’hépatite C pourront étre soignées avec les nouvelles molécules anti-virales (DAA), a condition,
bien évidemment, que ces personnes puissent avoir acces a ces nouvelles thérapies [919]. Ainsi,
I’enjeu majeur dans I’hépatite C s’est progressivement déplacé de «la recherche de meilleurs
traitements » vers « permettre I’accessibité aux nouvelles thérapies pour tous ». En effet, les
nouvelles thérapies anti-virales représentent aujourd’hui, un espoir d’élimination de I’hépatite C,
principalement dans les pays développés [919]. Ainsi, rendre ces traitements accessibles aux zones
d’endémie les plus importantes et qui sont majoritairement sous-développées, pourrait permettre
I’éradication totale de la maladie dans le monde. Par ailleurs, au-dela des questions encore en
suspens sur les médicaments eux-mémes, I’éradication de I’hépatite C nécessitera également, des
changements majeurs dans l'accés aux soins, dans la prestation des soins et dans la politique des
prix des médicaments. En effet, sans une forte mobilisation et sans une politique humanitaire
géneralisée, nous pensons que I’éradication totale de I’hépatite C est loin d’étre atteinte. De plus, il
n’existe pas de réservoir animal pour le VHC (excepté le chimpanzé) [29], ce qui rend plus tangible
I’hypothése d’une éradication compléte de I’hépatite C en théorie. Néanmoins, I’absence de vaccin
préventif contre le VHC, nous permet de penser qu’une éradication compléte de I’hépatite C semble

utopique en pratique.

Comme je I’ai spécifie dans le chapitre 11, I’objectif ultime dans la lutte contre I’hépatite C,
serait le développement d’une molécule anti-virale parfaite « Perfectovir », qui posséderait des
caractéristiques succinctes : administration orale, dosage simple, taux d’efficacité élevé (>100%)
méme lors des cirrhoses decompensés, meilleure tolérance, toxicité minimale, résistance virale
minimale, meilleure activité pan-génotypique, durée de traitement limitée, interactions limitées avec

d’autres traitements mais surtout avoir un prix trés abordable [391].

Actuellement, les résultats de I’utilisation des nouvelles molécules anti-virales (Simeprévir,
Sofosbuvir, Daclatasvir, Lédipasvir, etc.) en Europe et aux USA révéelent que nous assistons a une
révolution importante dans I’histoire de I’hépatite C [395]. En effet, de nombreuses études montrent
que leur utilisation en mono-, bi- ou en tri-thérapie permet d’obtenir une réponse virologique
soutenue (SVR) voire exceptionnelle chez pratiquement tous les patients infectés [382], ainsi que

chez les patients transplantés chez qui ces molécules limiteraient la récidive [398, 920]. D’ailleurs,
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de nombreux experts s’accordent a dire que nous vivons, la, « le début de la fin de I’hépatite C »
[919]. Néanmoins, quelques études montrent que ces traitements seraient inefficaces chez environ
10% des patients, sans que les raisons de cette résistance ne soient clairement definies [30, 396,
397]. Néanmoins, il est légitime de penser que, tout comme la progression de I’hépatite C[411], la
résistance aux traitements anti-viraux pourrait étre associée a un systeme immunitaire défaillant.
Méme si les mécanismes exacts impliqués dans la défaillance du systeme immunitaire de I'h6te
pour lutter contre I’infection par le VHC restent encore mal-compris, de nombreuses études dont les
notres, attribuent cette défaillance, en partie, a I’activité importante des lymphocytes T régulateurs.
Ce qui suggere donc que nous pourrions ameliorer la réponse immunitaire en manipulant par

exemple la fréquence ou I’activité des lymphocytes T régulateurs humains (Treg).
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