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RESUME

On estime a 170 millions le nombre de personnes infectées a travers le monde par le virus
de I’hépatite C (VHC). Dans 80% des cas, I’infection va devenir persistante ce qui peut
mener, apreés plusieurs années, a des pathologies importantes du foie. Il est connu que
I’élimination du virus dans la phase aigué de I’infection corréle avec une réponse
cellulaire adaptative (CD4” et CD8") qui est rapide, multi-spécifique et soutenue dans le
temps, alors que les patients qui vont développer une infection chronique ont
geénéralement une réponse cellulaire faible, voire complétement absente. A ce jour, les
raisons qui expliqueraient pourquoi seulement 20% des individus sont capables de
générer une réponse cellulaire adéquate pour éliminer le virus demeurent inconnues. Cela
est dii au fait que la phase aigué de I’infection, 12 ou a lieu I’induction de la réponse
cellulaire, demeure asymptomatique dans la majorité des cas et également par le fait qu’il
n’existait aucun systéme de production du VHC en culture cellulaire avant 2005. Le but
de la présente étude était donc d’analyser I’impact du VHC sur les fonctions des cellules

du systéme immunitaire dans un contexte mimant I’infection aigue.

Nous avons utilisé le clone infectieux JFH1 (pour Japanese JSulminant hepatitis) afin de
produire du virus en culture cellulaire dans le but de mettre différentes populations de
cellules du systéme immunitaire en culture avec les surnageants infectieux et nous avons
ensuite analysé I'impact du virus sur les fonctions de ces cellules in vitro. Nos résultats
démontrent, tout d’abord, que lors de la production du virus en culture cellulaire,
Iinfection par JFH1 de cellules d’hépatocarcinome humain Huh-7.5 (pour Human hepato
cellular carcinoma cell line) résulte en une baisse significative de la viabilité cellulaire et
que cette baisse de viabilité corréle avec une augmentation de I’apoptose. En ce qui
concerne les cellules immunitaires, nous démontrons que I’apoptose induite par le VHC
dans les cellules hépatiques, plutét que le virus lui-méme, induit une augmentation de la
production de cytokines par les cellules mononucléées du sang périphérique (PBMCs) et
que le virus ne semble pas interférer avec la signalisation des récepteurs de la famille
« Toll » (TLRs pour Toll-like receptors) dans ces cellules. Afin d’analyser I’impact du
virus sur les cellules dendritiques (CDs), nous avons généré des CDs 4 partir de

monocytes isolés de donneurs sains (MoCDs). Ces cellules ont ensuite été mises en

v



culture avec du surnageant infectieux. Nos résultats démontrent que ni le virus, ni
I’apoptose induite par I’infection chez les cellules Huh-7.5 ne semble bloquer la
maturation des MoCDs, ni leur fonction allostimulatrice. Par contre, et contrairement aux
expériences réalisées avec les PBMCs totaux, 1’apoptose ne génére pas une augmentation
de la production de cytokines par les MoCDs, elle semble au contraire diminuer la
production de cytokines induite par la présence du virus. Finalement, nous avons mis en
co-cultures des MoCDs avec des cellules Huh-7.5 (infectées ou non), de méme qu’avec
des cellules Huh-7.5 non infectées, mais apoptotiques. Dans ce cas, nous démontrons que
’apoptose induite par I’infection augmente 1’expression des marqueurs d’activation et de

co-stimulation sur les MoDCs et ce, en absence de stimuli de maturation.

Dans ’ensemble, nos résultats démontrent que 1’apoptose induite lors de I’infection par le
VHC, plutét que le virus seul, semble avoir un impact sur les cellules du systéme
immunitaire. Ces résultats peuvent représenter de fagon plus réaliste ce qui se passe dans
le foie des patients infectés, ou les cellules immunitaires infiltrant cet organe sont en

contact étroit avec les cellules hépatiques infectées et apoptotiques.

Marie-Eve Bilodeau Alain Lamarre
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INTRODUCTION

Avec 170 millions de personnes infectées a travers le monde et une proportion d’environ
80% de patients qui développent une infection chronique, le virus de I’hépatite C (VHC)
représente un probléme de santé majeur pour lequel aucun vaccin n’est encore disponible.
11 est aujourd’hui connu que son élimination requiert une réponse immunitaire cellulaire
vigoureuse, soutenue dans le temps et ciblant de multiples épitopes viraux(Shoukry et al.
2003; Thimme et al. 2001; Lechner et al. 2000). Malgré de nombreuses études, les raisons
qui pourraient expliquer I’incapacité chez la majorité des patients atteints par le VHC a
élaborer une telle réponse cellulaire demeurent encore inconnues a ce jour. L’hypothése
de notre laboratoire est que le VHC interfére avec les fonctions des cellules du systéme
immunitaire dans la phase aigué de I’infection, plus particuliérement au niveau de la

présentation des antigénes viraux.

L’induction d’une réponse cellulaire adaptative nécessite la présentation des antigénes
viraux aux lymphocytes T (LyT) et leur activation par les cellules présentatrices
d’antigénes (CPAs). Les cellules dendritiques (CDs) étant les CPAs les plus efficaces,
nombreux sont ceux qui croient que le VHC pourrait interférer avec les fonctions de ces
cellules, ce qui pourrait empécher I’induction de la réponse cellulaire nécessaire a
I’élimination du virus. Bien que plusieurs équipes aient démontré que les fonctions des
CDs étaient altérées chez les patiens infectés de fagon chronique, les résultats présentés
dans la littérature sont contradictoires a ce sujet puisqu’il a également été observé, dans
d’autres cas, que ces cellules sont totalement fonctionnelles chez les patients infectés
chroniquement par le VHC. Par ailleurs, au niveau de I’immunité innée, il a été observé
que le virus pourrait interférer avec les mécanismes de reconnaissance des pathogénes,
notamment en inhibant les voies de signalisation des récepteurs de type « Toll » (TLRs
pour Toll-like receptors) ou en bloquant la production de cytokines ayant des propriétés

antivirales par les cellules du systéme immunitaire.

Bien que certaines études semblent démontrer que le virus puisse inhiber les fonctions des
cellules du systtme immunitaire, elles ont été effectuées lors de la phase chronique de

I’infection et ne sont donc pas nécessairement représentatives de ce qui se produit dans la



phase aigué. Les études sur I’impact du VHC dans la phase aigué de I’infection ont été
compliquées par le fait que I’infection est asymptomatique dans la majorité des cas, mais
également parce qu’il n’existait, avant 2005, aucun systéme de production de virus en
culture cellulaire. Dans ce projet, nous désirions donc analyser 1’impact du VHC sur les
cellules du systéme immunitaire dans un contexte mimant I’infection aigué puisque c’est
a ce moment que I’élaboration de la réponse cellulaire nécessaire & 1’élimination du virus

a lieu.

Pour ce faire, nous avons utilisé le clone infectieux JFH1 développé en 2005 qui permet
la production de virus infectieux en culture cellulaire. Les surnageants infectieux ont été
utilisés in vitro sur différentes populations de cellules du systéme immunitaire et les

fonctions de ces cellules ont été analysées.

Dans un premier temps, nous avons analysé I’impact de la réplication du virus sur les
hépatocytes infectés lors de la production du virus en culture cellulaire afin de mieux
caractériser les surnageants infectieux produits. Nos résultats démontrent que I’infection
par JFHI induit P’apoptose dans les cellules Huh-7.5 en début d’infection, ce qui

expliquerait en partie la baisse de viabilité observée dans ces cellules.

Par la suite, nous avons incubé des PBMCs avec du surnageant infectieux avant de les
stimuler par des ligands de différents TLRs impliqués dans la reconnaissance des virus.
Nous voulions ainsi vérifier si le virus pouvait interférer avec la signalisation des TLRs et
inhiber la production subséquente de cytokines par les PBMCs. Comme nous avions
observé que les cellules Huh-7.5 étaient en apoptose dans les premiers jours de
Pinfection, nous avons comparé 1’effet produit par des surnageants infectieux provenant
de cellules apoptotiques ou non sur la production de cytokines par les PBMCs que nous
avons quantifié¢e par ELISA. Nos résultats démontrent que cette apoptose semble
augmenter la production de cytokines par les PBMCs, tandis que le virus n’induit pas une
augmentation de la quantité de cytokines sécrétées, mais n’inhibe pas non plus cette
sécrétion, suggérant donc qu’il n’interfére pas avec les voies de signalisation des TLRs

dans les PBMCs.



Afin de vérifier si le VHC peut interférer avec les fonctions des CDs dans un contexte qui
mime I’infection aigug, nous avons mis des CDs générées i partir de monocytes isolés de
sujets sains (MoCDs) avec des surnageants infectieux provenant de cellules Huh-7.5 qui
étaient ou non en apoptose. Aprés induction de la maturation des MoCDs, nous avons
analysé différentes fonctions de ces cellules, telles que leur capacité a produire des
cytokines immunomodulatrices, leur maturation et leur fonction allostimulatrice. En ce
qui concerne la production de cytokines, il semblerait que le virus augmente la production
de cytokines par les MoCDs, mais que ’apoptose diminue cette production, sans toutefois
qu’elle soit inférieure & ce qui est obtenu lorsque les MoCDs sont incubées avec du
surnageant non infectieux avant de subir la maturation. La maturation des MoCDs a été
évaluée par cytométrie en flux a 1’aide des marqueurs de maturation et de co-stimulation.
Les résultats obtenus suggérent que ni la présence du virus ni I’apoptose n’interfére avec
la maturation des MoCDs puisque les niveaux d’expression des marqueurs analysés sont
similaires entre les MoCDs incubées avec du surnageant infectieux (provenant de cellules
apoptotiques ou non) et celles incubées avec du surnageant non infectieux. La fonction
allostimulatrice des MoCDs a été évaluée par la réaction lymphocytaire mixte et comme
dans le cas de la maturation de ces cellules, nos résultats indiquent que ni le virus ni
I’apoptose induite par I’infection ne semble affecter cette fonction puisqu’aucune
différence significative n’a été observée entre les MoCDs incubées avec du surnageant
infectieux provenant ou non de cellules Huh-7.5 apoptotiques et les MoCDs incubées

avec du surnageant contrdle non infectieux.

Finalement, puisque le foie est un organe particulier ou les hépatocytes peuvent étre en
contact étroit et direct avec les cellules du systtme immunitaire, nous avons effectué des
expériences de co-cultures entre des MoCD:s et des cellules Huh-7.5 infectées ou non et
apoptotiques ou non afin de vérifier si le contact entre ces deux populations cellulaires
pouvait affecter les MoCDs. Selon nos résultats, I’apoptose induite lors de ’infection des
cellules Huh-7.5 par JFH1 générerait une certaine maturation des MoCDs. Cette partie de
notre étude réfléte probablement davantage ce qui se passe au niveau du foie de patients

infectés.



Dans I’ensemble, la présente étude démontre de fagon générale que le VHC seul ne
semble pas avoir d’effet inhibiteur sur les cellules du syst¢éme immunitaire. Cependant,
I’apoptose induite dans les hépatocytes pourrait, quant a elle, avoir un impact plus

important sur les cellules immunitaires.



CHAPITRE 1

LA REVUE DE LITTERATURE



1. VIRUS DE L’HEPATITE C

1.1 DECOUVERTE ET CARACTERISTIQUES DU VIRUS

En 1975, il fut observé que des patients qui avaient contracté une hépatite a la suite d’une
transfusion sanguine n’étaient pas infectés par les virus de I’hépatite A ou B. L’agent
causal, alors inconnu, fut nommé hépatite non-A, non-B (Feinstone et al. 1975). En 1989,
une banque d’ADN complémentaire (ADNc) produite a partir du sérum d’un chimpanzé
infecté a permis I'identification du virus. Depuis ce jour, le virus porte le nom de virus de

I’hépatite C (Choo et al. 1989).

Le virus fait partie du genre Hepacivirus de la famille des Flaviviridae (Robertson et al.
1998). Les isolats du VHC sont regroupés en 6 génotypes et en plus d’une centaine de
sous-types (Simmonds et al. 2005). Le génome viral est composé d’un ARN simple brin
(ARNsb) a polarité positive de 9.6 kilobases et contient un cadre de lecture ouvert
permettant la production d’une seule polyprotéine de 3010-3040 acides aminés
(Bartenschlager, Frese, and Pietschmann 2004). Le génome contient également deux
régions non traduites (UTRs pour untranslated region) I'une en 5’ qui contient le site
interne d’entrée des ribosomes ou IRES et l'autre en 3’ qui sont essentielles a la
réplication du génome et a la traduction de la polyprotéine. Une fois produite, la
polyprotéine est clivée de maniére co- et post-traductionnelle par des protéases cellulaires
et virales pour générer les 11 protéines virales (Bartenschlager, Frese, and Pietschmann
2004). La partie N-terminale code pour les protéines structurales : Core (qui forme la
nucléocapside) et les glycoprotéines de I’enveloppe E1 et E2. La région structurale est
suivie des protéines non-structurales p7 (qui serait un canal ionique) et NS2 4 NS5B
impliquées, entre autres, dans le clivage de la polyprotéine et la réplication virale (figure
1) (Lindenbach and Rice 2005; Penin et al. 2004). Le virus code également pour une autre
protéine, la protéine F produite par un cadre de lecture alternatif A partir de la région
codant pour la protéine Core (Lindenbach and Rice 2005). Le rdle de cette protéine est

encore peu connu (Branch et al. 2005).



Canal Protcase Rearrangement ARN polymerase

¢ tonique hélicase mcmblranalrc ARN dependante
_ |___NSaA_| _ _
Core ] E1 E2 :p7| NS2 ] NS3 i | NS48 I NSS5A : NS5B
r L J — L1 - SAM S
Capside Enveloppe Autoprotéasce Cofacteur Phosphoproteine

NS3 Sensibilité¢ 4 I'IFN?

Figure 1 : Représentation de la polyprotéine produite lors de la réplication du VHC et de la protéine
F produite par un cadre de lecture alternatif. Les fonctions des différentes protéines structurales et
non-structurales sont indiquées.

Adapté de Dustin and Rice 2007

Le virus infecte les hépatocytes. Plusieurs récepteurs et co-récepteurs cellulaires ont été
identifiés. La tétraspanine CD81 (Pileri et al. 1998), la Claudin-1 (Evans et al. 2007) et
’occludine (Ploss et al. 2009) semblent étre essentiels pour I’entrée du virus dans les
cellules cibles. Le récepteur scavenger de type I (SR-B1) (Scarselli et al. 2002),
I’héparine-sulfate (Barth et al. 2003), les lectines DC-SIGN et L-SIGN (Cormier et al.
2004) et le récepteur des lipoprotéines de faible densité (LDL-R) (Agnello et al. 1999)
seraient également impliqués dans I’attachement et I’entrée du VHC dans les cellules

hotes.

Les modeéles animaux sont trés restreints pour 1’étude du VHC. Le seul animal qui peut
étre infecté par le virus est le chimpanzé. Par contre, les études chez le chimpanzé sont
compliquées par le fait qu’ils sont difficiles a obtenir, que la recherche sur ces animaux
pose des problémes éthiques et que les études sont trés cofiteuses. L’infection des souris
n’étant pas possible, des systémes de xénotransplantation d’hépatocytes humains infectés
dans des souris immunodéficientes ont été développés (Mercer et al. 2001). Par contre, les
xénogreffes ont une courte durée de vie et les titres de réplication virale obtenus dans ces
modéles sont faibles (Bartenschlager, Frese, and Pietschmann 2004). Cependant, une
étude récente a démontré que la xénogreffe d’hépatocarcinome humain tumorigénique
susceptible a I’infection par le VHC permettait la réplication du virus a des taux

importants a I’intérieur des tumeurs, de méme que la production de particules infectieuses



dans le sérum des souris. Ce nouveau systéme pourrait permettre le développement de

composés anti-viraux efficaces contre le VHC (Guevin, Lamarre, and Labonte 2009).

1.2 EPIDEMIOLOGIE

En 1999, I’Organisation Mondiale de la Santé a estimé a 170 millions le nombre de
personnes infectées a travers le monde par le VHC (Global surveillance and control of
hepatitis C. Report of a WHO Consultation organized in collaboration with the Viral
Hepatitis Prevention Board, Antwerp, Belgium 1999). Le virus se transmet par voie
parentérale et dans les pays développés, la principale voie de transmission est I’utilisation
de drogues intraveineuses. Dans certains pays ou la détection du virus dans les produits
de transfusions sanguines n’est pas effectuée de fagon systématique, ces derniéres sont
encore une source importante de transmission du virus (Alter 2007). Le virus cause une
infection persistante dans environ 80% des cas. Parmi les patients infectés de fagon
chronique, environ 20% vont développer une cirrhose plus ou moins 20 ans aprés
I'infection et une fois la cirrhose établie, les probabilités de développer un carcinome
hépatocellulaire sont de 1 & 4% par année (Lauer and Walker 2001). Ces complications
font en sorte que le VHC est la cause principale de transplantation du foie dans les pays
développés (Shepard, Finelli, and Alter 2005). Dans la majorité des cas, I’infection est
asymptomatique. En effet, seulement 20 a 30% des patients vont présenter des
symptomes (Orland, Wright, and Cooper 2001). Pour le moment, aucun vaccin n’a encore
été¢ développé. Un traitement antiviral composé d’interféron-a-pegylé combiné a la
ribavirine est cependant disponible. Par contre, il comporte de nombreux -effets
secondaires et induit une réponse variable chez les patients selon, entre autres, le
génotype par lequel ils sont infectés (Liang et al. 2000). Par exemple, le traitement du
génotype 1, qui est le génotype prédominant en Amérique du Nord, est efficace dans
seulement 40-45% des cas, alors que pour les génotypes 2 et 3, le traitement permet
d’éradiquer le virus dans 80% des cas (Fried et al. 2002; Manns et al. 2001).



1.3 DEVELOPPEMENT D’UN SYSTEME DE PRODUCTION VIRALE EN CULTURE
CELLULAIRE

L’étude du VHC (cycle de réplication, pathogenése et persistance) a été limitée par le fait
que pendant de nombreuses années, il n’existait aucun systéme de production du virus en
culture cellulaire. L’infection d’hépatocytes primaires ou de lignées cellulaires avec du
sérum provenant de patients chroniquement infectés a largement été décrite par plusieurs
groupes (Banaudha et al. 2010; Podevin et al. 2010; Rumin et al. 1999; Fournier et al.
1998; Lanford et al. 1994; lacovacci et al. 1993). La culture in vitro de cellules primaires
1solées de patients infectés a également été utilisée (Ito et al. 1996). Par contre, les taux de
réplication virale obtenus dans ces conditions étaient faibles (pour une revue de littérature
complete voir (Bartenschlager, Frese, and Pietschmann 2004)). De plus, ces systémes
présentaient de nombreuses contraintes : disponibilité limitée des cellules primaires,
variabilité¢ dans I’infectivité des sérums utilisés et faible reproductibilité (Bartenschlager
and Pietschmann 2005; Bartenschlager and Lohmann 2000). Par la suite, la transfection
de lignées cellulaires hépatiques avec des génomes viraux clonés a été tentée. Bien que
cette méthode comportait certains avantages par rapport a celles mentionnées
précédemment, pour des raisons inconnues peu d’équipes ont pu démontrer qu’il y avait
réplication du VHC a la suite de la transfection (Dash et al. 1997; Yoo et al. 1995). Les
systtmes de réplicons, basés sur I’auto-réplication d’ARNs viraux dans la lignée
cellulaire d’hépatocarcinome humain Huh-7, ont ensuite été développés (Lohmann et al.
1999) permettant la réplication du virus a des taux 100 000 fois plus importants que ceux
obtenus dans les systemes de culture in vitro (Bartenschlager and Lohmann 2001). Il a été
démontré que I’apparition de mutations adaptatives dans le génome viral augmentait
Pefficacité de réplication (Lohmann et al. 2003) et pour une revue de littérature voir
(Bartenschlager, Frese, and Pietschmann 2004). Par ailleurs, la proportion de cellules
Huh-7 transfectées qui supportaient la réplication virale était minime. Afin d’établir des
lignées cellulaires plus permissives a la réplication, des cellules Huh-7 contenant les
réplicons ont été traitées de maniére prolongée a I’interféron-alpha (IFN-a), ce qui a
permis d’éliminer les réplicons a I’intérieur des cellules. Ces cellules traitées ont ensuite
été transfectées de nouveau avec les réplicons. Les résultats démontrent qu’une plus

grande proportion de cellules ainsi traitées supportaient la réplication des ARNs (Blight,



McKeating, and Rice 2002). Le clone Huh-7.5, hautement permissif pour la réplication
d’ARNSs sous-génomiques ou complets, a ainsi été isolé (Blight, McKeating, and Rice
2002). 11 semble qu’une mutation ponctuelle dans RIG-1 (pour Retinoic acid-inducible
gene-I) chez les cellules Huh-7.5, de méme que la faible expression du TLR-3 chez les
cellules Huh-7 expliqueraient la permissivité des cellules Huh-7.5 a la réplication du
VHC (Li, Foy et al. 2005; Sumpter et al. 2005). RIG-I reconnait ’ARN double brin
(ARNdb) et mene a la phosphorylation et a la translocation nucléaire d’IRF-3 (pour
interferon regulatory factor-3) qui est nécessaire a la production d’IFN. Ainsi, I’absence
d’induction d’IFN favoriserait la réplication du VHC dans les cellules Huh-7.5. Malgré
ces améliorations, la production de particules virales n’a pu étre mise en évidence dans
ces systémes de réplicons (Bartenschlager, Frese, and Pietschmann 2004). Puis en 2005,
I’équipe de Wakita a produit le clone infectieux JFH1 (Wakita et al. 2005). Le génome
viral, de génotype 2a, a été isolé chez un patient présentant une hépatite fulminante et
rétrotranscrit en ADNc (Kato et al. 2003). L’ADNCc correspondant au génome complet a

ensuite été introduit en aval du promoteur de I’ARN polymérase du phage T7 (figure 2).

pJFH1

p7 GOD  par
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]
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Figure 2 : Le plasmide pJFH1 construit a partir de ’ADNc correspondant au génome complet du
virus isolé d’un patient atteint d’une hépatite fulminante causée par le VHC. La transfection de
cellules Huh-7 avec ce plasmide permet la réplication du génome et la production en culture cellulaire
de particules infectieuses.

Tiré de Wakita et al. 2005

Apres linéarisation et transcription /in vitro du génome viral, des cellules Huh-7 ont été
transfectées. L’équipe de Wakita a pu démontrer que non seulement le génome JFHI se
réplique efficacement, mais aussi que le réplicon permet la sécrétion de particules virales
qui sont infectieuses tant in vitro (infection de cellules Huh-7 naives) qu’in vivo (infection

de chimpanzés) (Wakita et al. 2005).
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2. REPONSE IMMUNITAIRE ANTIVIRALE INNEE

2.1 LES RECEPTEURS DE L’ IMMUNITE INNEE

Le systtme immunitaire inné reconnait les micro-organismes via des récepteurs de
reconnaissance de motifs ou PRRs (pour pattern-recognition receptors). Ces PRRs
reconnaissent des patrons moléculaires associés aux pathogénes ou PAMPs (pour
pathogen-associated molecular patterns) qui sont essentiels a la survie des micro-
organismes (Akira, Uematsu, and Takeuchi 2006). Des molécules associées au virus,
telles que I’ADN, I’ARNsb et I’ARNdb produites lors d’une infection virale sont
reconnues par les PRRs (figure 3) qui vont initier une réponse antivirale appropriée qui
comprend entre autre, la production de cytokines et I'induction d’une réponse
immunitaire inflammatoire et adaptative (Kawai and Akira 2006). Parmi les PRRs, trois
classes de récepteurs sont impliqués dans la reconnaissance de composantes spécifiques
aux virus par les cellules du systtme immunitaire inné: les récepteurs TLRs, les
récepteurs du géne inductible par ’acide rétinoique ou RLRs (pour Retinoic acid-
inducible gene I (RIG-I)-like receptors) et les récepteurs de domaines d’oligomérisation
et de liaison aux nucléotides ou NLRs (pour nucleotide oligomerization domain (Nod-like

receptors)) (Takeuchi and Akira 2007).

A ce jour, 10 TLRs ont été identifiés chez I’homme (Takeuchi and Akira 2007). Les
TLRs sont exprimés sur plusieurs cellules du systéme immunitaire dont les macrophages,
les cellules dendritiques, les lymphocytes B (LyB), certains types de LyT, de méme que
sur des cellules non immunes, tels les fibroblastes et les cellules épithéliales (Akira,
Uematsu, and Takeuchi 2006). Parmi les membres de la famille des TLRs, les TLR-2,
TLR-3, TLR-4, TLR-7, TLR-8 et TLR-9 sont impliqués dans la reconnaissance des virus
(Takeuchi and Akira 2009). Les TLR-2 et 4, présents sur la membrane plasmique, sont
impliqués dans la reconnaissance de certaines protéines d’enveloppe virales (Akira,
Uematsu, and Takeuchi 2006). Le TLR-2 est activé par I’hémagglutinine du virus de la
rougeole (Bieback et al. 2002), de méme que par le cytomégalovirus humain (CMV) et le
virus de I’herpés simplex de type 1 (VHS-1) (Kurt-Jones et al. 2004; Compton et al.
2003). Le TLR-4, quant a lui, est activé par la protéine de fusion du virus respiratoire

syncitial (Kurt-Jones et al. 2000). Les TLRs 3, 7, 8 et 9 sont impliqués dans la
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reconnaissance de nucléotides viraux et sont présents exclusivement sur des vésicules
cytoplasmiques (Kawai and Akira 2006), a ’exception du TLR-3 qui est également
exprimé a la surface des fibroblastes (Akira, Uematsu, and Takeuchi 2006). Le TLR-3
permet la reconnaissance de I’ARNdb qui est produit par plusieurs virus lors de leur
réplication (Alexopoulou et al. 2001). L’ ARNSsb viral est quant a lui reconnu par les TLR-
7 et 8 (Diebold et al. 2004; Heil et al. 2004) et finalement le TLR-9 est activé par I’ADN
non méthylé contenant des motifs CpG qui sont présents dans les ADN viraux et
bactériens (Kawai and Akira 2006; Hemmi et al. 2000). A Ia suite de la reconnaissance
des ligands par les TLRs, il y a activation d’une cascade de signalisation intracellulaire
via des molécules adaptatrices qui vont mener a I’induction de génes impliqués dans la
défense de I’hote comme des cytokines pro-inflammatoires et les IFNs de type 1 (voir

section 2.2) (Akira, Uematsu, and Takeuchi 2006).

Les RLRs comprennent RIG-I (décrit précédemment a la section 1.3) et MDA-5 (pour
melanoma differentiation-associated gene 5), des protéines cytoplasmiques dont
I’expression est fortement induite par les IFNs et qui interagissent avec I’ARNdb
(Takeuchi and Akira 2007). Ces protéines vont induire des cascades de signalisation via
la protéine adaptatrice IPS-1 (pour IFN-f promotor stimulator-1) qui vont mener, comme
lors de I’activation des TLRs, a la production d’IFNs de type 1 et de cytokines pro-
inflammatoires (Takeuchi and Akira 2007).

Finalement, chez I’humain, les membres de la famille des NLRs comprennent 23
protéines cytosoliques qui sont principalement impliquées dans la reconnaissance de
bactéries (Inohara et al. 2005). Par contre, un des membre de cette famille, Nalp3 (aussi
appelé cryoporine) serait également impliqué dans la reconnaissance d’infections virales
et de ’ARNdb (Kanneganti et al. 2006). L’activation de Nalp3 méne a la formation d’un
complexe appelé « I’inflammasome » qui contient, entre autres, la caspase-1. La caspase-
1 permet le clivage des formes inactives de certaines cytokines pro-inflammatoires (par

exemple I'IL-1f et I'TL-18) en leurs formes matures et actives (Kawai and Akira 2009).
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2.2 LES INTERFERONS DE TYPE 1

Les IFNs de type 1 ont été découverts en 1957 et leur nom provient du fait que leur réle
principal est « d’interférer » avec la réplication virale (Isaacs and Lindenmann 1957).
Chez I’humain, les IFNs de type 1 comprennent plusieurs sous-types d’IFN-a, un seul
IFN-$ de méme que les IFNs-w, -¢ et -k (Stark et al. 1998; Roberts, Liu, and Alexenko
1997). Toutes les cellules nucléées sont capables de synthétiser et sécréter des IFNs de
type 1 en réponse a une infection virale par contre les CDs et plus particuliérement les
cellules dendritiques plasmacytoides (pCDs) sont les principales cellules productrices
d’IFNs de type 1 (Thimme, Lohmann, and Weber 2006). Différents senseurs de
I’immunité innée, dont certains TLRs et les RLRs, sont capables de détecter la présence
d’un virus dans les cellules infectées et I’activation de ces récepteurs peut mener a la
production d’IFNs de type 1 (voir la section 2.1). Les IFNs sécrétés activent le récepteur
de ’IFN-a (IFNAR) de maniére autocrine et paracrine (Uematsu and Akira 2007) ce qui
méne A la transcription de plus de 300 génes, appelés génes stimulés par I’interféron ou
ISGs (pour interferon stimulated genes) qui ont des fonctions antivirales, anti-
prolifératives et immunomodulatrices (Thimme, Lohmann, and Weber 2006). Les IFNs
de type 1 ont donc un réle primordial dans I’établissement de la réponse immunitaire
innée tout en étant également impliqués dans le développement subséquent de la réponse
immunitaire adaptative aux virus (Uematsu and Akira 2007). En effet, les IFNs-o/p
peuvent induire la maturation des CDs permettant ainsi le développement des réponses
cellulaires CD4" et CD8", la prolifération et la survie des LyT, I’augmentation de la
cytotoxicité des cellules NK (pour natural killer), le développement des macrophages et
la réponse humorale (pour une revue de littérature compléte voir (Theofilopoulos et al.

2005)).
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3. LES CELLULES DENDRITIQUES: LE LIEN ENTRE LES REPONSES
IMMUNITAIRES INNKE ET ADAPTATIVE

3.1 ORIGINE, POPULATIONS ET ROLE GENERAL DES CELLULES
DENDRITIQUES HUMAINES

Les CDs sont des cellules du syst¢éme immunitaire inné spécialisées dans la capture, le
transport, I’apprétement et la présentation d’antigeénes aux LyT (Shortman and Liu 2002).
D’abord identifiées en 1868 (cellules de Langerhans (CLs) dans la peau), leur capacité a
stimuler les LyT n’a été démontrée qu’a la fin des années 70 (Steinman and Witmer
1978). Les CDs proviennent de la moelle osseuse (cellules progénitrices
hématopoiétiques CD34™) (Caux et al. 1996; Young, Szabolcs, and Moore 1995). Les
cellules progénitrices CD34" myéloides se différentient en monocytes (précurseurs des
CDs CD14" CD11c" dans le sang) qui peuvent donner naissance aux CDs myéloides
(CDI11c" CD123") en présence de GM-CSF (pour granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) et d’interleukine-4 (IL-4) (Zhou and Tedder 1996; Romani et al.
1994). Les progéniteurs myéloides peuvent également se différencier en précurseurs
CD14 CD11c" et générer les CLs en présence de GM-CSF, d’IL-4 et de TGF-B (pour
transforming growth factor) (Ito et al. 1999). Les pCDs, quant a elles, pourraient provenir
des cellules progénitrices lymphoides CD34" (LeibundGut-Landmann et al. 2004) qui
générent des précurseurs des CDs dans le sang qui sont CD14 CD11¢” et IL3Ra" et qui,
en présence d’IL-3, vont donner les cellules dendritiques plasmacytoides (Cella et al.
1999; Olweus et al. 1997). Outre leur origine, de nombreuses différences existent entre
les CDs myéloides et plasmacytoides : I’expression de marqueurs a leur surface, les
récepteurs qu’elles possédent, leur distribution anatomique, leur production de cytokines
et leurs fonctions (Adams, O'Neill, and Bhardwaj 2005; Shortman and Liu 2002). Les
CDs myéloides expriment les TLRs 2, 3, 4 et 8 tandis que les CDs plasmacytoides
expriment uniquement les TLRs 7 et 9 (Shortman and Liu 2002). A moins d’avis

contraire, la présente section traitera principalement des CDs myéloides humaines.

Les CDs sont les seules cellules présentatrices d’antigénes (CPAs) (qui comprend outre
les CDs, les macrophages et les LyB) capables de stimuler les LyT naifs. Par contre, cette

capacité n’est pas constitutive. Dans les années 80, I’équipe de Schuler a démontré que
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des CLs fraichement isolées étaient de faibles stimulatrices des LyT tandis que ces
mémes cellules cultivées in vitro possédaient une meilleure capacité a induire la
prolifération des LyT (Schuler and Steinman 1985). Par ailleurs, les travaux de Romani
ont démontré que des CLs cultivées in vitro étaient moins efficaces que les CLs fraiches a
appréter des antigénes (Romani et al. 1989). Ces observations ont mené au concept que
les CDs existent sous deux formes: les CDs immatures (imCDs) dont le role est de
patrouiller le sang et les tissus pour capturer et appréter les antigénes, et les CDs matures
(mCDs) qui sont capables d’induire la prolifération des LyT et qui permettent donc le

développement de la réponse immunitaire adaptative.

3.2 CAPTURE ET APPRETEMENT DES ANTIGENES PAR LES CELLULES
DENDRITIQUES IMMATURES

Les imCDs sont localisées dans la plupart des tissus périphériques, dans le sang, la
lymphe et les organes lymphoides ou elles capturent des antigénes du soi et du non-soi
(Guermonprez et al. 2002). En réponse a la production de chimiokines suivant une
inflammation locale, les précurseurs des CDs migrent rapidement au site inflammé. Les
imCDs expriment d’ailleurs plusieurs récepteurs de chimiokines (figure 3) tels que CCR1,
CCR2 et CCRS5 (Banchereau et al. 2000). La capture d’antigénes par les imCDs peut se
faire par macropinocytose, phagocytose ou endocytose par récepteurs (Banchereau et al.
2000). La macropinocytose représente un moyen rapide et non spécifique
d’échantillonner une large quantité de fluides présents dans 1’environnement de la cellule
(Guermonprez et al. 2002). La phagocytose est généralement initiée par I’engagement
d’un récepteur a la surface des imCDs et elle permet I’internalisation de cellules
apoptotiques ou nécrotiques (Albert et al. 1998; Rubartelli, Poggi, and Zocchi 1997), de
virus, de pratiquement toutes les bactéries, de méme que des parasites intracellulaires
(Guermonprez et al. 2002). Finalement, un nombre important de récepteurs endocytaires
sont exprimés par les imCDs : les récepteurs de la portion Fc des immunoglobulines
(FcR) permettent I’endocytose de complexes immuns ou de particules opsonisées (Fanger
et al. 1996), les récepteurs du complément CR3 et CR4 (Reis e Sousa, Stahl, and Austyn
1993), les récepteurs « scavenger » (Platt, da Silva, and Gordon 1998), de méme que

plusieurs lectines de type C (i.e. récepteur du mannose et DEC-205) (Engering et al.
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1997; Jiang et al. 1995). Les imCDs sont donc bien équipées pour échantillonner leur
environnement, mais sont de faibles stimulatrices des LyT puisque la majeure partie des
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) sont retenues a I’intérieur des
CDs et qu’elles expriment peu les molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et CD86)
nécessaires a |’activation des LyT naifs (voir point 3.3 de la présente section) (Adams,

O'Neill, and Bhardwaj 2005).
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Figure 3 : Interaction entre les cellules dendritiques et les lymphocytes T naifs. Représentation de
différents récepteurs (PRR) exprimés a la surface des cellules dendritiques impliqués dans la
reconnaissance de pathogénes. Signaux nécessaires 2 P’activation des lymphocytes T et impliqués dans
la polarisation de la réponse Ty.

Adapté de Clark and Kupper 2005.

3.3 PROCESSUS DE MATURATION ET FONCTIONS DES CELLULES
DENDRITIQUES MATURES

Afin de devenir des cellules efficaces pour la stimulation des LyT, les CDs doivent subir
un processus complexe de maturation. Ce processus s’accompagne d’une réorganisation
du cytosquelette, d’une diminution de I’activité phagocytaire et d’'une migration vers les
organes lymphoides ou les ganglions lymphatiques ou elles induiront le développement
de la réponse immunitaire adaptative (Adams, O'Neill, and Bhardwaj 2005). Le signal de
maturation des imCDs peut étre de deux types : reconnaissance directe du « danger »
(pathogénes, inflammation ou dommage aux tissus) par des récepteurs exprimés a la

surface des imCDs et/ou la reconnaissance indirecte via les cytokines inflammatoires de
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I’environnement (Guermonprez et al. 2002). Parmi les récepteurs qui permettent la
reconnaissance directe, il y a les TLRs (voir point 2.1 de la présente section) qui
permettent la détection de virus et bactéries. L’engagement des FcR par des complexes
immuns ou des anticorps spécifiques permet également d’induire la maturation des
imDCs (Geissmann et al. 2001). La mort cellulaire, tant par nécrose que par apoptose,
engendrerait également la maturation des CDs (Sauter et al. 2000; Rovere et al. 1998).
Différents ligands, présents sur les LyT CD4" peuvent induire la maturation des CDs :
CD40L, FasL et OX40 (Rescigno et al. 2000; Ohshima et al. 1997; Caux et al. 1994).
Finalement, la présence de cytokines inflammatoires, comme le TNF-a (pour fumor
necrosis factor), ’IL-1p ou encore la prostaglandine E2 (PGE-2), dont la sécrétion est
induite par la présence de pathogénes est détectée par les imCDs via les récepteurs de
cytokines et permet la reconnaissance indirecte du danger qui déclenche le processus de

maturation (Banchereau et al. 2000).

L’internalisation d’antigénes est une caractéristique spécifique aux imCDs. Ainsi, durant
la maturation, les CDs vont diminuer leur activité phagocytaire par différentes voies. Tout
d’abord, I’expression a la surface des CDs des différents récepteurs responsables de la
capture d’antigénes par endocytose décrits précédemment est diminuée. De plus, la
phagocytose et la macropinocytose sont également régulées a la baisse (Guermonprez et

al. 2002).

Le processus de maturation déclenche également la migration des CDs (qui, au stade
immature, se trouvent en périphérie) vers les tissus lymphoides (tels que la rate et les
ganglions lymphatiques). La migration est due, du moins en partie, a la modification de
I’expression de certains récepteurs de chimiokines : diminution de I’expression de CCR1,
CCR2 et CCR5 (dont les ligands sont produits aux sites d’inflammation) et augmentation
de CCR7, qui cible les CDs vers les vaisseaux et les ganglions lymphatiques via les
chimiokines CCL19 et CCL21 (Sallusto et al. 1998). Puisque ces deux chimiokines
peuvent attirer les mCDs, mais également les LyT (Gunn et al. 1998), elles ont donc un

role a jouer dans la rencontre des CDs et des LyT au niveau des tissus lymphoides.
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La maturation permet également I’augmentation de I’expression a la surface des mCDs,
des différentes molécules impliquées dans I’interaction entre les mCDs et les LyT. Aprés
la capture de I’antigeéne, les CDs I’apprétent en peptides qui sont chargés sur les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH). La maturation induit donc
l’augmentation de I’expression & la surface des mCDs de complexes CMH-peptides
(pCMH) qui sont reconnus par le récepteur des LyT (appelé TCR pour T-cell receptor) et
qui représentent le premier signal dans I’activation des LyT spécifiques a I’antigéne
(Banchereau et al. 2000). Il y a également augmentation de 1’expression de molécules
d’adhésion et de co-stimulation (CD80, CD86, CD83 et CD40). Ces molécules vont
interagir avec des récepteurs exprimés a la surface des LyT (figure 3) et vont permettre
une communication a double sens entre les CDs et les LyT. Le second signal d’activation
des LyT (figure 3) est donné par la liaison entre CD80/CD86 (également appelées
B7.1/B7.2) et leur ligand CD28 exprimé sur les LyT (Reis e Sousa 2006; Adams, O'Neill,
and Bhardwaj 2005; Banchereau et al. 2000). Les molécules CD80/CD86 lient le CD28,
mais peuvent également lier CTLA-4 exprimé sur les LyT (Lenschow, Walunas, and
Bluestone 1996). L’engagement du CD28 avec ses ligands exprimés sur les mCDs permet
Iactivation des LyT, tandis que la liaison de CD80/CD86 avec CTLA-4 (qui a une plus
forte affinité que CD28 pour CD80/CD86) est impliquée dans 1’arrét de la réponse T et
dans I’induction de la tolérance (Vandenborre et al. 1999; Perez et al. 1997). Le role de
CD83 est encore mal connu et I’existence de son ligand sur les LyT est encore
controversée, mais puisqu’il est exprimé uniquement sur les mCDs il pourrait avoir un
r6le a jouer dans I’activation des LyT. D’ailleurs, une étude semble indiquer qu’il serait
impliqué dans I’expansion des lymphocytes T cytotoxiques (CTLs) nouvellement activés
de méme que dans leur survie (Hirano et al. 2006). Par ailleurs, il a été démontré que
Iinteraction entre le CD40 et son ligand (CD40L), exprimé a la surface des LyT CD4",
pouvait rendre les CDs aptes a stimuler les CTLs (Bennett et al. 1998). Finalement, tel
que mentionné précédemment, la liaison du CD40L au CD40 exprimé sur les CDs est
suffisante pour induire la maturation des CDs, augmentant I’expression des molécules

CD80/CD86 et le relachement de cytokines (Caux et al. 1994).
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Ainsi, le processus de maturation est un processus complexe et hautement régulé, qui
permet de transformer les imCDs spécialisées dans la capture d’antigénes en périphérie,
mais qui sont de faibles stimulatrices des LyT, en mCDs qui possédent les
caractéristiques nécessaires a I’induction de la prolifération des LyT dans les organes

lymphoides et les ganglions lymphatiques.

4. INDUCTION DE LA REPONSE CELLULAIRE ADAPTATIVE PAR LES CELLULES
DENDRITIQUES

L’apprétement des antigénes capturés par les imCDs est régulé par la maturation des CDs.
A 1a suite de la capture de I’antigéne, les CDs vont ’appréter en peptides qui sont ensuite
chargés sur les molécules du CMH de classe I ou II (CMH-I ou CMH-II). Ces complexes
pCMH sont ensuite transportés a la surface des CDs pour la reconnaissance par des LyT
qui sont spécifiques & I’antigene, menant ainsi a I’induction de la réponse immunitaire
adaptative de type cellulaire. En effet, les LyT CD8" et CD4" ne peuvent reconnaitre leurs
antigenes spécifiques que si ces derniers sont dégradés en peptides et présentés sous
forme de peptides associés aux molécules de CMH-I et II respectivement (Zinkernagel

and Doherty 1974; Shevach and Rosenthal 1973).

4.1 PRESENTATION ANTIGENIQUE VIA LE CMH-I: INDUCTION DE LA
REPONSE T CD8"

Afin d’induire une réponse cellulaire de type cytotoxique qui permet 1’élimination par les
CTLs des cellules infectées, les CDs doivent présenter les antigénes sous forme de
peptides associés au CMH-I aux LyT CD8". Le CMH-I est présent a la surface de toutes
les cellules nucléées. Normalement, les antigénes endogénes (synthétisés a I’intérieur des
cellules) sont présentés via le CHM-I aux LyT CDS8" (voie d’apprétement cytosolique),
mais il arrive également que des antigénes de nature exogéne soient présentés par le
CMH-I, un processus appelé présentation croisée (Bevan, Langman, and Cohn 1976). A
la suite de I’'ubiquitinylation, les antigénes présents au niveau du cytosol sont d’abord
dégradés en peptides dans le protéasome. Ces peptides sont ensuite transportés au

réticulum endoplasmique (RE) par des molécules transporteuses TAP (pour transporters
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Jor antigen presentation) transmembranaires pour étre chargés sur les molécules du
CMH-1. Ce chargement se fait sous le contrdle de plusieurs molécules chaperonnes, telles
que la calnexine, la calréticuline et la tapasine. Une fois les complexes pCHM-I
assemblés, ils sont transportés 4 la membrane plasmique via I’appareil de Golgi pour la
présentation aux LyT CD8" spécifiques pour le complexe pCMH-I (Cresswell et al. 1999;
Pamer and Cresswell 1998). Le TCR et le co-récepteur CD8 présents  la surface des LyT
CD8" vont donc reconnaitre le complexe présenté a la surface des CDs et la présence des
molécules de co-stimulation CD80/CD86 va permettre 1’activation compléte des LyT
CD8". Une fois activés, ces derniers vont éliminer les cellules infectées, soit par la voie
perforine-granzyme (élimination directe des cellules infectées qui présentent le complexe
pCMH-I), soit par I'induction de I’apoptose dans les cellules infectées par la liaison de
FasL (exprimé sur les LyT CD8") au Fas (sur la cellule infectée) (Kagi et al. 1994). Les
CTLs peuvent également produire des cytokines antivirales (IFN-y et TNF-a) qui

permettent de bloquer la réplication virale (Guidotti and Chisari 2001).

4.2 PRESENTATION ANTIGENIQUE VIA LE CMH-II: INDUCTION DE LA
REPONSE T CD4"

Les antigénes exogénes sont, quant a eux, présentés via le CMH-II aux LyT CD4" (voie
d’apprétement endocytaire). Les imCDs accumulent de nombreuses molécules de CMH-
II dans des compartiments intracellulaires (Nijman et al. 1995). Une fois capturés par les
CDs, les antigenes sont dégradés en peptides dans les endosomes qui vont fusionner avec
les compartiments riches en CMH-II. La présence de protéases (notamment de la famille
des cathepsines) permet la dégradation de la chaine invariante Ii, qui protége la niche
peptidique du CMH-II (Villadangos et al. 1999). Ii est clivée entre autres par la
cathepsine S qui, chez les imCDs, est inhibée par la cystatine C; & la suite de la
maturation des CDs, la cystasine C est régulée 4 la baisse, ce qui augmente ’activité de la
cathepsine S (Pierre and Mellman 1998). Finalement, la liaison entre le peptide et le
CMH-II est sous le contrdle des molécules HLA-DM (qui aide au chargement du peptide)
et HLA-DO (qui peut inhiber le chargement) (Kropshofer, Hammerling, and Vogt 1999).
Les complexes pCMH-II vont ensuite étre transportés a la surface cellulaire pour la

présentation aux LyT CD4". Ces derniers vont reconnaitre le complexe pCMH-II via leur
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TCR (qui est spécifique au complexe pCMH-II) et le co-récepteur CD4. Les molécules de
co-stimulation CD80/CD86 a la surface des CDs vont également interagir avec CD28
exprimé sur les LyT CD4" pour permettre 1’activation compléte de ces derniers. Les LyT
CD4" sont également appelés lymphocytes T auxiliaires ou Ty (pour T helper) et selon,
les cytokines produites par les CDs (voir point 4.3 de la présente section), vont se
différencier en Tul, Tu2 ou Treg (pour LyT régulateurs). Ces sous-populations de Ty
vont activer différentes populations du systtme immunitaire. Les Tyl vont produire
majoritairement de I’IFN-y (figure 3), ce qui méne a I’activation des macrophages et des
CTLs favorisant ainsi la réponse cellulaire. Les Ty2, quant a eux, vont produire de 1’'1L-4,
IL-5 et IL-13 ce qui aide a la réponse humorale (production d’anticorps par les LyB). Les
Treg produisent de I’IL-10 et du TGF-f qui inhibent fortement les réponses Tyl et Ty2.
Finalement, les Ty17 font également partie des Ty et pourraient contribuer a 1’élimination
de certains pathogeénes tout en étant impliqués dans les processus d’autoimmunité (pour

une revue compléte de littérature voir (Zhou, Chong, and Littman 2009)).

4.3 POLARISATION DE LA REPONSE T AUXILIAIRE PAR LES CELLULES
DENDRITIQUES

En plus d’étre impliquées dans I’activation des LyT, les CDs fournissent un troisiéme
signal (figure 3), par la production de cytokines ou autres molécules, qui polarise la
réponse Ty. Ainsi, par la production principalement d’IL-12 (Macatonia et al. 1995), mais
également d’IL-23, d’IL-27, d’IFNs type I et de la molécule d’adhésion ICAM-1, les CDs
vont polariser la réponse Ty vers un type Tyl qui permet I’induction de la réponse
ce-llulaire contre des pathogenes intracellulaires (Kapsenberg 2003; Dong and Flavell
2000). Par la production d’IL-4 (Swain et al. 1990), mais également de MCPI1 et
d’OX40L, elles vont plutdt polariser la réponse vers un type Ty2 qui permet I’élimination
de plusieurs pathogénes extracellulaires via 1’induction de la réponse humorale et donc la
production d’anticorps (Kapsenberg 2003). En sécrétant de I’'IL-10 et du TGF-f, les CDs
vont induire une réponse Treg (Zeller et al. 1999). Le type de cytokines produites par les
CDs dépend de différents facteurs, tels que le type et la localisation des CDs,
I’environnement local et la nature du stimuli de maturation (Adams, O'Neill, and

Bhardwaj 2005; Kapsenberg 2003).
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4.4 INHIBITION DES FONCTIONS DES CELLULES DENDRITIQUES PAR LES
VIRUS

Etant donné I’importance de la réponse immunitaire cellulaire dans 1’élimination de
plusieurs infections virales et puisque les CDs sont responsables de I’induction de cette
réponse, il n’est pas surprenant de constater que plusieurs virus ont développé des
stratégies pour inhiber les différentes étapes de la présentation antigénique (Tortorella et
al. 2000). Toutes les étapes du processus d’apprétement/présentation des antigénes, de
méme que les mécanismes impliqués dans la maturation des CDs peuvent étre ciblés par
les virus. La présente section ne traitera que de quelques exemples. Tout d’abord, la
geénération des CDs, de méme que leur survie et leur maturation peuvent étre affectées par
différents virus. C’est le cas de certains poxvirus, tels le virus de la vaccine et le virus du
molluscum contagiosum et de virus de la famille herpés, tels que le virus d’Epstein-Barr,
le CMV humain et les virus herpés-6, 7 et 8, qui affectent les progéniteurs des CDs ou qui
diminuent D’attraction des CDs au site d’infection (McFadden and Murphy 2000;
Tortorella et al. 2000). Le virus de la vaccine peut également inhiber la maturation des
CDs et induire leur mort par apoptose (Engelmayer et al. 1999). Certains virus interférent
avec les processus d’apprétement des antigénes et de leur présentation sous forme de
complexes pCMH a la surface des CDs. Les virus VHS-1 et VHS-2, de méme que le
CMV humain, sont capables respectivement d’empécher le transport vers le RE des
peptides antigéniques dégradés dans le protéasome (York et al. 1994) et de diminuer
I’expression du CMH-I a la surface des CDs en retenant ces derniers au RE (Jones et al.
1996). Par ailleurs, plusieurs virus peuvent inhiber I’action des cytokines produites par les
CDs. Le virus de la rougeole inhibe la production d’IL-12 par les CDs (Karp 1999),
tandis que de nombreux autres virus sécrétent des récepteurs solubles pour différentes
cytokines, empéchant ces derniéres de jouer leur réle immunomodulateur (Spriggs 1996).
Finalement, certains virus sont capables, du moins in vitro, d’infecter les CDs : le virus de
I’'immunodéficience humaine, le virus de la rougeole, le virus influenza et le virus de la

dengue (Kaiserlian and Dubois 2001).
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5. REPONSE IMMUNITAIRE LORS DE L’INFECTION PAR LE VIRUS DE
L HEPATITE C

5.1 IMPORTANCE DE LA REPONSE IMMUNITAIRE CELLULAIRE

Tel que mentionné précédemment, prés de 80% des patients infectés par le VHC vont
développer une infection chronique. L’étude des réponses immunitaires générées lors de
la phase aigu€ de l'infection par le VHC (qui correspond aux 6 premiers mois de
I’infection) a été compliquée par le fait que dans la majorité des cas, I’infection est
asymptomatique et la phase aigué passe donc inapergue. Ainsi, la plupart des données
obtenues proviennent soit d’études faites chez le chimpanzé, soit de cohortes de gens a
risque de contracter le virus. A la suite de I’infection, I’ARN viral apparait rapidement (en
quelques jours) dans le sérum et atteint un maximum entre 6 a 10 semaines aprés
I’infection et ce, peu importe 1’issue de I’infection (Bowen and Walker 2005). En ce qui
concerne la réponse immunitaire innée, il semble que le VHC induise les IFNs de type I
au niveau du foie chez les chimpanzés infectés, mais encore une fois, sans lien apparent
entre I’élimination ou la persistance du virus (Bigger et al. 2004; Thimme et al. 2002). La
comparaison des réponses immunitaires adaptatives générées chez les patients qui
parviennent a éliminer le virus par rapport a celles observées chez les patients qui vont
développer une infection chronique a permis de conclure qu’une réponse cellulaire (CD4"
et CD8") efficace est requise pour I’élimination du virus dans la phase aigué de 1’infection
(Shoukry et al. 2003; Thimme et al. 2001; Lechner et al. 2000). La réponse cellulaire
apparait plusieurs semaines apres le début de I’infection et correle avec 1’apparition
d’enzymes hépatiques dans le sang (Thimme et al. 2001) qui sont libérées par les
hépatocytes endommagés (figure 4). Ces données suggérent une immunopathologie
(Thimme et al. 2001), quoique ce concept n’a pu étre encore enti€rement prouvé puisque
certaines ¢tudes n’ont pu démontrer de lien entre la réponse cellulaire et le degré de
dommage au foie (Rehermann et al. 1996). De mani¢re générale, en terme de réponse
cellulaire, trois scénarios sont possibles (Bowen and Walker 2005; Gerlach et al. 1999).
Chez les patients qui contrblent peu ou pas la virémie (et qui vont développer une
infection chronique), les réponses T CD4" et CD8" sont faibles et parfois complétement

absentes. La fréquence de LyT CD4" et CD8" spécifiques au virus dans le sang est faible
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et ces cellules ciblent peu d’épitopes viraux (figure 4A) (Lauer et al. 2004; Thimme et al.

2002; Missale et al. 1996).
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Figure 4 : Représentation des réponses immunitaires cellulaires T CD4" et CD8" induites lors de la
phase aigué de Dinfection par le virus de ’hépatite C et qui sont responsables de I’évolution de
I’infection vers la persistance (A et B) ou de la résolution de I’infection (C).

Adapté de Bowen and Walker 2005.

Chez d’autres patients, la virémie peut d’abord étre partiellement contrdlée avant de
rebondir. Dans ce cas, il est possible que la réponse T CD8" soit forte et semblable a celle
observée chez les patients qui éliminent le virus (Thimme et al. 2001). Par contre, il a été
démontré que ces cellules ne sont pas toujours fonctionnelles (production limitée de
cytokines, diminution de leur activité cytotoxique) (Wedemeyer et al. 2002). De plus,
dans le cas d’une infection partiellement contrdlée, la réponse T CD4" est perdue, ce qui
est généralement un signe que I’infection va persister (figure 4B) (Gerlach et al. 1999).
Les individus qui parviennent a éliminer le virus générent quant a eux des réponses T
CD4" et CD8' qui sont vigoureuses, multi-spécifiques (ciblent plusieurs épitopes viraux
dans les protéines structurales et non-structurales) et soutenues dans le temps (figure 4C)
(Lechner et al. 2000; Cooper et al. 1999). 11 est & noter que les LyT CD8" spécifiques au
virus peuvent demeurer présents méme chez les patients pour qui I’infection a évolué vers
la chronicité (Wong et al. 1998; Koziel et al. 1992). Cependant, 1’absence ou la perte des
LyT CD4' durant la phase aigué ménent a I’infection persistante, ce qui démontre le role
crucial de ces cellules dans 1’établissement d’une réponse CD8" efficace pour éliminer le

VHC. En ce qui concemne la réponse T mémoire, elle ne semble pas conférer une
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protection lors d’une réinfection, par contre, elle pourrait diminuer significativement le

risque de développer une infection persistante (Major et al. 2002; Mehta et al. 2002).

Par ailleurs, il a été observé que, chez les patients infectés de fagon chronique, il y a
souvent épuisement des LyT CD8" spécifiques au virus (diminution de la production de
cytokines anti-virales et de I’activité cytolytique). Il semble que cet épuisement corréle
avec une augmentation de I’expression sur ces LyT de PD-1 (pour programmed death 1),
un récepteur inhibiteur de la famille CD28/CTLA-4 (Nakamoto et al. 2008; Golden-
Mason et al. 2007; Penna et al. 2007; Radziewicz et al. 2007). En effet, ’expression de
PD-1 en début d’infection sur les LyT spécifiques au virus est plus forte chez les patients
qui vont développer une infection chronique que chez les patients qui parviennent a
éliminer le virus (Rutebemberwa et al. 2008). Certaines de ces études ont également
démontré que les LyT épuisés pouvaient retrouver leurs fonctions anti-virales lorsqu’ils
étaient traités in vitro de maniére a bloquer ’interaction entre PD-1 et PD-L1 (un des
ligands de PD-1), ce qui pourrait ouvrir la voie a un éventuel traitement permettant la
restauration de la fonction des LyT spécifiques au VHC qui sont non fonctionnels lors de
I’infection (Nakamoto et al. 2008; Golden-Mason et al. 2007; Penna et al. 2007;
Radziewicz et al. 2007).

Finalement, en ce qui concerne la réponse humorale, son réle dans 1’élimination du VHC
n’est pas encore complétement connu. Une étude a démontré qu’elle n’aurait pas un réle
important a jouer dans le contrdlé de I’infection puisque 1’élimination du virus peut avoir
lieu en absence de séroconversion chez les patients (Post et al. 2004). D’autres ont quant
a eux observé qu’il n’y avait pas de corrélation entre la présence d’anticorps et
I’élimination du virus (Logvinoff et al. 2004; Steinmann et al. 2004). Cependant, des
études suggérent que I’apparition d’anticorps neutralisants (AcN) dans la phase aigué de
I’infection pourrait contribuer a éliminer le virus (Pestka et al. 2007; Zibert et al. 1997).
En effet, ces études, effectuées dans une cohorte de femmes infectées accidentellement
par la méme souche du VHC, ont démontré que I’élimination du virus était associée a
I’induction rapide d’AcN dans la phase aigué de l’infection et que ces anticorps

disparaissaient ou diminuaient en nombre une fois I’infection résolue (Pestka et al. 2007).
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A Pinverse, il a été observé que les patientes qui ont développé une infection chronique
n’avaient soit pas, soit de faibles titres en AcN dans la phase aigué de I’infection, alors
que dans la phase tardive de I’infection il pouvait y avoir induction d’AcN (Pestka et al.
2007). Puisqu’il avait préalablement été observé dans cette méme cohorte que la réponse
cellulaire était présente chez les patientes qui ont éliminé le virus (Takaki et al. 2000) et
que certaines des patientes ont éliminé le virus en absence des AcN (Pestka et al. 2007),
cette étude n’a pu démontrer de facon certaine que I’élimination du virus est due
uniquement a la présence d’AcN. Cependant, les auteurs suggérent qu’une collaboration
entre les deux types d’immunité, humorale et cellulaire, pourrait contribuer a éliminer le

VHC (Pestka et al. 2007).

5.2 INTERFERENCE DU VIRUS DE L’HEPATITE C AVEC LE SYSTEME
IMMUNITAIRE

5.2.1 INTERFERENCE AVEC LA REPONSE IMMUNITAIRE INNEE
Certaines protéines virales ciblent différentes étapes de la réponse immunitaire innée

énumérées précédemment (voir point 2 de la présente section). Tout d’abord, le VHC
semble interférer avec différentes voies de reconnaissance des virus. En effet, la protéase
NS3-4A agirait sur RIG-I impliquée dans la reconnaissance de I’ARNdb. RIG-I posséde
deux domaines de recrutement pour la protéine adaptatrice IPS-1 (également appelée
MAYVS, VISA ou Cardif) qui est située & la membrane des mitochondries. La protéase
virale cliverait IPS-1, qui ainsi ne se retrouve plus a4 la membrane mitochondriale,
I’empéchant d’activer et d’induire la translocation nucléaire d’IRF-3 et prévenant ainsi
I’induction des génes permettant la production d’IFNs de type 1 (Li, Sun et al. 2005;
Meylan et al. 2005). D’ailleurs, les hépatocytes infectés montrent une localisation
anormale d’IPS-1 dans des biopsies de foies de patients infectés de fagon chronique (Loo
et al. 2006). Le VHC interférerait également avec la reconnaissance de I’ARNdb par le
TLR-3 en clivant sa molécule adaptatrice TRIF via la protéase NS3-4A (Li, Foy et al.
2005). La signalisation du TLR-3 est alors bloquée, ce qui empéche ’activation de la voie
NF-kB, de méme que les IRF-3 et 7 qui ménent & la production de cytokines
inflammatoires et des IFNs de type 1. Par ailleurs, la voie de signalisation impliquée dans

la réponse aux IFNs de type 1 serait altérée par I’infection. En effet, la protéine
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structurale Core activerait un inhibiteur (SOCS-3) de la voie de signalisation JAK/STAT
impliquée dans la transduction du signal a la suite de la liaison des IFNs de type 1 au
récepteur IFNAR (Bode et al. 2003). De plus, plusieurs protéines qui sont induites par les
interférons et qui possédent une activité anti-virale directe contre le VHC seraient
également inhibées par les protéines du virus. C’est le cas du systtme 2’-5’ OAS
(oligoadénylate synthétase)/RNaseL qui permet la dégradation des ARNs cellulaires et
viraux et qui serait inhibé par la protéine virale NS5A (Taguchi et al. 2004). La protéine
kinase R (PKR), de méme que la protéine P56, qui bloquent la synthése protéique en se
liant & des facteurs d’initiation de la traduction, seraient quant a elles affectées par les
protéines E2, NS5A, de méme que par IRES dans le cas de PKR et par NS3/4A pour P56
(Gale and Foy 2005; Vyas, Elia, and Clemens 2003; Taylor et al. 1999; Gale et al. 1998).

5.2.2 LES CELLULES DENDRITIQUES CHEZ LES PATIENTS INFECTES DE FACON
CHRONIQUE

Le(s) mécanisme(s) responsable(s) de 1’incapacité de certains individus & générer une
réponse cellulaire adéquate qui permet 1’élimination du VHC demeure(nt) inconnu(s) et
plusieurs hypothéses ont été émises, dont celle selon laquelle le virus pourrait interférer
directement avec les fonctions des CDs, nécessaires a 1’établissement de la réponse
immunitaire cellulaire adaptative. Puisque les CDs sont les CPAs les plus efficaces et
qu’elles sont les seules capables d’activer les LyT naifs, plusieurs équipes ont soupgonné
un défaut dans le mécanisme de présentation antigénique et se sont donc penchées sur
I’état des CDs chez des patients en phase chronique d’infection. Les résultats obtenus sont
contradictoires, certaines études démontrant un effet de 1’infection sur la fonctionnalité
des CDs tandis que d’autres n’ont pu montrer que les CDs étaient affectées. Tout d’abord,
en ce qui concerne la fréquence des CDs circulantes chez les patients infectés de fagon
chronique, le nombre de CDs myéloides et plasmacytoides peut étre significativement
diminué par rapport a celui observé chez des sujets sains (Rodrigue-Gervais et al. 2007;
Dolganiuc et al. 2006; Kanto et al. 2004; Wertheimer, Bakke, and Rosen 2004). Par
contre, ce phénoméne n’est pas toujours observé (Yonkers et al. 2007; Piccioli et al.
2005) et la réduction du nombre de CDs circulantes pourrait €tre expliquée, du moins en

partie, par leur redirection vers le foie (Wertheimer, Bakke, and Rosen 2004). Le
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processus de maturation des CDs pourrait également étre affecté chez les CDs. En effet,
certaines équipes ont démontré que des MoCDs, des CDs myéloides et plasmacytoides
isolées chez des patients infectés et stimulées in vitro pour induire leur maturation
exprimaient significativement moins les marqueurs d’activation et de co-stimulation
comparativement a des donneurs sains (Auffermann-Gretzinger, Keeffe, and Levy 2001;
Yonkers et al. 2007). De plus, la production de cytokines pro-inflammatoires (i.e. IL-
12p70, TNF-a ou IFN-a) par ces cellules serait diminuée (Kanto et al. 2004; Rodrigue-
Gervais et al. 2007; Kanto et al. 1999; Dolganiuc et al. 2006). Encore une fois, d’autres
études n’ont pu démontrer la réduction des marqueurs de maturation (Kanto et al. 2004;
Bain et al. 2001; Yonkers et al. 2007; Albert, Decalf, and Pol 2008; Longman et al. 2004;
Piccioli et al. 2005; Kanto et al. 1999) ni la diminution de la production de cytokines
(Bain et al. 2001; Wertheimer, Bakke, and Rosen 2004; Albert, Decalf, and Pol 2008;
Piccioli et al. 2005). Finalement, la fonction allostimulatrice (capacité a stimuler des LyT
allogéniques) des CDs pourrait étre altérée chez les patients infectés de fagon chronique
(Bain et al. 2001; Kanto et al. 1999; Kanto et al. 2004; Auffermann-Gretzinger, Keeffe,
and Levy 2001; Yonkers et al. 2007; Tsubouchi et al. 2004). D’autres équipes ont plutot
démontré que les CDs étaient capables de stimuler de maniére efficace les LyT
allogéniques (Longman et al. 2004; Piccioli et al. 2005). Les résultats de ces nombreuses
études sont donc trés contradictoires et ne permettent pas de tirer de conclusion claire
quant au role de I’infection par le VHC sur les CDs. De plus, elles ont été effectuées chez
des patients qui sont en phase chronique d’infection et ne représentent donc pas
nécessairement ce qui se passe dans la phase aigué de I’infection, 1a ou I’établissement de

la réponse immunitaire cellulaire nécessaire a 1’élimination du virus a lieu.

5.2.3 INFECTION DES CELLULES IMMUNITAIRES PAR LE VHC
L’association d’ARN viral du VHC avec des cellules du systétme immunitaire a été

rapportée a plusieurs reprises. Par contre, la possibilité que le virus puisse infecter
certaines populations du systéme immunitaire n’a pas encore été clairement démontrée.
En particulier, les LyB et les CDs de patients infectés de fagon chronique sont souvent

associés a I’ARN viral (Boisvert et al. 2001; Goutagny et al. 2003), mais malgré tout dans
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la plupart des études, le nombre relatif de génomes viraux associés aux cellules du

systéme immunitaire est généralement trés faible (Dustin and Rice 2007).

6. PROBLEMATIQUE, HYPOTHESE ET OBJECTIFS DE LA PRESENTE ETUDE

Les mécanismes responsables de 1I’induction d’une réponse cellulaire qui est inadéquate
pour éliminer le VHC demeurent encore inconnus et nous pouvons nous demander ce qui
distingue les individus qui parviennent & éliminer le virus de ceux qui vont développer
une infection persistante. Notre hypothése de recherche était que le VHC interfére avec
les fonctions des cellules du systéme immunitaire, plus particuliecrement au niveau des
CDs puisqu’elles sont responsables de la présentation antigénique et de la stimulation des
LyT naifs et qu’il a été démontré par certaines €quipes que ces cellules pouvaient étre
affectées chez les patients infectés de fagon chronique. Par contre, ces études ont été
faites chez des patients qui sont généralement infectés depuis plusieurs années et aucune
donnée n’est disponible quant a 1’état des CDs dans la phase aigué€ de I’infection, au
moment ou 1’élaboration de la réponse cellulaire spécifique au VHC est nécessaire pour
résoudre I’infection. Les objectifs de la présente étude étaient donc d’analyser I’'impact du
VHC sur différentes fonctions des cellules du syst¢éme immunitaire, mais dans un
contexte qui mime la phase aigué de I’infection, en utilisant le systeme de production de

virus en culture cellulaire a ’aide du clone infectieux JFHI1.

29



CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES
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1. LIGNEE CELLULAIRE

La lignée cellulaire Huh-7.5 (gracieuseté du Dr Patrick Labonté) a été cultivée a 37
degrés Celcius (°C) dans une atmosphére a 5% CO,, dans du milieu DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) contenant 10%
volume/volume (v/v) de sérum de bovin feetal (SBF) décomplémenté a 56°C pendant 30
minutes (Hyclone, Logan, UT, USA), | mM sodium pyruvate (Invitrogen) et 100 pg de

streptomycine et 100 unités de pénicilline (strep/pen) (Invitrogen).

2. PRODUCTION VIRALE — JFH1

Les cellules Huh-7.5 ont été mises 4 une concentration de 5x10° cellules totales dans des
flasques pour culture cellulaire 75cm? (Corning, Corning, NY, USA) dans un volume
final de 8 ml de milieu DMEM complet. Une fois les cellules adhérées, une partie du
surnageant a été enlevée et du surmageant infectieux JFH1 (produit préalablement par
notre laboratoire par la transfection de cellules Huh-7.5 avec le plasmide pJFH1 voir
(Guevin, Lamarre, and Labonte 2009)) a été ajouté a une multiplicité d’infection (MOI)
de 0.01. Les cellules ont été passées aux 3-4 jours et le surnageant infectieux a été récolté,
centrifugé a 4000 rpm pendant 5 minutes (Sorvall Legend RT, Mandel) et filtré 4 0.22 um

pour enlever les débris cellulaires et conservé a -80°C jusqu’a utilisation.

3. QUANTIFICATION DE L’ARN VIRAL PAR RT-PCR QUANTITATIF

A différents temps post-infection (p-i.), 250 pl de surnageant infectieux ont été ajoutés a
750 ul de TRIZOL LS (Invitrogen) dans des eppendorfs. Les échantillons ont été incubés
a température piece (TP) pendant 5 minutes. Par la suite, 200 ul de chloroforme (Sigma-
Aldrich, Saint-Louis, MO, USA) ont été ajoutés, les tubes ont été agités pendant 15
secondes et laissés & TP pendant 5 minutes. Aprés une centrifugation a 12 000 g, a 4°C
pendant 15 minutes (5415 R, Eppendorf, Hambourg, Allemagne), les phases aqueuses

contenant I’ARN ont été transférées dans de nouveaux eppendorfs. Par la suite, 500 ul

d’isopropanol (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés et les échantillons ont €té incubés pendant
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10 minutes a TP. Les eppendorfs ont été centrifugés a 12 000 g pendant 10 minutes a 4°C.
Les surnageants ont été retirés avant d’ajouter 1 ml d’éthanol 75% et les eppendorfs ont
été mélangés au vortex (VWR, Fontenay sous Bois, France) avant d’étre centrifugés a 7
400 g, 5 minutes 4 4°C. Les surnageants ont été enlevés et les culots d’ARN ont été

séchés a I’air libre avant d’étre resuspendus dans 11 pl d’eau traitée au DEPC

(diéthylpyrocarbonate) (Ambion, Foster City, CA, USA).

L’ADNCc a été préparé en incubant tout d’abord I’ARN a 70°C pendant 3 minutes, puis 2
minutes sur la glace. Par la suite, la rétrotranscription (RT) a été effectuée en ajoutant 4 pl
de tampon pour RT 5X (Invitrogen), 2 ul de dithiothréitol (DTT) (0.1 M) (Invitrogen), 1
ul d’amorces aléatoires p(dN6) (100 ng/ml) (Invitrogen), 1 pl de ANTP (20 mM)
(Invitrogen), 20 U de RNase-OUT (Invitrogen) et 100 U de transcriptase inverse MMLV
(pour Moloney murine leukemia virus) (Invitrogen). Les €chantillons ont été incubés
pendant 10 minutes a 25°C, puis pendant 1 heure a 37°C. La transcriptase inverse MMLV
a été inactivée par une incubation a 70°C pendant 15 minutes et I’ADNc a été dilué dans

un volume final de 50 pl avec de I’eau DEPC.

Pour le PCR (Tagman), 11.125 pul d’ADNc ont été¢ mélangés avec 13.5 pl d’un mélange
contenant : 0.5 pl de la sonde FAM-UTR (12.5 uM) CCGGAATTGCCGGGAAGACTG,
0.25 pl de chacune des amorces 5’UTR-reverse : 5’-GAGTGGGTTTATCCAAGAAAG-
3’ et 5’UTR-forward : 5’-TCTGCGGAACCGGTGAGT-3’ (90 pmole/nl) (gracieuseté du
Dr Patrick Labonté) et 12.5 pl de Tagman universal master mix 2X (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Le PCR a ensuite été effectué a 1’aide de I’appareil Rotor Gene
3000 (Corbett Research, Leipzig, Allemagne). Le programme utilisé était le suivant : 2
minutes a 50°C puis 10 minutes a 95°C suivi de 40 cycles a 95°C pendant 15 secondes et

60°C pendant 60 secondes.
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4. DETERMINATION DU TITRE INFECTIEUX PAR IMMUNOFLUORESCENCE

Les cellules Huh-7.5 ont été ensemencées dans des plateaux 96 puits a fond plat
(Comning) & une concentration de 1x10* cellules par puits dans un volume de 100 pl et 24
heures plus tard, 100 ul des dilutions en série des surnageants infectieux (en duplicata)
ont été ajoutés aux cellules. L’infection s’est déroulée pendant un minimum de 3h, puis
les surnageants ont été enlevés et 100 ul de milieu DMEM complet ont été ajoutés a
chaque puits. Aprés 72 heures, le surnageant a été retiré et 100 pl de formaldéhyde 4%
(Sigma-Aldrich) ont été ajoutés. Les plateaux ont été incubés a TP a I’abri de la lumiére
pendant 30 minutes, puis la formaldéhyde a été enlevée et les puits ont été rincés avec du
PBS (Invitrogen). Par la suite, 100 pl de méthanol glacial ont été ajoutés pendant 5
minutes a -20°C et les puits ont été rincés deux fois avec du PBS avant d’ajouter 200 ul
de tampon de blocage (5% (v/v) SBF + 10% (v/v) Triton X-100 1% dilué dans le PBS
(Bio Rad, Missisauga, ON, Canada) + PBS). Aprés une incubation d’une heure a TP, le
tampon de blocage a été enlevé, les puits lavés 2 fois avec du PBS et 40 pl d’anticorps de
lapin anti-NS5A (gracieuseté du Dr Patrick Labonté) dilué 1:1000 dans du tampon de
blocage ont été ajoutés dans chaque puits. Les plateaux ont été incubés pendant 1 heure a
TP avant d’étre rincés 2 fois avec du PBS, puis 100 pl d’anticorps de chévre anti-lapin
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) dilué 1 :2500 dans du tampon de blocage ont été ajoutés aux
puits et les plateaux ont été incubés pendant 1 heure & TP a I’abri de la lumiére. Les puits
ont a nouveau été rincés et 100 ul de 4',6' Di Amidino-2-Phényl Indole (DAPI) 1X ont été
ajoutés avant de rincer les puits a I’eau 2 fois. Les cellules ont été recouvertes de PBS et
les puits ont été regardés au microscope & fluorescence afin de dénombrer les foyers

infectieux.

5. EVALUATION DE LA VIABILITE CELLULAIRE CHEZ LES CELLULES HUH-
7.5 INFECTEES

A différents jours p.i. (lors des passages des cellules Huh-7.5 infectées ou non), la
viabilité des cellules a été analysée par le test de viabilité cellulaire « Cell proliferation kit

I (MTT) » (Roche, Manheim, Allemagne). Les cellules étaient mises en culture dans des
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plateaux 96 puits a fond plat & une concentration de 2.5x10" cellules par puits dans un
volume de 100 ul de milieu DMEM complet. Aprés une incubation pour la nuit a 37°C,
5% CO,, 10 ul/puits de sel de tétrazolium MTT ont été ajoutés et I’incubation s’est
poursuivie pendant 4 heures avant 1’ajout de 100 pl/puits de tampon de solubilisation. 16
heures plus tard, la densité optique a été mesurée par spectrophotométrie (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA) 4 570 nm.

6. EVALUATION DE L’APOPTOSE INDUITE PAR L’INFECTION

L’apoptose induite par JFH1 chez les cellules Huh-7.5 a été¢ mesurée par ELISA et par

cytométrie en flux.

L’évaluation par ELISA a été effectuée a I’aide du kit Cell Death Detection ELISA™%
(Roche) selon le protocole du fabriquant. Les cellules infectées ou non ont été incubées a
2x10* cellules/puits dans une plaque 48 puits (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) dans
du milieu DMEM complet pendant 16 heures a 37°C, 5% CO,. Les plaques ont été
centrifugées a 200 g, 10 minutes a 20°C. Les surnageants ont été retirés et 400 ul de
tampon de lyse ont été ajoutés aux puits. Aprés une incubation de 30 minutes & TP, les
plaques ont a nouveau été centrifugées a 200 g, 10 minutes a 20°C. 20 pl de surnageant
ont ensuite été ajoutés dans des puits contenant de la streptavidine, puis 80 pl d’immuno-
réactif (1 :20 d’anticorps anti-histone-biotine + 1 :20 d’anticorps anti-ADN-peroxydase +
18 :20 tampon d’incubation) ont été ajoutés. Aprés une incubation de 2 heures a TP, les
plaques ont été lavées 3 fois avec 300 ul de tampon d’incubation. 100 pl de solution
ABTS ont été ajoutés et aprés 10 minutes d’incubation & TP, la réaction a été arrétée par
I’ajout de 100 pl de solution d’arrét ABTS. La densité optique a été mesurée par

spectrophotométrie (Bio-Rad) a 405 nm (longueur d’onde de référence a 490 nm).

Pour I’évaluation de I’apoptose par marquage & I’Annexin V (PE Annexin V Apoptosis
Detection Kit I, BD Biosciences, Mississauga, ON, Canada), 2x10° cellules ont été mises
dans des tubes pour cytométrie (BD Falcon) et ont été lavées avec du PBS froid. Les

tubes ont été centrifugés a 200 g pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants ont été jetés
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et les cellules ont été lavées a nouveau dans du tampon de liaison pour Annexin V. Apres
une seconde centrifugation, 5 ul d’Annexin V-PE et 5 pul de 7-amino-actinomycine D (7-
AAD) par 1x10° cellules ont été ajoutés aux tubes. Les cellules ont été incubées pendant
15 minutes & TP a I’abri de la lumiére, puis elles ont été lavées dans du tampon de liaison
pour Annexin V contenant 4 ug/ml d’actinomycine D (Sigma-Aldrich) et centrifugées a
200 g pendant 10 minutes a 4°C. Les surnageants ont été enlevés et les cellules ont été
fixées avec de la paraformaldéhyde (PFA) 1% (Fisher) + 4 pg/ml d’actinomycine D
pendant 15 minutes & TP & I’abri de la lumiere. Aprés un lavage dans du tampon de
liaison pour Annexin V contenant 4 pg/ml d’actinomycine D, les cellules ont été
resuspendues dans du tampon de liaison pour Annexin V. Les échantillons ont ensuite été
analysés par cytométrie en flux (FACSCalibur, BD Biosciences) et les résultats analysés a

I’aide du logiciel CellQuest Pro.

7. ISOLEMENT DES CELLULES MONONUCLEEES DU SANG PERIPHERIQUE

Les PBMCs ont été isolées de donneurs volontaires de I'INRS — Institut Armand-
Frappier. Pour chaque donneur, entre 60 et 90 ml de sang ont été prélevés dans des tubes
héparinés (BD Falcon), puis le sang a été dilué (1 :2) avec du PBS. Par la suite, 25 ml de
la solution sanguine diluée ont été déposés délicatement sur 15 ml de Ficoll-Paque PLUS
(GE Healthcare, Milwaukee, WI, USA). Apreés centrifugation a 400 g, 30 minutes a 20°C
sans frein, le surnageant a délicatement été prélevé et jeté, puis les PBMCs (anneau a
interphase) ont été récoltées et transférées dans des tubes de 50 ml (Corning). Elles ont
été lavées avec du PBS (1 :1) et centrifugées a 300 g, 15 minutes a 20°C avec frein. Le
culot cellulaire a ensuite été resuspendu dans du PBS pour un second lavage et les
cellules ont été centrifugées a 250 g, 15 minutes & 20°C avec frein. Les cellules étaient
ensuite resuspendues dans le tampon ou le milieu de culture approprié selon I’expérience

effectuée et ont été comptées a I’hémacymetre.
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8. EVALUATION DE LA PRODUCTION DE CYTOKINES PAR LES CELLULES
MONONUCLEEES DU SANG PERIPHERIQUE INCUBEES AVEC LE VIRUS ET
STIMULEES VIA LES TLRS

Afin de déterminer I’impact du VHC sur la production de cytokines par les PBMCs
totales stimulées par différents ligands des TLRs, les PBMCs fraichement isolées et
resuspendues dans du milieu RPMI complet (10% SBF + strep/pen + 1 :100 L-glutamine)
ont été ensemencées dans des plateaux 24 puits (Corning) a une concentration de 2x10°
cellules par puits dans un volume final de 900 pl. Les cellules ont ensuite été incubées
pendant 3h avec 1 ml de surnageant infectieux JFHI1 (ou du surnageant de culture de
cellules Huh-7.5 non infectées correspondant au méme jour p.i.) 4 37°C, 5% CO.. Par la
suite, 100 ul par puits des différents ligands des TLRs ont été ajoutés (en duplicata). Les
ligands suivants ont été utilisés : I’acide lipotéichoique (LTA) (Sigma-Aldrich) pour le
TLR-2 4 une concentration finale de 5 ug/ml ; I’acide poly (inosinique : cytidylique (poly
(I:C)) (Sigma-Aldrich) pour le TLR-3 & une concentration finale de 20 pg/ml ; le
lipopolysaccharide (LPS) (Sigma-Aldrich) pour le TLR-4 & une concentration finale de 2
ug/ml et finalement, I’imidazoquinoline resiquimod (R-848) (Invivogen, San Diego, CA,
USA) pour les TLRs-7/8 & une concentration finale de 2 pg/ml. Aprés une incubation de
48h a 37°C, 5% CO:; les surnageants ont été centrifugés a 1500 rpm, pendant 5 min avant
d’étre congelés a -80°C jusqu’au dosage des cytokines (IL-10, TNF-a et IFN-y) par
ELISA.

9. ISOLEMENT DES MONOCYTES PAR AUTOMACS

Les PBMCs fraichement isolées et resuspendues dans du tampon pour AutoMACS (0.5%
(p/v) de BSA (Fisher, Fair Lawn, NJ, USA) et 2mM EDTA (USB Corporation,
Cleveland, OH, USA) dans du PBS) ont été centrifugées a 300 g, 10 minutes a 4°C. Les
monocytes ont été isolés avec le kit Monocyte Isolation Kit II (Miltenyi, Gergisch
Gladbach, Allemagne) qui permet I’isolement des monocytes a partir des PBMCs par
déplétion des cellules non monocytaires. Apres centrifugation, le surnageant a été
délicatement retiré et les cellules ont été resuspendues dans 30 pul de tampon pour

AutoMACS par 107 cellules. 10 ul de FcR Blocking Reagent et 10 pul du cocktail
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d’anticorps conjugués a la biotine (CD3, CD7, CDI16, CD19, CD56, CD123, and
CD235a) par 107 cellules ont été ajoutés et les cellules ont été incubées a 4°C pendant 10
minutes. Par la suite, 30 ul de tampon pour AutoMACS et 20 pl de billes magnétiques
anti-biotine par 10 cellules ont été ajoutés. Aprés une incubation de 15 minutes a 4°C, les
cellules ont été lavées dans 2 ml de tampon pour AutoMACS et centrifugées a 300 g, 10
minutes 4 4°C. Le surnageant a été délicatement enlevé et les cellules ont été
resuspendues dans 500 pl de tampon pour AutoMACS par 10® cellules. Les monocytes
ont ensuite été isolés par déplétion magnétique automatisée (AutoMACS, Miltenyi). La
fraction négative contenant les monocytes a été récoltée et lavée avec du milieu RPMI

complet et centrifugée a 300 g, 10 minutes a 4°C.

10. GENERATION DE CELLULES DENDRITIQUES A PARTIR DE MONOCYTES
(MoCDs)

Les monocytes fraichement isolés ont été resuspendus dans du milieu complet RPMI
contenant 5 ng/ml de GM-CSF (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) et 40 ng/ml
d’IL-4 (R&D Sytems) recombinants humains (milieu complet pour MoCDs) afin de
générer des cellules dendritiques. La concentration cellulaire a été déterminée et ajustée a
5x10° cellules/ml. Quatre ml/puits ont été déposés dans une plaque 6 puits (Corning). Les
cellules ont été cultivées pendant 6 jours et du milieu frais a été ajouté aux puits a tous les

2 jours.

11. MATURATION DES MOCDS INCUBEES AVEC LE VIRUS ET EVALUATION
DE L’EXPRESSION DES MARQUEURS DE MATURATION SUR LES MoCDs PAR
CYTOMETRIE EN FLUX

Au bout de 6 jours de culture, les MoCDs immatures (non adhérentes) ont été récoltées
des puits, lavées une fois avec du PBS et centrifugées 4 300 g, 10 minutes a 20°C. Le
culot a été resuspendu dans du milieu RPMI complet et la concentration cellulaire a été
évaluée. Les cellules ont été resuspendues 4 une concentration de 1x10° cellules/ml et 250

ul (2.5x10° cellules) ont été déposés dans une plaque 48 puits. 1 ml de surnageant
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infectieux JFH1 (ou de surnageant de culture de cellules Huh-7.5 non infectées
correspondant au méme jour p.i.) ont été ajoutés aux puits (en duplicata). Apres une
incubation de 3h a 37°C, 5% CO,, la maturation des MoCDs a été induite en ajoutant du
LPS 4 0.1 pg/ml final + CD40L recombinant humain (R&D Systems) a 400 ng/ml. La
production de cytokines aprés 24h de maturation (IL-12p70, IL-10 et TNF-a) a été
analysée en récoltant les surnageants de culture qui ont été centrifugés a 1500 rpm

pendant 5 min. Les surnageants ont été conservés a -80°C jusqu’au dosage des cytokines.

Aprés 24h de culture, les MoCDs ont été lavées avec du tampon pour la cytométrie (1%
BSA (p/v) + 0.1% d’azide de sodium (v/v) (USB Corporation) dans du PBS), puis
centrifugées a 1500 rpm, pendant 5 minutes a 4°C. Les surnageants ont été jetés et les
cellules resuspendues dans du tampon pour cytométrie. Afin d’évaluer la maturation des
MoCDs, les cellules ont été marquées avec les anticorps suivants : anti-CD80-FITC, anti-
HLA-DR-FITC, anti-CD83-PE, anti-CD86-PE et anti-CD11c-APC (eBioscience, San
Diego, CA, USA) ou leurs contrdles isotypiques respectifs. Aprés une incubation de 20
minutes a 4°C, les cellules ont été lavées 2 fois avec du tampon pour cytométrie avant
d’étre fixées avec de la PFA 1%. L’expression de marqueurs a la surface des MoCDs
(cellules CD11c") a été analysée par cytométrie en flux (FACSCalibur, BD Biosciences)

et les résultats analysés a I’aide du logiciel CellQuest Pro.

12. EVALUATION DE LA CAPACITE ALLOSTIMULATRICE DES MOCDS PAR
REACTION LYMPHOCYTAIRE MIXTE (MLR)

Pour la MLR, aprés 24 heures de maturation, les MoCDs ont été irradiées & 3000 rad,
lavées 2 fois avec du milieu RPMI complet, puis transférées dans des plaques 96 puits a
fond plat a différents ratios MoCDs : PBMCs allogéniques. Les PBMCs allogéniques
fraichement isolées ont été resuspendues a 2x10° cellules/ml dans du milien RPMI
complet et 100 ul/puits ont été ajoutés aux MoCDs. Les volumes ont été complétés a 200
ul/puits et les plateaux ont été incubés pendant 5 jours & 37°C, 5% CO,. Afin de
quantifier la prolifération des PBMCs allogéniques, 0.4 uCi/puits de " Thymidine (MP

Biomedicals, Santa Ana, CA, USA) ont été ajoutés. Aprés une incubation de 16 heures,
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I’ADN contenu dans les puits a été absorbé par Harvester (Tomtec, Hamden, CT, USA)
sur des membranes (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) et du liquide a scintillation
(PerkinElmer) a été ajouté aux membranes. La radioactivité a ensuite été mesurée par

compteur a scintillation (TRILUX 1450 Microbeta, PerkinElmer).

13. QUANTIFICATION DES CYTOKINES PAR ELISA

Afin de quantifier la production de cytokines par les différentes populations de cellules
immunitaires, les surnageants de culture (PBMCs ou MoCDs) ont été récoltés et
centrifugés a 1500 rpm, 5 minutes pour éliminer les cellules. Les surnageants ont ensuite
été transférés dans des eppendorfs propres et conservés a -80°C jusqu’au dosage des

cytokines par ELISA.

Les kits ELISA anti-IL-10, IL-12p70, TNF-a et IFN-y humains (eBiosciences) ont été
utilisés selon le protocole recommandé par le fournisseur. En bref, les anticorps de
capture dilués 1 :250 dans le tampon de capture ont été absorbés durant 16 heures a 4°C.
Les puits ont ensuite été lavés 5 fois au PBS-0.05% Tween20 (USB Corporation) et
bloqués pendant 1 heure 4 TP avec du diluant 1X. Aprés 5 autres lavages, 100 ul des
surnageants de culture dilués de fagon appropriée dans le diluant 1X ont été ajoutés aux
puits, de méme que 100 pl des dilutions en série (1:2) des standards. Aprés une
incubation de 2 heures a TP, les puits ont été lavés 5 fois et 100 pl des anticorps de
détection dilués 1 :250 dans le diluant 1X ont été ajoutés aux puits. L’incubation a duré 1
heure et les puits ont ensuite été lavés 5 fois. Par la suite, 100 ul/puits d’avidine-HRP ont
été ajoutés et les plaques ont été incubées a TP pendant 30 minutes. Aprés 7 lavages, 100
ul de substrat TMB ont été ajoutés aux puits pendant 30 minutes et 50 ul de 2N H,SO,
ont été ajoutés pour arréter la réaction. La densité optique a ét€é mesurée par
spectrophotométrie (Bio-Rad) & 570 nm (longueur d’onde de référence 490 nm). La
courbe standard a été faite et les concentrations de cytokines contenues dans les

surnageants de culture ont pu étre calculées.
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14. CO-CULTURES DE CELLULES HUH-7.5 ET MOCDS

Des cellules Huh-7.5 infectées, non infectées (a différents temps p.i.) ou non infectées
mais apoptotiques (induction de 1’apoptose par rayons ultra-violets (UVs) pendant 5
minutes) ont été mises en co-cultures avec des MoDCs immatures, a un ratio de 1 :1 dans
des plateaux 6 puits dans du milieu RPMI complet. 48h plus tard, I’expression des

marqueurs de maturation a été analysée par cytométrie en flux, tel que décrit au point 11.

15. ANALYSES STATISTIQUES

A I’aide du logiciel GraphPad Prism (San Diego, CA, USA), le test statistique One-Way
ANOVA a été utilisé sur les données obtenues afin d’évaluer si les différences observées
étaient statistiquement significatives. Une valeur p < 0.05 était considérée comme

statistiquement significative.
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1. INFECTION DES CELLULES HUH-7.5 PAR JFH1

1.1 QUANTIFICATION DE L’ARN VIRAL ET DETERMINATION DU TITRE
INFECTIEUX

La production du VHC en culture cellulaire par le systéme du clone infectieux JFH1 a été
réalisée afin d’utiliser le surnageant infectieux sur les cellules du systtme immunitaire et
ainsi pouvoir analyser ’effet du virus sur ces cellules. Telle que décrite au point 2 de la
section 2, la production du VHC en culture cellulaire a été effectuée en infectant des
cellules Huh-7.5 naives avec du surnageant infectieux (provenant de la transfection de
cellules Huh-7.5 avec le plasmide pJFH1). Afin de quantifier la production virale dans le
surnageant, I’ARN total a été extrait des surnageants a chaque passage des cellules et
quantifié par RT-PCR quantitatif. Par ailleurs, le titre infectieux a été déterminé par
immunofluorescence en utilisant un anticorps dirigé contre la protéine non-structurale

NS5A et un second anticorps Alexa Fluor 488.

A) Production virale B) Immunofluorescence
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Figure 5 : A) Quantification de PARN viral total a différents jours post-infection dans le surnageant
de culture de cellules Huh-7.5 infectées par JFH1. B) Immunofluorescence démontrant la présence de
foyers de cellules infectées lors de la détermination du titre infectieux des surnageants.

A) Des cellules Huh-7.5 naives ont été infectées avec du surnageant infectieux a une MOl de 0.01. L’ARN
total présent dans le surnageant de culture a été extrait par Trizol LS, rétrotranscrit en ADNc et quantifié
par RT-PCR quantitatif. B) Des cellules Huh-7.5 naives ont été infectées avec des dilutions en série des
surnageants infectieux. Le titre infectieux a été déterminé par immunofluorescence a 1’aide d’un anticorps
de lapin dirigé contre la protéine NS5A et d’un second anticorps anti-lapin Alexa Fluor 488.
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La figure 5A présente un exemple de production virale, mais il est a noter qu’elle était
variable d’une infection a une autre. Nous pouvons observer que la quantité d’ARN viral
total produite est importante. Dans ce cas-ci, nous observons une diminution de la
production vers le jour 21 p.i. mais les cellules demeurent infectées de fagon persistante et
la quantité d’ARN peut remonter par la suite (résultats non présentés). La figure 5B
démontre la formation de foyers infectieux chez les cellules Huh-7.5 naives infectées
avec du surnageant de production virale. En régle générale, le titre infectieux était plus
faible que la quantité d’ARN viral total déterminée par RT-PCR quantitatif, a raison

d’une particule virale infectieuse pour 1000 copies d’ARN viral (résultats non présentés).

1.2 VIABILITE CELLULAIRE DES CELLULES HUH-7.5 INFECTEES PAR JFH1

Afin d’évaluer ’effet du JFHI1 sur les cellules Huh-7.5, la viabilité cellulaire de ces
cellules a été analysée a différents jours p.i. par le test colorimétrique MTT. Le test a été
effectué sur des cellules infectées et la viabilité a été comparée a celle de cellules Huh-7.5

non infectées (Mock).
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Figure 6 : Viabilité des cellules Huh-7.5 infectées par JFH1 a différents temps post-infection.

Les cellules Huh-7.5 infectées ou non ont été mises en culture (en quadriplicata) pour la nuit a raison de
2.5x10* cellules par puits. Le lendemain, 10 pl de sel de tétrazolium MTT ont été ajoutés pendant 4 heures.
Le MTT est réduit en formazan par les cellules viables et métaboliquement actives via I’action des
déshydrogénases mitochondriales. Par la suite, 100 pul de tampon de solubilisation ont été ajoutés et aprés
une incubation de 16h, la formation de formazan a été mesurée par spectrophotométrie. (n = 3)

Nous pouvons constater a la figure 6 que I’infection des cellules Huh-7.5 par JFHI se
traduit par une baisse significative de la viabilité cellulaire comparativement aux cellules
non-infectées (Mock) dés le jour 6 p.i. De plus, la diminution de la viabilité persiste

jusqu’au jour 20.

1.3 QUANTIFICATION DE L’APOPTOSE INDUITE PAR JFH1

Afin de déterminer la cause de la baisse de viabilité cellulaire observée dans les cellules
infectées, nous avons analysé les niveaux d’apoptose dans ces cellules. Pour ce faire, nous
avons effectué deux tests différents en paralléle. Tout d’abord, I’apoptose a été évaluée
par ELISA (figure 7), qui permettait de mesurer la fragmentation de I’ADN entre les
nucléosomes, caractéristique de I’apoptose. Les cellules infectées ou non ont été cultivées
et lysées et le lysat a ensuite été incubé avec des anticorps anti-histone et anti-ADN

couplés a la peroxydase, permettant la détection de I’ADN fragmenté (nucléosomes).
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Figure 7 : Evaluation de I’apoptose induite par P’infection dans les cellules Huh-7.5 par ELISA.

Les cellules Huh-7.5 infectées ou non ont été cultivées pendant 16 heures 4 une concentration de 2.5x10°
cellules (en duplicata) dans des plateaux 48 puits. Les cellules ont ensuite été lysées et la présence de
nucléosomes dans le lysat a ét€ mesurée par ELISA en utilisant des anticorps dirigés contre les histones et
PADN.AY(n=3)B)(n=1)

L’apoptose a également été mesurée par un double marquage a I’Annexin V-PE et au 7-
AAD et les résultats ont été analysés par cytométrie en flux (figure 8). L’ Annexin V a une
forte affinité pour la phosphatidylsérine (PS) qui, lors de 1’apoptose, est transloquée du
feuillet interne de la membrane plasmique au feuillet externe (perte de 1’asymétrie
membranaire). Ainsi, chez les cellules apoptotiques, la PS est rapidement externalisée, ce
qui permet la liaison de I’Annexin V. Comme la PS peut également étre externalisée lors
de la nécrose, ’utilisation d’un second marqueur, le 7-AAD est nécessaire pour distinguer

les cellules mortes par apoptose de celles mortes par nécrose. Le 7-AAD se lie a I’ADN,
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mais ne peut pénétrer que dans les cellules qui ont perdu leur intégrité membranaire, ce
qui se produit dans la nécrose ou lors des stades tardifs de I’apoptose. Les cellules
négatives pour les deux marqueurs sont donc viables, tandis que les cellules Annexin v'/
7-AAD’ sont en apoptose. Quant aux cellules Annexin V™ / 7-AAD', elles sont en nécrose
et finalement, les cellules positives pour les deux marqueurs sont soit en nécrose, soit a un

stade tardif de ’apoptose.
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Figure 8 : Evaluation de ’apoptose induite par I’infection dans les cellules Huh-7.5 par cytométrie en
flux.

A différents temps post-infection, les cellules Huh-7.5 infectées ou non ont été marquées (en duplicata) a
I’Annexin V-PE et au 7-AAD, fixées puis analysées par cytométrie en flux. A) Résultats de cytométrie en
flux de cellules Huh-7.5 au jour 10 post-infection. B) Pourcentage de cellules apoptotiques (Annexin \ANNE
AAD) a différents temps post-infection. (# = 3)
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Les figures 7 et 8 démontrent que la baisse significative de la viabilité dans les cellules
Huh-7.5 infectées par JFH1 observée a la figure 6 est due a I’induction de I’apoptose dans
ces cellules. Tout d’abord, a la figure 7 nous pouvons observer que I’infection cause une
augmentation significative de ’apoptose, qui était mesurée dans ce cas-ci par ELISA,
permettant la détection de la fragmentation de I’ADN. L’apoptose induite apparait dés le
jour 3 p.i. chez les cellules infectées et elle demeure significativement plus élevée que

dans les cellules non infectées jusqu’au jour 11 p.i environ.

Les résultats ont été confirmés par cytométrie en flux (figure 8). En effet, le pourcentage
de cellules Annexin V' / 7-AAD" (cellules apoptotiques) est significativement plus élevé
dans les cellules infectées par JFH1 que dans les cellules non infectées. Encore une fois,
’apoptose apparait rapidement dans les cellules infectées, dés le jour 3 p.i. et demeure
plus importante que dans les cellules non-infectées jusqu’au jour 10 p.i. Les résultats de
cytométrie en flux nous permettent également d’affirmer que la baisse de la viabilité chez
les cellules infectées semble étre uniquement due a I’apoptose et non a la nécrose,
puisque le pourcentage de cellules 7-AAD" n’est pas supérieur chez les cellules infectées

(figure 8A et résultats non présentés).

2. PRODUCTION DE CYTOKINES PAR LES CELLULES MONONUCLEEES DU
SANG PERIPHERIQUE INCUBEES AVEC JFH1 ET STIMULEES PAR LES
LIGANDS DES TLRS

Une fois I’infection de cellules Huh-7.5 par JFH1 mieux caractérisée, nous avons utilisé
les surnageants de culture, infectieux ou non, afin de déterminer 1’effet du virus sur les

fonctions des cellules du systéme immunitaire.

Puisqu’il a été démontré que le VHC pouvait interférer avec la signalisation des TLRs
(voir section 1 point 5.2.1), nous avons tout d’abord voulu vérifier si la présence du virus
pouvait altérer la production de cytokines par les PBMCs totales fraichement isolées et
stimulées par différents ligands des TLRs. A 1’exception du TLR-9, tous les TLRs

impliqués dans la reconnaissance de virus ont été analysés (TLRs-2, 3, 4 et 7/8). La
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production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y et TNF-a) et anti-inflammatoire (IL-
10) par les PBMCs incubées avec le virus avant d’étre stimulées par les ligands des TLRs

a été quantifiée par ELISA.

Par contre, comme nous avions préalablement démontré que D’infection induisait
’apoptose dans les cellules Huh-7.5 dans les premiers jours de I’infection (jusqu’au jour
11 p.i. environ), nous avons voulu vérifier si I’apoptose et/ou le virus pouvaient avoir un
effet sur la production de cytokines par les PBMCs totales. Nous avons donc utilisé des
surnageants qui avaient des titres viraux similaires, mais provenant de cellules qui étaient

encore en apoptose (jour 8 p.i.) ou de cellules qui n’étaient plus en apoptose (jour 17 p.i.).
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Figure 9 : Production de cytokines par les PBMCs totales fraichement isolées de donneurs sains et
incubées avec le virus (ou du surnageant contréle de cellules Huh-7.5 non infectées) puis stimulées
par des ligands des TLRs pendant 48h. A) Production d’IFN-y. B) Production de TNF-a. C)
Production d’IL-10.

Les PBMCs totales fraichement isolées d’un donneur sain ont été incubées pendant 3 heures avec du
surnageant de culture de cellules Huh-7.5 infectées par JFH1 ou non infectées (Mock) correspondant aux
jours 8 et 17 post-infection (en duplicata). Par la suite, les PBMCs étaient stimulées avec les ligands des
TLRs: LTA a 5 pg/ml (TLR-2), poly (1:C) a 20 pg/ml (TLR-3), LPS 4 2 pg/ml (TLR-4) et le R848 4 2
ug/ml (TLR-7/8). 48 heures plus tard, les surnageants de culture des PBMCs ont été récoltés, centrifugés et
conservés a -80°C jusqu’au dosage des cytokines par ELISA (I donneur représentatif de 4 donneurs
différents).

Tout d’abord, il importe de mentionner qu’en absence de toute stimulation par les TLRs,
nous n’avons pu détecter de production de cytokines par les PBMCs incubées avec du
surnageant infectieux ou non (résultats non présentés). Ensuite, nous pouvons constater

que de fagon générale, la présence du virus seul (surnageant JFH1 du jour 17 p.i.) ne
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semble pas inhiber ou augmenter la production de cytokines induite par la stimulation des
TLRs chez les PBMCs. La seule différence significative observée est celle de la
diminution de la production de TNF-a (figure 9B) lorsque les PBMCs ont été incubées
avec du surnageant infectieux du jour 17 p.i. et stimulées par le ligand du TLR-4. Dans ce

cas-ci, par contre, cette diminution n’a pas été observée chez les autres donneurs.

Par ailleurs, en présence de surnageant infectieux provenant de cellules apoptotiques
(surnageant JFH1 du J8 p.i), on peut observer une augmentation significative de la
production des différentes cytokines testées, et ce, pour la plupart des ligands des TLRs

comparativement au surnageant non infectieux et non apoptotique (Mock).

3. EFFET DE JFH1 SUR LES CELLULES DENDRITIQUES GENEREES A PARTIR
DE MONOCYTES

Puisque la littérature démontre des résultats contradictoires sur 1’état des CDs isolées de
patients infectés de fagon chronique, nous désirions déterminer si le virus avait un effet
sur la maturation et les fonctions de ces cellules, mais cette fois-ci dans un contexte qui
mime I’infection aigué, puisque c’est & ce moment de 1’infection que 1’établissement de la

réponse immunitaire cellulaire est nécessaire pour éliminer le virus.

Nous avons donc généré des CDs a partir de monocytes isolés de donneurs sains et avons
incubé les MoCDs avec du surnageant infectieux ou non. Une fois de plus, nous avons
utilisé du surnageant de différents temps p.i. afin de vérifier si I’apoptose induite par
Pinfection du VHC dans les cellules Huh-7.5 pouvait également avoir un effet sur les

MoCDs.

3.1 EXPRESSION DES MARQUEURS DE MATURATION

Dans un premier temps, nous avons voulu vérifier si la maturation des MoCDs était
inhibée en présence du virus. Les MoCDs ont donc été incubées avec du surnageant
provenant de cellules Huh-7.5 non infectées ou infectées (provenant de cellules

apoptotiques ou non), puis un cocktail de maturation, composé de LPS et de CD40L a été
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ajouté. Le lendemain, les MoCDs ont été récoltées et 1’expression des marqueurs de
maturation (CD80, CD86, HLA-DR et CD83) a été analysée par cytométrie en flux.
L’expression des différents marqueurs a été comparée a celle observée sur des MoCDs

immatures afin d’évaluer la maturation des MoCDs.

Surnageant du J11 post-infection

CD86 CD80 HLA-DR _ CD83

7685

MoCDs immatures

MoCDs matures

Mock

JFHI1

(JFH1 : 3.7x10° copies/ml)

Figure 10 : Expression des marqueurs de maturation sur les MoCDs incubées ou non avec du
surnageant du jour 11 post-infection de cellules Huh-7.5 non-infectées (Mock) ou infectées (JFH1).

Les MoCDs ont été générées a partir de monocytes isolés de donneurs sains, puis incubées en présence de
surnageant infectieux ou non infectieux du jour 11 p.i. pendant 3 heures (en duplicata). La maturation a
ensuite été induite par I’ajout de LPS a 0.1 pg/ml et de CD40L a 400 ng/ml. 24 heures plus tard, les cellules
ont été marquées avec les anticorps anti-CD11c-APC, anti-CD86-PE, anti-CD80-FITC, anti-HLA-DR-
FITC et anti-CD83-PE ou leurs contrdles isotypiques respectifs (courbes pleines en gris). L expression des
marqueurs de maturation, sur la population CD11c¢” (cellules dendritiques) a été analysée par cytométrie en
flux. Des MoCDs qui n’ont pas eu de cocktail de maturation (MoCDs immatures) ont été utilisées a titre de
contréle négatif. Des MoCDs ayant regu le cocktail de maturation mais n’ayant pas été incubées
préalablement avec du surnageant de culture de cellules Huh-7.5 (MoCDs matures), ont été utilisées comme
contrdle positif. L’intensité moyenne de fluorescence (MF]I) est indiquée pour chaque marqueur (! donneur
représentatif de 4 donneurs).
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Figure 11 : Expression des marqueurs de maturation sur les MoCDs incubées avec du surnageant du
jour 25 post-infection de cellules Huh-7.5 non-infectées (Mock) ou infectées (JFH1).

Les MoCDs ont été générées a partir de monocytes isolés de donneurs sains, puis incubées en présence de
surnageant infectieux ou non infectieux du jour 25 p.i. pendant 3 heures (en duplicata). La maturation a
ensuite été induite par I’ajout de LPS 4 0.1 pg/ml et de CD40L a 400 ng/ml. 24 heures plus tard, les cellules
ont été marquées avec les anticorps anti-CDI1c-APC, anti-CD86-PE, anti-CD80-FITC, anti-HLA-DR-
FITC et anti-CD83-PE ou leurs contrdles isotypiques respectifs (courbes pleines en gris). L’expression des
marqueurs de maturation, sur la population CDI 1c’ (cellules dendritiques), a été analysée par cytométrie en
flux. Des MoCDs qui n’ont pas eu de cocktail de maturation (MoCDs immatures) ont été utilisées a titre de
controle négatif. Des MoCDs ayant regu le cocktail de maturation mais n’ayant pas été incubées
préalablement avec du surnageant de culture de cellules Huh-7.5 (MoCDs matures), ont été utilisées comme
contréle positif. L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) est indiquée pour chaque marqueur (/ donneur
représentatif de 3 donneurs).

En premier lieu, nous pouvons voir que le cocktail de maturation utilisé induisait bel et
bien la maturation des MoCDs puisqu’il y a une augmentation de 1’expression des
marqueurs de maturation sur les MoCDs matures comparativement aux MoCDs
immatures (figures 10 et 11). Par ailleurs, la présence du virus ne semble pas inhiber la

maturation des MoCDs puisque les MF] d’expression des marqueurs de maturation sont
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similaires entre les MoCDs matures, les MoCDs incubées avec du surnageant non
infectieux et les MoCDs incubées en présence de JFH1 (figures 10 et 11). De plus, la
présence de surnageant provenant de cellules infectées apoptotiques (JFH1 du J11 p.i voir
la figure 7B) ne modifie pas non plus I’expression des marqueurs de maturation (figure

10).

3.2 EVALUATION DE LA FONCTION ALLOSTIMULATRICE DES MOCDS PAR
REACTION LYMPHOCYTAIRE MIXTE (MLR)

Nous avons également analysé la fonction allostimulatrice (capacité de stimuler des
PBMC:s allogéniques) des MoCDs mises en présence du virus puisque des études ont
démontré que cette fonction pouvait étre altérée chez des patients infectés de fagon
chronique. Nous avons donc voulu vérifier si c’était également le cas dans notre systéme

mimant I’infection aigué.

Des MoCDs ont donc été incubées avec le virus ou du surnageant non infectieux et un
cocktail de maturation a été ajouté. Les MoCDs ont ensuite été mises en culture a
différents ratios avec des PBMCs allogéniques fraichement isolées pendant 5 jours et la

prolifération des PBMCs a été mesurée.
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A) Surnageant J11 post-infection B) Surnageant J25 post-infection
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Figure 12 : Réaction lymphocytaire mixte (MLR) de MoCDs préalablement incubées avec JFHI1 ou
du surnageant non infectieux.

Les MoCDs ont été générées a partir de monocytes provenant de donneurs sains, puis elles ont été incubées
pendant 3 heures avec du virus (JFH1) ou du surnageant non infectieux (Mock). L’ajout de LPS a 0.1 pg/ml
et de CD40L a 400 ng/ml a induit la maturation de MoCDs. 24 heures plus tard, les MoCDs ont été
irradiées et mises en culture avec des PBMCs allogéniques (en quadriplicata) a différents ratios. La MLR
s’est poursuivie pendant 5 jours avant 1’ajout de 0.4 pCi/puits de A Thymidine pendant les 18 derniéres
heures et 1’incorporation de M Thymidine par les PBMCs allogéniques a été mesurée. La capacité
allostimulatrice a été comparée a celle de MoCDs immatures et matures n’ayant pas été incubées avec du
surnageant de culture de cellules Huh-7.5. A) MoCDs incubées avec du surnageant du JI1 p.i. a 3.7x10°
copies/ml. (n = 3) B) MoCDs incubées avec du surnageant du J25 p.i. & 9.1x10° copies/ml. (n = 3)

La figure 12 démontre que la présence du virus ne semble pas diminuer la capacité des
MoCDs a stimuler les PBMCs allogéniques puisque celle-ci est comparable a celle de
MoCDs matures (incubées avec du milieu RPMI complet) et a celle des MoCDs incubées
avec du surnageant de cellules Huh-7.5 non infectées (Mock). De plus, la prolifération
des PBMCs mises en culture avec des MoCDs incubées avec le virus est supérieure a
celle des PBMCs dont la prolifération a été induite par des MoCDs immatures, ce qui
confirme que le virus ne semble pas altérer la capacité allostimulatrice des MoCDs
matures. Par ailleurs, cette capacité allostimulatrice n’est ni inhibée, ni augmentée par
I’apoptose induite par I’infection dans les cellules Huh-7.5 (figure 12A, surnageant JFHI1
dulJil p.i.).
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3.3 PRODUCTION DE CYTOKINES PAR LES MOCDs

Puisque dans nos expériences, nous n’avions observé aucune différence dans la
maturation et la capacité allostimulatrice des MoCDs incubées en présence du VHC, nous
avons €galement quantifié la production de cytokines par ces cellules puisque tel que
mentionné précédemment, elle est importante dans la polarisation de la réponse T. De
plus, certaines équipes ont démontré une diminution de la production de cytokines par les

CDs isolées de patients infectés chroniquement.

Des MoCDs ont encore une fois été mises en présence de surnageant non infectieux
(Mock) ou infectieux (JFH1) et la maturation des MoCDs a ensuite été induite. Le
lendemain, les surnageants de culture ont €té récoltés pour le dosage de cytokines. Nous
avons quantifié I’'IL-12p70 et le TNF-a puisque leur production semble étre diminuée
chez certains patients (voir point 5.2.2 de la section 1), de méme que I’IL-10, une
cytokine anti-inflammatoire impliquée dans certaines infections virales persistantes

(Ejmaes et al. 2006).
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Figure 13 : Production d’IL-12p70, d’IL-10 et de TNF-a par les MoCDs matures incubées avec JFH1
ou du surnageant non infectieux.

Les MoCDs incubées pendant 3 heures avec du surnageant infectieux (JFH1) ou non infectieux (Mock) ont
ensuite été maturées par I'ajout de LPS a 0.1 pg/ml et de CD40L a 400 ng/ml. 24 heures plus tard, les
surnageants de culture ont été récoltés, centrifugés et la quantité de cytokines a été déterminée par ELISA.
A) Surnageant du J11 p.i. 4 3.7x10° copies/ml. (n = 4) B) Surnageant du J25 p.i. & 9.1x10° copies/ml ( n =
3).

Les résultats obtenus dans la production de cytokines par les MoCDs incubées ou non
avec le virus contrastent avec ceux obtenus lors de I’expérience de production de
cytokines par les PBMCs totaux (figure 9). Cette fois-ci, la présence du virus semble
augmenter la production de cytokines par les MoCDs (J25 p.i. figure 13B) et cet effet est
perdu lorsque le surnageant infectieux provient de cellules Huh-7.5 qui étaient en

apoptose (J11 p.i. figure 13A).

4. CO-CULTURES DE CELLULES HUH-7.5 ET MOCDS — EXPRESSION DES
MARQUEURS DE MATURATION

Dans le but de vérifier si la présence des différents types de cellules Huh-7.5 (infectées ou

non et apoptotiques ou non) pouvait induire ’expression de marqueurs de maturation
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chez les MoCDs, nous avons mis en co-cultures des MoCDs et des cellules Huh-7.5
infectées (apoptotiques ou non), non infectées et non apoptotiques (Mock) ou non
infectées, mais apoptotiques. Cette co-culture in vitro est un systéme qui peut représenter
ce qui se passe au niveau du foie, 1a ou les cellules hépatiques infectées sont en contact

étroit avec différentes cellules du systéme immunitaire, telles que les CDs.

Jour 6 post-infection
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Figure 14 : A) Détermination par cytométrie en flux du pourcentage de cellules Huh-7.5 apoptotiques
qui ont été mises en co-cultures avec les MoCDs. B) Expression des marqueurs de maturation sur les
MoCDs mises en co-cultures avec les cellules Huh-7.5 du jour 6 post-infection.

A) Au jour 6 post-infection, les cellules Huh-7.5 non infectées (Mock), infectées (JFH1) ou non infectées,
mais apoptotiques (induction de I’apoptose par les UVs pendant 5 minutes) ont ét¢ marquées a I’ Annexin
V-PE et au 7-AAD et le pourcentage de cellules apoptotiques (Annexin V' / 7-AAD" ) a été déterminé par
cytométrie en flux. B) Des MoCDs ont été mises en co-cultures a un ratio 1: 1 (en duplicata) avec les
cellules Huh-7.5 du jour 6 post-infection dont le taux d’apoptose a été déterminé en a) et 48 heures plus
tard, I’expression de CD80, CD83 et CD86 sur les MoCDs (cellules CD11c") a été analysée par cytométrie
en flux. (n = 2)
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La figure 14 démontre que la présence de cellules Huh-7.5 apoptotiques dans les co-
cultures induit une certaine augmentation de I’expression des marqueurs de maturation
sur les MoCDs (cellules infectées par JFHI et Huh-7.5 non-infectées apoptotiques)
comparativement aux co-cultures réalisées en présence de cellules Huh-7.5 non infectées
et non apoptotiques (Mock). Afin de confirmer que I’effet observé est uniquement diala
présence de cellules apoptotiques plutdt qu’a la présence du virus, nous avons répété la

méme expérience cette fois-ci avec des cellules du jour 23 p.i.

Jour 23 post-infection

A) Mock JFH1 Huh-7.5 apoptotiques
T
4 At ] 'I
Q a ] a. — '
2 2 3
©~~ ™~ 5, r~ : :
_ 4.25% BT 30.42%
100 0! 0% o8 1ot A R T T
Anncxin-V Annexin-
B)

167
147
129
(Ll
“1
‘,l
4
24
0=

MF1
MFE]

[

*%%p<(,001

Figure 15 : A) Détermination par cytométrie en flux du pourcentage de cellules Huh-7.5 apoptotiques
qui ont été mises en co-cultures avec les MoCDs. B) Expression des marqueurs de maturation sur les
MoCDs mises en co-cultures avec les cellules Huh-7.5 du jour 23 pest-infection.

A) Au jour 23 post-infection les cellules Huh-7.5 non infectées (Mock), infectées (JFH1) ou non infectées,
mais apoptotiques (induction de ’apoptose par les UVs pendant 5 minutes) ont été marquées a 1’ Annexin
V-PE et au 7-AAD et le pourcentage de cellules apoptotiques (Annexin V' /7-AAD ) a été déterminé par
cytométrie en flux. B) Des MoCDs ont été mises en co-cultures (ratio 1 : 1) avec les cellules Huh-7.5 du
jour 23 post-infection dont le taux d’apoptose a été déterminé en a) et 48 heures plus tard, I’expression de
CD80, CD83 et CD86 sur les MoCDs (cellules CD1 1c’) a été analysée par cytométrie en flux. (n = 2)
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La figure 15 confirme que ’augmentation de I’expression des marqueurs de maturation
observée a la surface des MoCDs (figure 14) est bien due a la présence de cellules
apoptotiques. En effet, au jour 23 p.i. les cellules Huh-7.5 infectées ne sont plus en
apoptose (taux similaire a celui des cellules non-infectées : figure 15A). Ainsi, seules les
MoCDs qui ont €té en co-cultures avec les cellules Huh-7.5 non-infectées, mais
apoptotiques présentent une augmentation significative de I’expression des marqueurs

comparativement aux co-cultures avec des cellules Huh-7.5 non infectées ou infectées.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

61



Pendant de nombreuses années, aucun systéme de production de virus infectieux en
culture cellulaire n’existait pour le VHC. Le développement, en 2005, du clone infectieux
JFH1 a permis, entre autres, de mieux caractériser le cycle de réplication du VHC. Chez
les patients infectés de fagon chronique, certaines études ont démontré que le virus
pouvait avoir un effet sur les cellules du systéme immunitaire. Le but de notre recherche
était d’évaluer I’effet du VHC sur les cellules du systéme immunitaire dans un contexte
mimant |’infection aigu€ puisque c’est & ce moment que la réponse immunitaire cellulaire
nécessaire a I’élimination du virus se développe. 11 est donc possible que le virus interfére
avec les cellules du systéme immunitaire afin d’empécher 1’élaboration de la réponse
cellulaire. Nous avons utilisé le systtme JFH1 afin de produire du surnageant infectieux
en culture cellulaire et ainsi pouvoir I’utiliser sur différentes populations de cellules du

systéme immunitaire.

Puisqu’il a été démontré que le VHC pouvait interférer avec la reconnaissance du virus
par les TLRs, nous avons dans un premier temps analysé la production de cytokines par
les PBMCs mises en présence du virus et stimulés par différents TLRs. Ensuite, puisque
les CDs sont les CPAs les plus efficaces et qu’elles sont capables de stimuler les LyT
naifs contre différents pathogénes, nous avons également analysé I’impact du VHC sur
ces cellules. Finalement, par un systéme de co-cultures de MoCDs avec des hépatocytes
infectés qui représente de maniere plus réaliste ce qui peut se passer au niveau du foie de
patients infectés, nous avons analysé l’effet du contact cellulaire entre ces deux

populations de cellules sur les MoCDs.

1. INFECTION DES CELLULES HUH-7.5 PAR JFH1

1.1 QUANTIFICATION DE L’ARN VIRAL ET DETERMINATION DU TITRE
INFECTIEUX DANS LES SURNAGEANTS DE CULTURE

Lors de la production du virus en culture cellulaire, nous avons analysé par RT-PCR
quantitatif la quantité d’ARN viral présent dans les surnageants (figure 5A) et déterminé
le titre infectieux par dénombrement des foyers infectieux par immunofluorescence

(figure 5B). A la figure 5A, nous pouvons voir que la quantité d’ARN viral dans les
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surnageants est importante et ce, dés les premiers jours suivant I’infection et elle semble
demeurer relativement constante. Cependant, nous avons observé une différence
importante entre la quantité d’ARN viral et le titre infectieux (1000 copies d’ARN pour 1
particule infectieuse). Les résultats obtenus concordent avec ceux présentés dans la
littérature (Wakita et al. 2005) et suggérent que la production de particules infectieuses
dans le systtme JFH1 génére plusieurs particules virales défectueuses. L’utilisation de
certaines chiméres de JFHI peut permettre d’obtenir de meilleures productions de
particules infectieuses en culture cellulaire, particuliérement la chimére J6/JFH1 qui
contient les génes des protéines Core & NS2 (voir figure 2) du clone infectieux J6CF
(génotype 2a) et les génes codant pour les protéines NS3 a NS5 de JFH1 (Pietschmann et
al. 2006; Lindenbach et al. 2005). L’utilisation de cette chimére pourrait donc augmenter
le titre infectieux des surnageants utilisés lors de nos études avec les cellules du systéme

Immunitaire.

1.2 L’INFECTION PAR JFH1 INDUIT L’APOPTOSE DANS LES CELLULES HUH-
7.5

Lors de la production du VHC en culture cellulaire, nous observions, lors des passages
cellulaires, une diminution dans le nombre de cellules infectées comparativement aux
cellules Huh-7.5 non infectées. La viabilité des cellules infectées a donc été analysée et
comparée a celle des cellules non infectées aux différents temps p.i. dans le but de
déterminer si I'infection par JFHI a un effet sur la viabilité des cellules Huh-7.5. La
figure 6 démontre que la viabilité des cellules Huh-7.5 infectées est significativement

inférieure a celle des cellules non infectées dés le jour 6 p.i. et ce, jusqu’au jour 20 p.i.

Afin d’identifier le(s) mécanisme(s) responsable(s) de la baisse de viabilité observée dans
les cellules Huh-7.5 infectées par JFH1, nous avons comparé les niveaux d’apoptose dans
ces cellules & ceux de cellules Huh-7.5 non infectées par ELISA (mesure de la
fragmentation de I’ADN) et par cytométrie en flux. Les figures 7 et 8 démontrent que
I’infection par JFH1 induit ’apoptose dans les cellules Huh-7.5 et ce, de maniére
statistiquement significative du jour 3 au jour 11 p.i. environ, puis par la suite les niveaux

d’apoptose sont comparables entre les cellules infectées et non infectées. Par ailleurs, la
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figure 8A démontre que la baisse de viabilité observée durant les premiers jours p.i. dans
les cellules Huh-7.5 infectées semble étre due a I’apoptose plutdt qu’a la nécrose puisque
les pourcentages de cellules nécrotiques (7-AAD™) sont similaires entre les cellules

infectées ou non (figure 8A et résultats non présentés).

Chez les patients infectés de fagon chronique, des études ont démontré que 1’apoptose
était induite dans les hépatocytes (Bantel et al. 2001; Calabrese et al. 2000). Par contre, il
n’est pas clair si I’apoptose observée est due a I’action du virus et/ou & la réponse
immunitaire. Par ailleurs, les résultats d’études utilisant I’expression des protéines virales
recombinantes du VHC dans des cellules hépatiques ont donné des résultats
contradictoires quant aux propriétés pro- ou anti-apoptotiques des protéines virales. En
effet, selon certaines de ces études, les protéines virales Core, E1, E2, NS3, NS4A, NS5A
et NS5B induiraient 1’apoptose, tandis que d’autres analyses démontrent que Core, E2,
NS2, NS3 et NS5A seraient anti-apoptotiques (pour une revue de littérature compléte voir
(Fischer, Baumert, and Blum 2007)). Récemment, par I’utilisation du systtme JFH1 (Lan
et al. 2008; Mateu et al. 2008; Sekine-Osajima et al. 2008) ou de la chimére J6/JFH1
décrite plus t6t (Deng et al. 2008; Mateu et al. 2008; Walters et al. 2009) des équipes ont
pu démontrer que le virus entier induisait I’apoptose dans les cellules Huh-7.5 et ont
analysé les mécanismes responsables de I’induction de I’apoptose. Nos résultats,
démontrant que I’infection par JFH1 affecte la viabilité cellulaire en induisant 1’apoptose
dans les cellules Huh-7.5 concordent donc avec ces études. Bien qu’ils n’excluent pas la
possibilité que I’apoptose observée dans le foie de patients infectés soit également due &
la réponse immunitaire, nos résultats suggerent que 1’apoptose est due, du moins en

partie, a la réplication du virus.

Selon nos résultats, I’apoptose induite par I’infection semble toutefois transitoire puisqu’a
partir du jour 11 p.i. environ nous n’avons plus détecté d’apoptose ni par ELISA, ni par
cytométrie en flux (figures 7 et 8). Parmi les études décrites ci-haut démontrant qu’il y
avait apoptose lors de I’infection par JFHI1 (ou J6/JFH1), d’autres équipes ont également
démontré que I’apoptose induite est transitoire lors de I’infection par JFHI1 et qu’elle

persiste un peu plus longtemps dans le cas de I’infection par la chimére J6/JFH1 (Mateu
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et al. 2008; Sekine-Osajima et al. 2008). Les autres équipes n’ont pas poursuivi I’analyse
de I’apoptose au-dela de 72 heures p.i. Il est possible qu’il y ait adaptation du virus et/ou
des cellules Huh-7.5 afin d’arréter 1’apoptose. Une analyse du génome viral par
séquengage pourrait permettre de déterminer si des mutations au niveau du génome viral
sont responsables de l’arrét de I’apoptose. De plus, bien qu’il y ait apoptose, nous
pouvons observer que la majorité des cellules infectées ne sont pas apoptotiques. En effet,
selon nos résultats de cytométrie en flux (figure 8B) entre 5 et 20% seulement des cellules
entrent en apoptose, alors que prés de 70-75% des cellules sont infectées (résultats non
présentés). Ce phénomene a également été observé par 1’équipe de Deng avec le clone
infectieux JFH1 (Deng et al. 2008), de méme que chez les patients infectés ou il a été
observé qu’entre 0.54% et 20% des hépatocytes étaient en apoptose (Calabrese et al.
2000; Bantel et al. 2001), alors qu’il est évalué que dans le foie, entre 10 et 50% des
hépatocytes peuvent étre infectés par le virus (Agnello et al. 1998; Pardo et al. 2007,
Vona et al. 2004). Il semblerait donc que I’induction de I’apoptose dans les hépatocytes
ne soit pas généralisé€e. Par ailleurs, dans la présente étude, nous n’avons pas déterminé si
seules les cellules infectées étaient en apoptose. Des expériences complémentaires
pourraient nous permettre de déterminer si l’infection par JFHI cause uniquement
I’apoptose dans les cellules infectées ou si les cellules non infectées avoisinantes entrent
également en apoptose. A I’aide d’anticorps dirigés contre la PS et la protéine virale
NSSA, nous pourrions effectuer un double marquage et ainsi vérifier, par cytométrie en

flux ou par microscopie confocale, quelles cellules sont apoptotiques.

Par ailleurs, lors de la production de VHC en culture cellulaire avec le systéme JFHI,
bien que I’apoptose ne soit plus détectable dans les derniers jours de I’infection, nous
avons tout de méme observé une baisse significative de la viabilité cellulaire dans les
cellules infectées comparativement aux cellules non infectées jusqu’au jour 20 p.i. (figure
6). L’équipe de Walters a démontré que l’infection par J6/JFH1 perturbait le cycle
cellulaire et qu’il y avait moins de cellules en phase S du cycle cellulaire chez les cellules
infectées comparativement aux cellules non infectées et qu’il y avait donc un délai dans la
progression du cycle cellulaire chez les cellules infectées (Walters et al. 2009). 11 est

possible que les résultats que nous avons obtenus avec le test MTT du jour 10 au jour 20
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p.i. soient diis & ce phénoméne (figure 6), puisque le test est basé sur la réduction du sel
MTT en formazan par les cellules viables et métaboliquement actives. Ainsi, il est
possible que les cellules infectées soient toujours viables a ces jours p.i,, ce qui
concorderait avec nos résultats sur I’apoptose (figures 7 et 8), mais que leur division
cellulaire soit perturbée. Par ailleurs, nos résultats concordent avec ceux obtenus par
d’autres équipes qui ont observé des effets cytopathiques dans les cellules infectées par

JFH1 jusqu’au jour 14 p.i. environ (Zhong et al. 2006).

2. L’APOPTOSE INDUITE DANS LES CELLULES HUH-7.5 LORS DE
L’INFECTION PAR JFH1 AUGMENTE LA PRODUCTION DE CYTOKINES PAR
LES PBMCS STIMULEES PAR LES LIGANDS DES TLRS

Tel que mentionné précedemment, il a été démontré que certaines protéines du VHC
peuvent interférer a de nombreux niveaux de la réponse immunitaire innée, notamment en
bloquant certaines voies des TLRs (voir la revue de littérature, section 5.2.1). Dans le but
de vérifier si tel est le cas dans notre systéme mimant I’infection aigué, nous avons donc
utilisé le surnageant de culture de cellules Huh-7.5 infectées par JFH1 comme source de
virus et avons mis des PBMCs fraichement isolées de donneurs sains en culture avec ces
surnageants avant de les stimuler par différents ligands des TLRs impliqués dans la
reconnaissance des virus. La production de différentes cytokines par les PBMCs a ensuite
été analysée par ELISA afin de vérifier si la présence du virus pouvait inhiber ou stimuler
la production de cytokines. Par ailleurs, nous avons comparé l’effet de surnageant

infectieux provenant de cellules Huh-7.5 apoptotiques (J8 p.i.) et non apoptotiques (J17

p.i.).

Tout d’abord, en présence de surnageant infectieux, mais en absence de stimulation par
les ligands des TLRs, aucune production de cytokines par les PBMCs n’a été observée
(résultats non présentés). Cela suggére que la présence du virus seul n’est pas suffisante
pour induire la production de cytokines par les PBMCs. Ces résultats concordent avec des
études effectuées par d’autres équipes, qui ont démontré qu’en présence de JFH1, mais en

absence de toute stimulation par les TLRs, il n’y avait pas de production d’IFN-a, de
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TNF-a, d’IL-10 ou d’IL-12 par les PBMCs (Zhang et al. 2009; Shiina and Rehermann
2008).

La figure 9 démontre que de fagon générale, I’apoptose induite durant les premiers jours
p.i. dans les cellules Huh-7.5 augmente la production d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-10 par
les PBMCs stimulées par les ligands des TLRs 2,3,4 et 7/8. En effet, lorsque nous avons
utilisé du surnageant infectieux du jour 8 p.i. (provenant de cellules en apoptose), il y a
une augmentation des cytokines produites comparativement au surnageant contréle Mock
provenant de cellules non apoptotiques et non infectées du méme jour p.i. L’effet observé
semble uniquement dii & I’apoptose puisque lorsqu’un surnageant infectieux ayant un titre
viral similaire a celut du jour 8 p.i., mais ne provenant pas de cellules en apoptose est
utilisé (surnageant du jour 17 p.i.), ’augmentation de la production de cytokines n’est
plus observée. Il semble donc que le virus seul (sans apoptose) n’augmente pas la
sécrétion de cytokines testées par les PBMCs, mais n’inhibe pas non plus cette production
puisque les concentrations de cytokines observées sont relativement similaires entre le
surnageant infectieux et le surnageant contréle Mock (figure 9, jour 17 p.i.). Afin de
confirmer que I’apoptose est responsable de I’augmentation de la production de cytokines
par les PBMCs, nous pourrions utiliser du surnageant de cellules Huh-7.5 non infectées
mais apoptotiques, en induisant 1’apoptose dans ces cellules par irradiation aux UVs. Par
ailleurs, nous pourrions confirmer que le virus seul n’a pas d’effet sur la production de
cytokines en purifiant le surnageant infectieux avant de mettre les PBMCs en culture dans

ce surnageant.

Parmi les composés qui pourraient se retrouver dans les surnageants infectieux provenant
des cellules apoptotiques, il y a les microvésicules (MVs) qui sont des particules qui
mesurent entre 100 et 1000 nm et qui proviennent du bourgeonnement de la membrane
plasmique (Pap et al. 2009). Les MVs sont relichées par pratiquement tous les types
cellulaires (Pap et al. 2009; Distler et al. 2005) dont les hépatocytes (Pap et al. 2009). Les
cellules peuvent relacher de fagon constitutive les MVs, mais leur sécrétion augmente lors
de I’activation de la cellule ou de I’apoptose (Pilzer et al. 2005; Distler et al. 2005; Pap et

al. 2009). Contrairement aux corps apoptotiques, les MVs sont reldchées rapidement au
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début de I’apoptose et tel que mentionné, mesurent moins de 1 pum. Les corps
apoptotiques, quant a eux, sont reldchés dans les derniéres étapes de 1’apoptose et
mesurent plus de 1 um (Pap et al. 2009). La composition des MVs est variable selon la
cellule parentale qui les sécréte. Elles sont impliquées dans de nombreux processus, dont
la coagulation, la fonction vasculaire, 1’apoptose, la prolifération cellulaire et
I’inflammation (Distler et al. 2005; Pap et al. 2009). Dans ce dernier cas, les MVs
peuvent avoir un effet anti-inflammatoire ou pro-inflammatoire selon leur provenance et
les cellules immunitaires avec lesquelles elles interagissent (Distler et al. 2005; Ratajczak
et al. 2006; Eken et al. 2008; Cocucci, Racchetti, and Meldolesi 2009). Par ailleurs, il est
également possible que les surnageants que nous avons utilisés contenaient des exosomes,
des vésicules de moins de 100 nm qui, contrairement aux MVs, ne proviennent pas de la
membrane plasmique, mais plutét de corps multivésiculaires intracellulaires qui sont
relachés par exocytose et qui, tout comme les MVs, peuvent avoir une influence sur les
cellules du systéme immunitaire (Thery, Zitvogel, and Amigorena 2002; Valenti et al.
2007). Bien qu’aucune information ne soit disponible sur le relichement de MVs ou
d’exosomes par les cellules Huh-7.5 infectées par JFHI, il est possible qu’ils soient
présents dans les surnageants de culture des cellules Huh-7.5 apoptotiques puisque leur
taille ne permet pas nécessairement leur élimination par la filtration des surnageants. Si
nous confirmons, par I’utilisation de surnageants provenant de cellules Huh-7.5 non
infectées, mais apoptotiques le role de I’apoptose dans 1’augmentation de la production de
cytokines par les PBMCs, nous pourrons tenter de purifier ces MVs ou exosomes et
confirmer ou infirmer leur role. En effet, I’isolation de ces composés est possible,

notamment par ultracentrifugation (Pap et al. 2009).

Seule I’équipe de Shiina a mesuré la production de cytokines par les PBMCs en présence
de JFH1 aprés stimulation par un ligand des TLRs, I’oligonucléotide CpG, un ligand du
TLR-9. Selon leurs résultats, en présence du virus et aprés stimulation par le TLR-9,
aucune différence n’a été observée quant a la production de TNF-a, d’IL-10 ou d’IL-12
par les PBMCs comparativement au surnageant contréle non infectieux. Par contre, ils ont
observé une baisse significative de la production d’IFN-a par les PBMCs incubées avec

le virus aprés la stimulation du TLR-9 (Shiina and Rehermann 2008). Bien que nous
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n’ayons pas vérifié les mémes TLRs, nos résultats concordent en partie avec ceux de
I’équipe de Shiina, c’est-a-dire que le virus n’interférerait pas avec les voies de
signalisation des TLRs étudiés (TLRs 2,3,4 et 7/8) sur les PBMCs puisqu’il ne diminue
pas la production de certaines cytokines par ces cellules. Par contre, bien qu’ils aient
également observé de 1’apoptose lors de leur production de virus en culture cellulaire,
I’équipe de Shiina n’a pas comparé des surnageants infectieux provenant de cellules
apoptotiques ou non, comme nous l’avons fait dans la présente étude sur les PBMCs

totales.

Tel que mentionné dans la revue de littérature (point 5.2.3), certaines études ont démontré
qu’il pouvait y avoir association d’ARN viral avec certaines populations de cellules du
systtme immunitaire chez les patients infectés de fagon chronique, ce qui pourrait
suggérer que le virus infecte ces cellules. Cependant, cette possibilité n’a jamais encore
été démontrée. Dans le cadre de nos expériences, nous avons, a quelques reprises, vérifié
par RT-PCR quantitatif s’il y avait ou non présence d’ARN viral dans les cellules du
systéme immunitaire que nous avons utilisées dans nos expériences. Selon nos résultats,
nous n’avons pas détecté la présence d’ARN viral, que ce soit pour les PBMCs ou les
MoCDs (résultats non présentés), ce qui a également été démontré par une autre équipe
(Ebihara et al. 2008) ce qui suggére que JFHI1 n’infecte pas les cellules du systéme

immunitaire.

3. EFFET DE JFH1 SUR LES CELLULES DENDRITIQUES GENEREES A PARTIR
DE MONOCYTES

Les CDs sont les CPAs les plus efficaces et a la suite de leur maturation, elles peuvent
présenter les antigénes aux LyT CD4" et CD8" et ainsi induire une réponse cellulaire
adaptative. Puisque chez les patients infectés chroniquement par le VHC la réponse
cellulaire nécessaire a 1’élimination du virus est absente ou insuffisante, il est possible que
le VHC inhibe les fonctions des CDs, ce qui pourrait expliquer I’incapacité a générer la
réponse cellulaire. Tel que mentionné précédemment, les études portant sur I’état des CDs

chez les patients infectés de fagon chronique sont trés contradictoires et n’ont pu
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démontrer un réle clair du virus sur ces cellules. Par ailleurs, I’effet du virus sur les CDs
dans la phase aigué¢ de I’infection, au moment ou le développement de la réponse
immunitaire cellulaire est critique, demeure inconnu. Dans la présente étude, nous avons
donc voulu évaluer I’effet du virus sur les CDs dans un contexte qui mime 1’infection

aigué.

3.1 JFH1 N’ALTERE PAS L’EXPRESSION DES MARQUEURS DE MATURATION
ET DE CO-STIMULATION DES MOCDs

Des CDs générées a partir de monocytes fraichement isolés de sujets sains (MoCDs), ont
été incubées avec du surnageant infectieux (provenant de cellules Huh-7.5 apoptotiques
ou non) ou du surnageant controle Mock. A la suite de la maturation des MoCDs, nous
avons analysé, par cytométrie en flux, I’expression de marqueurs de maturation des

MoCDs dans le but de déterminer si le virus pouvait inhiber la maturation de ces cellules.

Nos résultats démontrent que la présence du virus ne semble pas inhiber la maturation des
MoCDs (figures 10 et 11). En effet, pour chacun des marqueurs de maturation et de co-
stimulation analysés (CD86, CD80, HLA-DR et CD83), I’expression sur les MoCDs
incubées avec du surnageant infectieux est comparable a celle observée sur les MoCDs
maturées sans la présence de surnageant de culture de cellules Huh-7.5 (MoCDs matures)
ou en présence de surnageant contrfle non infectieux (Mock) et supérieure a celle de
MoCDs immatures. De plus, les surnageants infectieux utilisés possédaient des titres
viraux similaires, mais le surnageant du jour 11 p.i. provenait de cellules Huh-7.5 qui
étaient en apoptose (figure 7B), tandis que le surnageant du jour 25 p.i. provenait de
cellules Huh-7.5 infectées qui n’étaient plus en apoptose. Nous pouvons donc croire que

ni le virus, ni I’apoptose induite par 1’infection n’interfére avec la maturation des MoCDs.

Les résultats que nous avons obtenus concordent avec certaines études effectuées sur les
CDs isolées de patients en phase chronique d’infection. En effet, plusieurs études ont
démontré que lorsque différents types de CDs (mCDs, pCDs et MoCDs) isolées de
patients infectés chroniquement par le VHC étaient stimulées in vitro afin d’induire leur

maturation, aucune différence dans 1’expression des marqueurs de maturation n’était
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observée (Yonkers et al. 2007; Fan et al. 2007; Longman et al. 2004; Piccioli et al. 2005;
Liang et al. 2009). Par contre, d’autres études ont plutét démontré que la maturation des
CDs était altérée chez les patients et que I’expression des marqueurs de maturation
analysés dans notre étude était réduite aprés maturation in vitro de ces cellules (Yonkers
et al. 2007; Auffermann-Gretzinger, Keeffe, and Levy 2001; Miyatake et al. 2007), de
méme que les niveaux basaux d’expression de ces marqueurs (Kanto et al. 1999). Les
résultats contradictoires entre ces études pourraient peut-étre étre expliqués par le fait que
les types de CDs (mCDs, pCDs et MoCDs), de méme que les cocktails de maturation

utilisés différent entre les études.

Ces résultats ont été obtenus a partir de CDs isolées de patients qui sont en phase
chronique d’infection et ne réflétent donc pas nécessairement ce qui se passe lors de la
phase aigué de I’infection. Il est donc difficile de comparer nos résultats avec ceux de ces
études puisque nous avons voulu mimer 1’infection aigué. Comme nous, d’autres équipes
ont également analysé I’effet de JFH1 sur la maturation des CDs. Tout comme lors des
études sur les CDs de patients infectés de maniére chronique, les résultats sont
contradictoires. Tout d’abord, certains ont démontré que la présence du virus n’altérait
pas I’expression des marqueurs de maturation sur différents types de CDs dont les
MoCDs (Ebihara et al. 2008; Shiina and Rehermann 2008; Liang et al. 2009), ce qui
concorde avec les résultats que nous avons obtenus. Une étude a également démontré que
JFHI1 pouvait augmenter I’expression de CD83, CD86 et CD40 (Liang et al. 2009).
Cependant, d’autres équipes ont plutét démontré que JFHI inhibait I’expression de
certains marqueurs de maturation sur différentes populations de CDs, dont les pCDs
(Gondois-Rey et al. 2009; Liang et al. 2009) et les MoCDs (Saito et al. 2008). Les
différences observées pourraient encore une fois s’expliquer par I’utilisation de différents
types de CDs. Par ailleurs, la quantité de virus utilisée varie d’une étude a une autre, ce
qui pourrait également expliquer les différences entre les résultats obtenus. Par exemple,
I’équipe de Liang a démontré que ’augmentation de 1’expression des marqueurs de
maturation qu’ils ont observée sur les MoCDs incubées avec du surnageant infectieux est
présente & une MOI de 10, mais pas lorsqu’une MOI de 1 est utilisée (Liang et al. 2009).

Dans notre cas, comme la production de virus en culture cellulaire nous a donné des titres
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infectieux peu €levés (voir point 1.1 de la présente section), nous n’avons pu utilisé une
MOI supérieure a 0.01. Les équipes qui comme nous ont démontré que la présence de
JFH1 n’altérait pas I’expression des marqueurs de maturation sur les différentes
populations de CDs, ont utilisé des MOI variant entre 0.01 et 10. Ceux qui ont démontré,
contrairement a nous, que la présence du virus inhibait I’expression des marqueurs de
maturation sur les CDs ont utilisé des MOI allant de 0.01 & 0.1 (Saito et al. 2008;
Gondois-Rey et al. 2009). Comme nous avons obtenu des résultats différents en utilisant
une MOI semblable a celle utilisée dans ces études, il est peu probable que nous ayons
manqué D’effet inhibiteur du virus. Cependant, afin de confirmer nos résultats qui
démontrent que le virus n’inhibe pas la maturation des MoCDs, nous pourrions
augmenter la charge virale dans nos surnageants infectieux, en utilisant la chimére
J6/JFHI pour la production de virus ou en concentrant nos surnageants infectieux et voir

par la suite si nous obtenons les mémes résultats.

3.2 LA FONCTION ALLOSTIMULATRICE DES MOCDS N’EST PAS AFFECTEE
PAR JFH1

Chez les patients infectés de fagon chronique il a été démontré que dans certains cas, la
fonction allostimulatrice des CDs était altérée (Auffermann-Gretzinger, Keeffe, and Levy
2001; Kanto et al. 2004; Bain et al. 2001; Tsubouchi et al. 2004; Yonkers et al. 2007).
Nous avons donc voulu vérifier si dans notre systtme mimant I’infection aigué, JFH1
pouvait altérer cette fonction. La figure 12 démontre qu’en présence de surnageant
infectieux provenant de cellules apoptotiques (J11 p.i., figure 12A) ou en présence de
surnageant infectieux seulement (J25 p.i., figure 12B), la fonction allostimulatrice des

MoCDs n’est pas affectée.

Les résultats provenant d’études effectuées chez les patients infectés de maniére
chronique ne démontrent, dans certains cas, aucune différence significative entre la
capacité allostimulatrice des CDs isolées de patients infectés et celle de donneurs sains
(Fan et al. 2007; Piccioli et al. 2005; Longman et al. 2004), alors que d’autres ont
démontré que cette capacité était diminuée (Tsubouchi et al. 2004; Kanto et al. 2004;

Kanto et al. 1999; Auffermann-Gretzinger, Keeffe, and Levy 2001; Bain et al. 2001;
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Yonkers et al. 2007). Certaines études ont également démontré que lorsque les CDs de
patients atteints chroniquement du VHC sont mises en contact avec des LyT allogéniques,
ces derniers produisaient moins d’IFN-y (Kanto et al. 2004; Yonkers et al. 2007; Kanto et
al. 1999) ce qui pourrait suggérer que chez certains patients, les CDs polarisent la réponse
Ty vers un type Tu2 plutét que Tyl. Comme la réponse immunitaire cellulaire est
responsable de I’élimination du VHC, la polarisation vers une réponse de type Tyl est
cruciale dans le cas de I'infection par le VHC. Dans la présente étude, nous n’avons pas
mesuré la production d’IFN-y (réponse de type Tyl) ou d’IL-4 (réponse de type Ty2) lors
de nos expériences de MLR, mais il serait intéressant de le faire afin de déterminer si les
MoCDs incubées avec du surnageant infectieux induisent davantage I’une des deux
réponses malgré le fait que leur fonction allostimulatrice ne soit pas altérée par la

présence du virus.

Nos résultats démontrant que JFHI n’a pas d’effet sur la capacité allostimulatrice des
MoCDs concordent avec ceux obtenus par d’autres équipes (Shiina and Rehermann 2008;
Ebihara et al. 2008). D’un autre c6té, bien que 1’équipe de Liang n’ait pas quantifié la
prolifération des LyT allogéniques dans la MLR par incorporation de la *"thymidine
comme nous I’avons fait, ils ont démontré qu’en présence de JFHI1, les mCDs et pCDs
diminuaient I’activation des LyT CD4", ce qui se traduisait par une diminution de la

production d’ IFN-y par ces cellules (Liang et al. 2009).

3.3 JFH1 AUGMENTE LA PRODUCTION DE CYTOKINES PAR LES MoCDs

Finalement, afin de compléter notre étude sur I’effet de JFH1 sur les MoCDs, nous avons
quantifié la production de cytokines par ces cellules a la suite de leur maturation. Nous
désirions voir si la présence du virus pouvait inhiber la production de cytokines
immunomodulatrices dans un contexte mimant 1’infection aigué et ainsi vérifier si la
diminution de cytokines par les CDs, qui a parfois été observée chez les patients infectés
de fagon chronique par le VHC (Kanto et al. 1999; Kanto et al. 2004; Dolganiuc et al.
2006; Rodrigue-Gervais et al. 2007), se produisait également dans notre modeéle

expérimental d’infection aigué.
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Selon la figure 13B, il semble que la présence du virus seul sans apoptose (J25 p.i.),
augmente de facon significative la production d’IL-12, de TNF-a et d’IL-10 par les
MoCDs, comparativement aux MoCDs incubées avec le surnageant contrdle Mock. Par
contre, la figure 13A démontre qu’en présence du virus et d’apoptose (J11 p.i.) aucune
différence significative n’est observée dans la production des cytokines par les MoCDs.
Si I’on compare les résultats obtenus en utilisant ces surnageants provenant de jours p.i.
différents, cela pourrait signifier que le virus induit une augmentation de la production de
cytokines par les MoCDs, mais que cet effet serait inhibé par la présence d’apoptose
induite par le virus. Afin de confirmer ces observations, nous pourrions utiliser du
surnageant de cellules Huh-7.5 non infectées, mais apoptotiques et vérifier s’il y a bel et
bien une diminution de la production de cytokines par les MoCDs. Une fois de plus, la
présence de MVs produites dans le surnageant par les cellules Huh-7.5 apoptotiques ou la
présence d’exosomes pourrait peut-étre expliquer la diminution de cytokines produites
par les MoCDs. En effet, il a été démontré que de telles particules peuvent inhiber la

production de cytokines par les MoCDs (Eken et al. 2008).

Plusieurs études ont démontré une baisse de la production de cytokines par les pCDs chez
les patients infectés chroniquement, principalement au niveau de I’IFN-a. (Averill, Lee,
and Karandikar 2007; Anthony et al. 2004; Yonkers et al. 2007; Kanto et al. 2004). Par
contre, d’autres équipes ont montré que les pCDs secrétaient des concentrations similaires
d’IFN-a a celles produites par les pCDs de sujets sains (Longman et al. 2005; Piccioli et
al. 2005; Wertheimer, Bakke, and Rosen 2004). Par ailleurs, lorsque des pCDs isolées de
sujets sains sont mises en présence de JFH1, puis stimulées in vitro, une fois de plus, les
résultats sont contradictoires quant a la production d’IFN-a.. Certains ont démontré que la
présence de JFH1 diminuait les quantités d’IFN-a et de TNF-a produites par ces cellules
(Gondois-Rey et al. 2009; Shiina and Rehermann 2008). De plus, selon ces études, il
semblerait que la baisse d’IFN-a serait uniquement due au virus et non & ’apoptose
induite par l’infection de JFH1 dans les cellules Huh-7.5, puisqu’en présence de
surnageant de cellules Huh-7.5 apoptotiques, mais non infectées, la baisse de production
d’IFN-a n’a plus été observée. Ces équipes ont également prouvé que 1’effet observé était

dépendant de la charge virale. D’un autre c6té, d’autres ont montré que la présence du
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virus ne diminuait pas la production de ces cytokines par les pCDs (Decalf et al. 2007) et
méme que la présence de JFHI1 pouvait augmenter la production de TNF-a. par les pCDs
(Liang et al. 2009). Les pCDs étant en nombre relativement peu élevé dans le sang, nous
n’avons malheureusement pas pu étudier I’effet de JFHI1 sur ces cellules étant donné les

faibles quantités de sang que nous obtenions pour chaque donneur.

En ce qui concerne les mCDs ou les MoCDs, encore une fois, les résultats publiés dans la
littérature concernant la production de cytokines sont contradictoires, autant pour les
études effectuées chez des patients infectés de fagon chronique par le VHC que pour les
études faites avec JFH1 (ou la chimére J6/JFHI1). Tout d’abord, il a été démontré que
chez les patients infectés chroniquement, ces cellules produisaient moins de cytokines que
les cellules de sujets sains lorsqu’elles étaient stimulées in vitro. En effet, une baisse dans
la production d’IL-12 a souvent été observée (Averill, Lee, and Karandikar 2007;
Anthony et al. 2004; Fan et al. 2007; Kanto et al. 2004; Rodrigue-Gervais et al. 2007), de
méme qu’une augmentation d’IL-10(Averill, Lee, and Karandikar 2007) ce qui pourrait
suggérer un probléme dans la maturation des CDs et dans I’activation et la polarisation de
la réponse T. Par contre, ces résultats n’ont pas été observés par d’autres équipes. En
effet, selon certaines études, il n’y aurait aucune différence significative dans la
production de cytokines entre les CDs de patients infectés et celles de sujets sains, que ce
soit pour I’IL-12, le TNF-a ou I’IL-10 (Piccioli et al. 2005; Kanto et al. 1999) ou encore
que la diminution dans la production de cytokines n’était pas observée chez tous les
patients atteints (Rodrigue-Gervais et al. 2007). Chez les équipes qui ont utilisé le
systtme JFH1, peu d’équipes ont mesuré la production de cytokines par les mCDs et
MoCDs. Aucune différence n’a été détectée dans la production de cytokines lorsque les
cellules ont été incubées avec du surnageant infectieux JFH1, comparativement au
surnageant de cellules Huh-7.5 non infectées (Liang et al. 2009; Shiina and Rehermann
2008). Une partie de nos résultats, c’est-a-dire lorsque nous avons utilisé du surnageant
infectieux provenant de cellules apoptotiques (figure 13A), concorde donc avec ces
études. Par contre, il n’est pas clairement indiqué, du moins dans le cas de I’équipe de
Liang, si leur surnageant provenait de cellules en apoptose ou non, ce qui rend plus

difficile la comparaison avec nos résultats. Par contre, I’équipe de Shiina mentionne
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qu’ils ont utilisé du surnageant provenant de cellules Huh-7.5 apoptotiques, mais ils n’ont
pas analysé la production de cytokines par les CDs en utilisant du surnageant infectieux
provenant de cellules non apoptotiques. A ce jour, nous semblons étre la seule équipe a
avoir observé une augmentation significative dans la production de cytokines par les

MoCDs en présence de JFH1, mais en absence d’apoptose.

Les diverses expériences que nous avons effectuées sur les MoCDs semblent donc
démontrer que la présence du virus n’altére pas les fonctions de ces cellules, a savoir leur
maturation, leur capacité allostimulatrice ou la production de cytokines. Par contre, cette
derniére fonction semble étre partiellement altérée par 1’apoptose induite par 1’infection
dans les hépatocytes. Afin de confirmer cette observation, d’autres analyses seront a
effectuer en incubant les MoCDs avec du surnageant de cellules non infectées et

apoptotiques avant de mesurer la production de cytokines.

4. LA PRESENCE DE CELLULES HUH-7.5 APOPTOTIQUES INDUIT UNE
CERTAINE MATURATION DES MOCDs

L’architecture particuliére du foie fait en sorte que les hépatocytes infectés sont en
contact étroit avec les cellules du systéme immunitaire (Bertolino, Klimpel, and Lemon
2000). Puisque nous avons préalablement démontré que I’infection par le VHC induisait
I’apoptose dans les cellules Huh-7.5 in vitro et qu’il a également été observé qu’il y avait
apoptose dans les hépatocytes de patients infectés (Bantel et al. 2001; Calabrese et al.
2000), nous avons voulu vérifier si la présence de cellules infectées et/ou apoptotiques
pouvait avoir un effet sur les cellules du systéeme immunitaire présentes dans le foie et qui
sont en contact avec les hépatocytes infectés. Pour ce faire, nous avons mis en co-cultures
des cellules Huh-7.5 infectées ou non infectées, apoptotiques ou non apoptotiques en
présence de MoCDs immatures. Nous avons ensuite analysé I’expression des marqueurs
de maturation et de co-stimulation par cytométrie en flux, afin de déterminer si le contact

cellulaire pouvait induire la maturation des MoCDs.
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La figure 14B démontre que la présence des cellules Huh-7.5 infectées et apoptotiques
induit une certaine maturation des MoCDs. En effet, nous avons observé une
augmentation (significative dans le cas de CD86) de I’expression des marqueurs de
maturation sur les MoCDs cultivées en présence des cellules apoptotiques infectées par
JFHI1 comparativement aux MoCDs cultivées avec des cellules Huh-7.5 non infectées et
non apoptotiques (Mock). Puisque nous observons la méme augmentation dans
I’expression des marqueurs sur les MoCDs lorsque ces derniéres sont mises en co-
cultures avec des cellules Huh-7.5 non infectées, mais rendues apoptotiques par
irradiation aux UVs, nous pouvons affirmer que la présence de cellules apoptotiques

induit une certaine maturation des MoCDs (figure 14A).

Nous avons confirmé que 1’effet que nous avons observé est dii uniquement & 1’apoptose
induite par I’infection et non a I’infection elle-méme. En effet, lorsque les MoCDs sont
mises en co-cultures avec des cellules du jour 23 p.i., nous observons que la maturation
est uniquement visible lorsque les MoCDs sont mises en présence de cellules Huh-7.5
non infectées et apoptotiques (figure 15B). En effet, dans ce cas ’expression des
marqueurs de maturation et de co-stimulation est significativement plus élevée
uniquement lorsque les MoCDs sont cultivées avec des cellules Huh-7.5 non infectées
apoptotiques comparativement aux co-cultures effectuées avec des cellules non infectées

(Mock) ou avec des cellules infectées, mais non apoptotiques (JFH1).

Nos résultats concordent avec ceux de I’équipe de Shiina qui ont également démontré une
augmentation de I’expression de CD80, CD83 et CD86 lorsque les MoCDs sont mises en
culture avec des cellules Huh-7.5.1 apoptotiques infectées par JFH1, comparativement
aux co-cultures effectuées avec des cellules Huh-7.5.1 non infectées et non apoptotiques
(Shiina and Rehermann 2008). Ils ont également démontré que cette augmentation de
I’expression des marqueurs de maturation était due a I’apoptose et non a la présence du
virus puisqu’ils ont observé une augmentation similaire de CD80 et CD83 sur les MoCDs
lorsqu’elles étaient mises en culture avec des cellules Huh-7.5.1 apoptotiques, mais non
infectées. Par contre, 1’équipe d’Ebihara a quant a elle démontré que 1’augmentation de

Pexpression de CD86 qu’ils ont observée lors de la co-culture de MoCDs avec des
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cellules Huh-7 apoptotiques infectées par JFH1 n’est pas due principalement a I’apoptose
des cellules Huh-7, mais plutét au virus. En effet, I’augmentation de I’expression de
CD86 observée sur les MoCDs lorsque ces demiéres étaient cultivées en présence de
cellules Huh-7 apoptotiques, mais non infectées n’était pas aussi élevée (mais tout de
méme présente) que lorsque la co-culture était faite avec les cellules infectées (Ebihara et
al. 2008). Leurs résultats démontrent donc, contrairement a nous, que bien que I’apoptose
induite par ’infection génére une certaine augmentation de 1’expression des marqueurs de
maturation (dans ce cas-ci CD86), elle n’est pas l'unique responsable de cette
augmentation. Nous n’avons pas utilisé la méme méthode que cette équipe pour induire
I’apoptose dans les cellules Huh-7.5 non infectées et il est possible que les divergences de
résultats soient expliquées en partie par ce fait et également par le fait que nous avons
utilisé des cellules différentes que ces équipes (Huh-7.5.1, Huh-7.5 ou Huh-7). Par
ailleurs, nous devrons répéter I’expérience afin de confirmer nos résultats. Il serait
également intéressant d’utiliser le systéme d’infection de la chimére J6/JFH1 qui induit
un plus haut taux d’apoptose (Mateu et al. 2008) dans nos co-cultures afin de vérifier si

cela aurait un effet sur la maturation des MoCDs.

Si nous comparons 1’expression des marqueurs de maturation sur les MoCDs mises en co-
cultures avec les cellules Huh-7.5 (figures 14B et 15B) & celle obtenue lorsque les
MoCDs sont maturées avec le cocktail de maturation LPS + CD40L (figures 10 et 11)
nous pouvons observer que la maturation induite par le contact cellulaire avec les cellules
Huh-7.5 apoptotiques infectées ou non est largement inférieure & celle induite par le
cocktail de maturation. Il serait donc intéressant de vérifier si ces MoCDs produisent des
cytokines (i.e. IL-12p70, TNF-a et IL-10) & des niveaux comprables & ceux obtenus avec
le cocktail de maturation et si elles sont capables de stimuler des LyT. En effet, les
imCDs sont incapables de stimuler les LyT, résultant en 1’anergie de ces cellules ou en
I’induction de LyTrgg, ce qui méne a la tolérance immunologique (Jonuleit et al. 2000).
Tel que mentionné dans la revue de littérature (point 3.3), afin d’étre efficacement aptes a
stimuler les LyT, les CDs doivent d’abord subir le processus de maturation. Une
troisiéme population de CDs, appelées semi-matures, expriment le CHM II et les

molécules de co-stimulation, mais ne produisent pas (ou en faible quantité) de cytokines

78



pro-inflammatoires et sont, comme les imCDs, tolérigéniques (Lutz and Schuler 2002).
Ainsi, en absence de stimuli de maturation adéquat, la maturation des CDs est incompléte
et les CDs sont donc tolérigéniques plutét qu’immunogéniques (Gogolak et al. 2003). La
production de cytokines par les CDs matures semble donc étre cruciale pour stimuler les

LyT (Lutz and Schuler 2002; Blankenstein and Schuler 2002).

Les CDs immatures sont capables de phagocyter les cellules apoptotiques (Rubartelli,
Poggi, and Zocchi 1997; Albert et al. 1998; Sauter et al. 2000). Par contre, il semblerait
que la phagocytose de cellules apoptotiques par les CDs n’induise pas la maturation de
ces dernieres, contrairement a la phagocytose de cellules nécrotiques ce qui pourrait
mener a I’induction de la tolérance immunitaire (Sauter et al. 2000). Dans le cas des
MoCDs et des cellules Huh-7.5 infectées par JFHI1 et apoptotiques, il semblerait que les
MoCDs phagocytent les cellules infectées (Shiina and Rehermann 2008). Ainsi, il
pourrait donc étre normal que nous n’ayons observé qu’une maturation partielle des
MoCDs dans nos co-cultures, ce qui pourrait peut-étre expliquer 1’incapacité de certains
patients infectés par le VHC a générer une réponse cellulaire adéquate, puisque la
maturation des CDs est ’'une des étapes primordiales dans ’activation des LyT. Dans ce
cas, la présence d’hépatocytes infectés en apoptose dans le foie n’induirait pas la
maturation compléte des CDs qui sont en contact avec ces hépatocytes. Par ailleurs, il a
été démontré que la phagocytose de cellules apoptotiques par les CDs pouvait inhiber la
maturation subséquente des CDs induite par un signal de maturation tel que le LPS
(Urban, Willcox, and Roberts 2001; Stuart et al. 2002). Cependant, d’autres études ont
démontré que les CDs pouvaient maturer complétement si un signal de maturation était
présent a la suite de la phagocytose de cellules apoptotiques (Albert et al. 1998; Sauter et
al. 2000). Il serait donc intéressant de vérifier dans notre modele d’infection aigué du
VHC lors de nos expériences de co-cultures, si les MoCDs qui ont été mises en contact
avec des cellules Huh-7.5 infectées et apoptotiques répondent encore a la maturation
induite par le LPS et le CD40L (expression de marqueurs de maturation, production de
cytokines et capacité allostimulatrice). L’IFN-a peut également induire la maturation des
CDs (Theofilopoulos et al. 2005) et cette cytokine est produite au niveau du foie chez les

chimpanzés infectés de fagon aigué par le VHC (Thimme et al. 2002; Bigger et al. 2004).
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Bien qu’il n’est pas connu si le méme phénoméne a lieu dans le foie de patients infectés,
il serait pertinent de vérifier dans nos systémes de co-cultures, si les MoCDs peuvent
maturer en présence d’IFN-a ou si la présence des cellules Huh-7.5 apoptotiques inhibent
la maturation des MoCDs. Ainsi, nous aurions une idée encore plus représentative de ce

qui peut se passer au niveau du foie lors de I’infection aigué par le VHC.

Tel que mentionné dans la revue de littérature (section 3.3) le processus de maturation des
CDs peut étre initié par différents éléments tels que la présence de pathogenes,
d’inflammation, de dommages tissulaires ou encore via des cytokines pro-inflammatoires
(Guermonprez et al. 2002). Bien que certains des récepteurs exprimés a la surface des
CDs et impliqués dans la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques (tels
af3s et CD36) soient connus (Albert et al. 1998), le mécanisme par lequel les cellules
apoptotiques pourraient induire la maturation des CDs demeure encore inconnu a ce jour.
Des signaux relachés par les cellules apoptotiques ou encore des molécules exprimées a la
surface de ces cellules pourraient induire la maturation des CDs. Une étude récente a
d’ailleurs démontré que les cellules apoptotiques relachent dans leur milieu environnant
des nucléotides qui provoquent le recrutement de cellules phagocytaires (Elliott et al.

2009).

Les CDs qui ont phagocyté des cellules apoptotiques peuvent présenter les antigénes
provenant de ces cellules aux LyT CD4" (Inaba et al. 1998) et CD8" (Albert, Sauter, and
Bhardwaj 1998; Albert et al. 1998; Sauter et al. 2000). Plus spécifiquement, les CDs
incubées avec des cellules apoptotiques infectées par des virus présentent, par le
mécanisme de la présentation croisée, des antigénes viraux aux LyT CD8" (Arrode et al.
2000; Larsson et al. 2001; Fonteneau et al. 2003). Tel que mentionné précédemment, la
structure particuliére du foie permet le contact direct entre les hépatocytes infectés et
apoptotiques et les cellules du systéme immunitaire. Afin de vérifier si les CDs qui ont été
mises en co-cultures avec les hépatocytes infectés et apoptotiques sont capables de
présenter les antigénes du VHC aux LyT et de les activer, nous pourrions isoler les

MoCDs des co-cultures et les mettre en présence de LyT CD4" ou CD8" spécifiques au
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VHC et vérifier leur fonctionnalité, par exemple en mesurant par ELISPOT la production

d’IFN-y ou par des tests de cytotoxicité.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Vingt ans aprés sa découverte, le virus de I’hépatite C représente encore aujourd’hui un
probleme de santé majeur, avec prés de 80% des individus qui développent une infection
persistante qui peut mener a des pathologies importantes du foie, tels la cirrhose et le
carcinome hépatocellulaire. A ce jour, aucun vaccin n’a encore été développé et les
raisons pour lesquelles la majorité des individus infectés sont incapables de générer une
réponse immunitaire cellulaire nécessaire a 1’élimination du virus sont encore inconnues.
Puisque I’élaboration d’une réponse cellulaire efficace nécessite la présentation des
antigénes viraux aux LyT, I’hypothése de notre projet de recherche est que le virus
interfeére avec les fonctions des cellules du systéme immunitaire, plus particuliérement au
niveau des CDs qui sont les CPAs les plus efficaces. Certaines études effectuées chez les
patients en phase chronique d’infection par le VHC semblent d’ailleurs démontrer des
pertes de fonction chez les CDs, notamment au niveau de leur processus de maturation, de
la production de cytokines immunomodulatrices et de leur fonction allostimulatrice
(Kanto et al. 1999; Bain et al. 2001; Auffermann-Gretzinger, Keeffe, and Levy 2001;
Kanto et al. 2004; Rodrigue-Gervais et al. 2007; Yonkers et al. 2007). Cependant, des
résultats contradictoires ont également été démontrés (Wertheimer, Bakke, and Rosen
2004; Longman et al. 2004; Longman et al. 2005; Piccioli et al. 2005). Par ailleurs, peu
de données existent quant a I’effet du virus sur les cellules du systéme immunitaire dans
la phase aigué de I’infection, au moment ou 1’élaboration de la réponse cellulaire T CD4"
et CD8" a lieu. Le but de notre projet de recherche était donc d’analyser 1’impact du virus

sur les cellules du syst¢éme immunitaire dans un contexte qui mime 1’infection aigué.

Afin de vérifier notre hypothése de recherche, du virus a été produit en culture cellulaire
par I'utilisation du clone infectieux JFHI1 et les surnageants infectieux ont ensuite été
utilisés in vitro sur différentes populations de cellules immunitaires et les fonctions de ces
cellules ont été analysées. La production de cytokines par les cellules mononucléées du
sang périphérique aprés stimulation par différents ligands des TLRs impliqués dans la
reconnaissance des virus a été quantifiée. La maturation, la production de cytokines et la
fonction allostimulatrice des CDs mises en présence du virus ont également été analysées.
Finalement, des expériences de co-cultures de cellules infectées par le virus et des CDs

ont été effectuées afin de comprendre I’influence du contact cellulaire sur les CDs.
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Lors de la caractérisation de I’infection d’une lignée cellulaire d’hépatocarcinome humain
(cellules Huh-7.5) par JFHI, les résultats obtenus démontrent que le virus induit
I’apoptose dans les cellules infectées dans les premiers jours de I’infection, ce qui se
traduit par une baisse significative de la viabilité cellulaire. Ces résultats permettent de
croire que I’apoptose observée dans le foie de patients infectés par le VHC est due en
partie a4 la réplication du virus, mais n’excluent pas la possibilit¢ que la réponse
immunitaire générée au niveau du foie soit également responsable de 1’apoptose
d’hépatocytes. Combinés, ces deux phénomeénes pourraient contribuer a la mort cellulaire

observée, ce qui pourrait avoir un impact sur les cellules du systéme immunitaire.

Les expériences sur la production de cytokines par les PBMCs mises en présence de
surnageants infectieux et stimulées par des ligands des TLRs démontrent que le virus
n’interfére pas avec la signalisation des TLRs dans ces cellules et la production
subséquente de cytokines. Cependant, selon nos résultats, 1’apoptose induite par
I’infection des hépatocytes augmente la production de cytokines. Cet effet reste a
confirmer par I’utilisation de surnageants provenant de cellules apoptotiques, mais non
infectées. Par ailleurs, il serait intéressant de déterminer, par cytométrie en flux, la
population cellulaire responsable de I’augmentation des cytokines produites en présence
de surnageant infectieux provenant de cellules en apoptose. De plus, une plus grande
variété de cytokines pourrait étre analysée par la technologie Luminex (Luminex

Corporation, Austin, TX, USA).

Les résultats des expériences effectuées sur les MoCDs démontrent quant a eux que le
VHC, dans un contexte qui mime 1’infection aigué, ne bloque pas leur maturation ni leur
fonction allostimulatrice comme il a parfois été démontré chez les patients infectés de
fagon chronique. Cependant, le virus semble augmenter la production de cytokines
immunomodulatrices. Dans ce dernier cas, la présence d’apoptose inhibe I’augmentation
de la production de cytokines induite par la présence du virus. Les expériences seront a
reproduire en présence de surnageant de cellules Huh-7.5 non infectées, mais
apoptotiques afin de déterminer si dans ces surnageants se trouve un élément produit par

les cellules apoptotiques qui influencerait la production de cytokines par les MoCDs ou
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en utilisant du surnageant infectieux purifié afin de confirmer que le virus seul induit bel
et bien une augmentation de la production de cytokines testées. Par ailleurs, le dosage de
cytokines (IFN-y et IL-4) produites par les PBMCs allogéniques mises en présence des
MoCDs qui ont été incubées avec du surnageant infectieux dans les expériences sur la
fonction allostimulatrice nous permettront également d’analyser la polarisation de la
réponse T par les MoCDs. De plus, bien que la fonction allostimulatrice soit souvent
utilisée dans la littérature afin d’analyser 1’état général des CDs, elle n’est pas
nécessairement représentative de la présentation antigénique. Nous pourrions donc
vérifier si les MoCDs incubées en présence des différents surnageants sont aptes a activer

des clones T spécifiques au VHC.

Finalement, nos résultats démontrent que le contact cellulaire entre des cellules Huh-7.5
infectées et apoptotiques ou seulement apoptotiques et les MoCDs induit une certaine
maturation des MoCDs, alors que cet effet n’est pas observé lorsque des cellules infectées
non apoptotiques sont utilisées, démontrant ainsi que ’apoptose est responsable de la
maturation observée. Il serait maintenant intéressant d’analyser la fonctionnalité des
MoCDs mises en contact avec les cellules Huh-7.5. Dans un premier temps, nous
pourrions vérifier si elles sont capables de maturer complétement a la suite d’un stimulus
de maturation ou si au contraire, la présence de cellules apoptotiques bloque cette
maturation. La fonction allostimulatrice, la production de cytokines ou la capacité a
présenter les antigénes du VHC aux LyT devront également étre analysées. Le fait qu’un
contact cellulaire entre les hépatocytes infectés apoptotiques et les CDs puisse inhiber une
de ces fonctions des CDs pourrait peut-€tre expliquer I’incapacité de certains individus a
générer la réponse T CD4" et CD8". En effet, tel que mentionné précédemment il y a
présence, dans le foie de patients infectés, d’apoptose dans les hépatocytes et comme le
foie est un organe ou les cellules infectées et apoptotiques sont en contact avec les
cellules du systéme immunitaire dont les CDs, la présence d’hépatocytes apoptotiques
pourrait inhiber la maturation compléte des CDs et donc induire la tolérance au VHC par
la génération de LyT anergiques ou Treg. Des hépatocytes apoptotiques et infectés

provenant de biopsies du foie de patients infectés par le VHC pourraient également étre
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utilisés afin de déterminer I’impact de ceux-ci sur les cellules du systtme immunitaire

infiltrant le foie.

Dans I’ensemble, notre étude sur I’impact du VHC dans un contexte mimant I’infection
aigué démontre que le virus seul ne semble pas avoir d’effet inhibiteur sur les cellules du
systéme immunitaire. Quelques autres équipes ont comme nous analysé ’effet de JFH1
sur les cellules immunitaires, cependant nous semblons étre les seuls & avoir analysé, pour
chacune des populations de cellules immunitaires étudiées, I’effet de 1’apoptose induite
par la réplication du virus. De plus, nous démontrons que cette apoptose semble affecter
les cellules du systétme immunitaire et que dans les cas des CDs, elle pourrait avoir un
effet plus important que le virus lui-méme. Bien que d’autres études seront nécessaires
afin de confirmer le réle de 1I’apoptose dans I’incapacité des individus & générer une
réponse cellulaire efficace pour éliminer le virus, elle représente une piste intéressante a

suivre dans la compréhension de cette infection.
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