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RESUME :  Le virus de lǯhépatite C ȋ(CVȌ est lǯagent responsable de lǯhépatite Cǡ maladie qui touche environ ͵Ψ de la population mondialeǤ Une des caractéristiques de cette infection est son évolution dans ͸Ͳ à ͻͲΨ des cas vers  des  formes  chroniques  avec  des  complications  sévères  telles  que  la  cirrhose  et  le  carcinome hépatocellulaireǤ  Un  des  handicaps  majeurs  de  la  recherche  sur  le  (CV  est  lǯabsence  de  systèmes  de cultures in vitro efficaces et de modèles animaux adaptés car le (CV nǯinfecte que lǯhomme et le chimpanzéǤ Lors de la maladieǡ il est couramment admis que ͳͲ à ͶͲΨ de patients infectés guérissent spontanément de lǯhépatite  C  avec  une  élimination  complète  de  la  virémieǡ  suggérant  lǯexistence dǯanticorps neutralisantsǡ capables dǯéradiquer le virus in vivoǤ  Or la nature et la spécificité de ces anticorps ne sont actuellement pas encore bien connuesǤ Dans notre équipeǡ un anticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ a été obtenu après immunisation de souris avec des particules (CV circulantes provenant de patients chroniquement infectésǤ Cet anticorps est  dirigé  contre  les  glycoprotéines  dǯenveloppe  du  (CV  ȋEͳ  et  EʹȌ  et  reconnait  un  épitope  discontinu composé  dǯune  région  dans  la  protéine  Eͳ  ȋʹͻʹǦ͵Ͳ͸Ȍ  et  deux  régions  dans  la  protéine  Eʹ  ȋͶͺͲǦͶͻͶȌ  et ȋ͸ͲͺǦ͸ʹʹȌǤ  Plusieurs  études  ont  montré  que  ces  trois  régions  étaient  hautement  conservées  entre  les différents génotypesǡ étaient impliquées dans les interactions avec des candidats récepteurs du (CV ȋCDͺͳ et  GAGȌ  et  pouvaient  constituer  des  cibles  de  la  réponse  cellulaireǤ  Vu  lǯimportance  structurale  et fonctionnelle  de  cet  épitope  EͳEʹǡ  lǯobjectif  de  mon  travail  de  thèse  a  été  de  déterminer  le  rôle potentiellement neutralisant de lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲǤ  Dans un premier tempsǡ nous avons étudié lǯinhibition de lǯentrée et la capacité de neutralisation in vitro de lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲǤ  Pour  celaǡ  nous  avons  développé  un  test  de  cellǦbinding  et  nous  avons  montré  que lǯinteraction  des  particules  virales  sériques  ȋ(CVspȌ  radiomarquées  à  lǯ)ode  ͳʹͷ  avec  les  cellules hépatocytaires ȋ(uhǦ͹ et (epaRGȌ est spécifique et saturable impliquant des sites de haute et faible affinitéǤ De plusǡ  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ est capable dǯinhiber spécifiquement et efficacement  les  interactions de haute affinité entre les (CVsp et les cellules (epaRG avec une )CͷͲ ζ Ͳǡͷ ρgȀmlǤ Nous avons mis en évidence que lǯinhibition  est  plus  efficace  lorsque  nous  utilisons  sélectivement  une  population  de  particules  (CV enveloppées exprimant fortement EͳEʹǤ Récemmentǡ nous avons développé un système dǯinfection original des  cellules  (epaRG  qui  sont  des  cellules  progénitrices  du  foie  par  les  (CVsp  et  avons  montré  que lǯinfectionǡ  la  réplication  et  la  propagation  dépendent  de  lǯétat  de  proliférationȀdifférenciation  de  ces cellulesǤ Nous avons aussi démontré que  les particules virales  produites dans ce  système contiennent de lǯARN  viralǡ  expriment  les  protéines  dǯenveloppe  EͳEʹ  et  sont  infectieusesǤ  Des  études  préliminaires montrent  que  lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲ  inhibe  fortement  lǯinfection  ȋͻͷΨ  à  ͺͲΨ  aux  jours  ͳͶ  et  ʹͳ  après infectionȌ vraisemblablement au niveau des étapes précoces du cycle viralǤ  Dans un second tempsǡ nous avons recherché la prévalence des anticorps de même spécificité que le D͵ʹǤͳͲ ȋantiǦEͳEʹAǡBȌ  dans  différents  groupes  de  patients  (CV  positifs  afin  de  déterminer  leur  signification biologiqueǤ Par un test EL)SA utilisant les peptides biotinylés Eͳǡ EʹA et EʹB dans la phase de captureǡ nous avons démontré que la réponse anticorps antiǦEͳEʹAǡB était présente dans ͻͲΨ des cas chez les patients qui guérissent spontanément avec des titres élevées      ȋη ͳȀͳͲͲͲȌǤ Cette réponse humorale est absente ou rare  ȋδ  ͳͲΨȌ  chez  les  patients  porteurs  chroniques  non  traités  ou  non  répondeurs  aux  traitements antivirauxǤ  Une  étude  longitudinale  a  été  réalisée  chez  des  patients  non  répondeurs  ou  répondeurs développant une réponse virologique soutenue à une bithérapie standardǡ interféron pégylé plus ribavirineǤ Lǯanalyse statistique des résultats a montré que les anticorps antiǦEͳEʹAǡB pouvaient être prédictifs de la réponse au traitement avec une spécificité et une valeur prédictive positive de ͳͲͲΨǤ La  convergence  des  résultats  in  vitro  et  in  vivo  supporte  un  rôle  neutralisant  de  lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲǡ permettant dǯenvisager son utilisation en immunothérapieǤ   
Mots clés ǣ virus de lǯhépatite Cǡ glycoprotéines dǯenveloppeǡ anticorps monoclonalǡ neutralisationǡ cellules hépatocytairesǤ   



  

ABSTRACT (epatitis C Virus ȋ(CVȌ is the major etiological agent of liver disease in the world with approximately ͳͺͲ million people who are seropositiveǤ The majority ȋ͸ͲǦͻͲΨȌ of  infected individuals progresses to chronic hepatitis that  increases their risk for developing cirrhosis and hepatocellular carcinomaǤ One  of  the major  limitations  of  (CV  research  is  the  lack  of  efficient  in  vitro  culture  systems  and appropriateanimal modelsǤ  )t  is commonly accepted that spontaneous clearance during the acute phase occurs in a minority of subjects ȋͳͲǦͶͲΨȌ without medical treatmentǤ Therefore identification of protective determinants is essential  for  understanding  the  role  of  neutralizing  responses  in  (CV  pathogenesisǡ  and  for developing vaccines and antibodyǦbased therapies for (CVǤ )n our labǡ a monoclonal antibody ȋmAbȌ soǦcalled  D͵ʹǤͳͲ  was  obtained  after  immunization  of  mice  with  serumǦderived  (CV  particles ȋ(CVspȌ  from  chronicallyǦinfected  patientsǤ  This  mAb  D͵ʹǤͳͲ  recognized  a  unique  discontinuous epitope  formed  by  one  sequence  between  amino  acids  ȋaaȌ  ʹͻ͹Ǧ͵Ͳ͸  in  the  Eͳ  proteinǡ  and  two sequences between aa ͶͺͲǦͶͻͶ and ͸ͳ͵Ǧ͸ʹͳ in the Eʹ proteinǡ which is expressed on the surface of  (CVspǤ Several studies have shown that these three regions were highly conserved among different genotypesǡ were involved in interactions with candidate (CV receptors ȋCDͺͳ and GAGȌ and could be targets of the cellular responseǤ Given the structural and functional importance of this epitope EͳEʹǡ the objective of my thesis was to determine the potential neutralizing role of monoclonal antibody D͵ʹǤͳͲǤ To study  the neutralizing capability of  the EͳEʹǦspecific D͵ʹǤͳͲ monoclonal antibody ȋmAbȌǡ an  in 
vitro direct cellǦbinding assay and an infection system of the human (epaRG cell line were developed by using (CVspǤ The (epaRG cells possess potent ability to acquire a mature hepatocyte phenotypeǤ The  EͳEʹǦspecific  mAb  D͵ʹǤͳͲ  was  shown  to  inhibit  efficiently  and  specifically  high  affinityǦinteractions  through  glycosaminoglycans  and  the  CDͺͳ  tetraspanin  between  (CVsp  and  (epaRG cells  with  an  )CͷͲ  α  ͲǤͷ  ρgȀmlǤ  This  inhibition was more  efficient when  EͳEʹǦpositive  enveloped (CVsp  were  used  selectively  for  binding  studies  ȋ)CͷͲ  δ  ͲǤͷ  ρgȀmlȌǤ  Establishment  of  infectionǡ replication  and  propagation  of  (CVsp  were  shown  to  depend  on  the  proliferationȀdifferentiation stage of (epaRG cellsǤ Persistent (CV infection in (epaRG cells could be obtained with production of EͳEʹȀRNAȋΪȌ infectious (CV particlesǤ Preliminary data showed a complete early inhibitory effect of the D͵ʹǤͳͲ mAb on virion RNA production in (epaRG culture supernatants ȋͻͷΨ at DͳͶ and ͺͲΨ at Dʹͳ postǦinfectionȌǤ  Furthermoreǡ the detection of the antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǦbinding peptide antibodies during natural (CV infection  demonstrated  significant  prevalence  ȋͻͲΨȌ  of  these  antibodiesǣ  ȋͳȌ  in  patients  who recovered  spontaneously  from  (CV  infection  with  high  titers  compared  to  patients  with  chronic hepatitis  Cǡ  and  ȋʹȌ  in  patients  who  are  complete  responders  compared  to  non  responders  to antiviralsǤ Kinetic analyses revealed that the antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǦlike humoral response appeared very early with high titers ȋη ͳȀͳͲͲͲȌ and was associated with complete virus eradicationǤ The positive and negative predictive values ȋROC curve analysisȌ for achieving or not a sustained viral response to antiviral  therapy  are  ͳͲͲΨ  and  ͺ͸Ψǡ  respectivelyǡ  reflecting  diagnostic  accuracyǤ  The  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǦbinding  peptide  antibodies  may  thus  predict  the  outcome  of  (CV  infection  and represent a new relevant pronostic marker in serum for the (CV diagnosisǤ  Convergence of in vitro and in vivo data strongly support the neutralizing activity of the D͵ʹǤͳͲ mAbǡ and thus immunotherapeutic potential of this unique antiǦEͳEʹ D͵ʹǤͳͲ mAbǤ Keys words ǣ (epatitis C virusǡ envelope glycoproteinsǡ monoclonal antibodyǡ neutralisationǡ human hepatocytes   
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Figure ͳ ǣ (istoire du virus de lǯhépatite C  ȏMoradpour et alǤǡ ʹͲͲͳȐ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ͸ Figure ʹ ǣ Distribution mondiale du (CV en ʹͲͲ͵ ȋdǯaprès les données du WǤ(ǤO ʹͲͲ͵Ȍ Ǥ͹ Figure ͵ǣ (istoire naturelle de lǯinfection par le (CV ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤͺ Figure Ͷǣ Profil sérologique dǯune hépatite C aiguëǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤͻ Figure ͷ ǣ Profil sérologique dǯune hépatite C chroniqueǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳ Figure ͸ ǣ (istorique du traitement de lǯhépatite chronique C ȏPawlotsky et alǤǡ ʹͲͲͶȐ ǤǤͳʹ Figure ͹ǣ Représentation schématique de lǯorganisation génomique et protéique du (CVǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͶ Figure ͺǣ Repliement secondaire de lǯ)RES du (CV ȋdǯaprès Lemon et alǤǡ ʹͲͲ͹ȌǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͷ Figure ͻǣ Repliement secondaire de lǯextrémité ͵ǯNC du (CV ȋdǯaprès Lemon et alǤ ʹͲͲ͹ȌǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳ͹ Figure ͳͲǣ Arbre phylogénétique des différents génotypes du virus de lǯhépatite C ȏTimm and Roggendorfǡ ʹͲͲ͹Ȑ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ʹ͹ Figure ͳͳǣ Distribution mondiale des génotypes ȋͳ à ͸Ȍ du (CV ȋSourceǣ Clinical Gastroenterol   (epatol ͵ǣ Sͻ͹ȌǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ʹͺ Figure ͳʹǣ Représentation schématique du cycle de réplication du (CV ȏMoradpour et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͵Ͳ Figure ͳ͵ǣ Modèle de lǯentrée du (CV ȏMoradpour et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͵ͳ Figure ͳͶǣ Complexe de réplication du (CV ȏMoradpour et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ Ͷͳ Figure ͳͷǣ Représentation schématique du virus de lǯhépatite CǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ Ͷʹ Figure ͳ͸ǣ Système des pseudoparticules rétrovirales (CVpp ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aȐǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ Ͷͻ Figure ͳ͹ ǣ Génération de virions J͸ et JF(ͳ en culture cellulaire et démonstration de leur pouvoir infectieux in vivo ȏBukh and Purcellǡ ʹͲͲ͸ȐǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͷͳ Figure ͳͺǣ Pan troglodytesǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͷ͹ Figure ͳͻǣ Tupaia belangeri ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͷͺ Figure ʹͲ ǣ Modèle de souris chimériques AlbǦuPAȀSC)D pour lǯétude du (CVǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͸ʹ Figure ʹͳǣ Voies de signalisation de la réponse innée induites par le (CV ȏSklan et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͸ͷ Figure ʹʹǣ )nduction de la réponse des cellules T cytotoxiques ȋCTLȌ spécifiques du (CV ȏ(iroishi et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͸ͺ Figure ʹ͵ǣ Effets des protéines du (CV sur la réponse immunitaire ȏ(iroishi et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͹Ͷ Figure ʹͶǣ Caractérisation des particules (CV sériques ou (CVsp ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ ǤǤǤǤͺʹ Figure ʹͷǣ Cinétique morphologique des cellules (epaRG ȋParent et alǤǡ ʹͲͲͶȌǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͺͶ Figure ʹ͸ǣ )mportance fonctionnelle Ƭ structurale de lǯépitope D͵ʹǤͳͲǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͺ͸ 



  

Figure ʹ͹ǣ )nteractions entre les particules (CVsp et les cellules (epaRG ǣ Capacité de neutralisation in vitro et in vivo de lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ ǫ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͺ͹ Figure ʹͺǣ )nhibition des interactions entre les particules (CVsp et les cellules hépatocytaires par lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͻͷ Figure ʹͻǣ Expression de SRǦB) sur les cellules dǯorigine hépatiqueǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͲ͸ Figure ͵Ͳ ǣ Expression de LDLǦrécepteur sur les cellules hépatiquesǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͲ͹ Figure ͵ͳǣ Expression de la protéine CDͺͳ à la surface des cellules (epaRGȌǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͲͺ Figure ͵ʹǣ Protocole expérimental dǯinfection des cellules (epaRG ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͲͻ Figure ͵͵ǣ Cinétique de production dǯARN du (CVǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͲ Figure ͵Ͷǣ Titration de lǯactivité antigénique EͳEʹ des particules viralesǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͳ Figure ͵ͷǣ Ultracentrifugation isopycnique en gradient dǯiodixanolǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳʹ Figure ͵͸ǣ Analyse des différentes populations viralesǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳ͵ Figure ͵͹ǣ Réinfection des cellules naives ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͶ Figure ͵ͺǣ Localisation des antigènes viraux dans les cellules infectéesǤ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͷ Figure ͵ͻǣ Caractéristiques des particules provenant des cellules chroniquement infectées ȋ(CVspǦRGȌǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳ͸ Figure ͶͲǣ Etude morphologique et localisation intraǦcellulaire des antigènes viraux dans les cellules infectées ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͺ Figure Ͷͳǣ )nhibition de lǯinfection par lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͳͻ Figure Ͷʹ ǣ )nfection des cellules (epaRG par les particules (CVsp ǣ inhibition par lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳʹͲ Figure Ͷ͵ǣ Caractéristérisque des particules (CVǦlp ǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳʹ͸ Figure ͶͶ ǣ Test EL)SA de détection des anticorps antiǦEͳEʹAǡB ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ ǤǤǤǤǤ ͳͷͲ Figure Ͷͷ ǣ Pouvoir neutralisant in vivo de lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ͳͷ͵ Figure Ͷ͸ ǣ Applications thérapeutiques de lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤǤ ʹͲ͵  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

 ABBREVIATIONS 

aa                    AcideȋsȌ aminéȋsȌ    AcMo             Anticorps monoclonal   ADN                Acide désoxyribonucléique  AG                 Acides gras    ALAT            Alanine aminotransférase  ApoBȀE         Apolipoprotéine BȀE   ARFP         Alternate reading frame protein  ARN              Acide ribonucléique   ASAT             Aspartate amino transférase CLDN            Claudine   DBD             Site de liaison à lǯADN    DC                Cellule dendritique   EL)SA          Enzyme linked immunosorbent assay  GAG             Glycosaminoglycanes   GFP             Green fluorescent protein  (BV             Virus de lǯhépatite B    (CV             Virus de lǯhépatite C    (CVcc        (epatitis C virus cellǦculture (CVLp        (epatitis C virus LikeǦparticles (CVlp         (epatitis C virus liverǦparticles (CVpp        (epatitis C virus pseudoǦparticles (DL             (igh density lipoprotein    (epaRG      Lignée hépatocytaire humaine (epGʹ        Lignée cellulaire humaine dǯhépatocarcinome    (S                 (éparanes sulfates    (uhǦ͹            Lignée cellulaire humaine dǯhépatocarcinome (VR             Région hyper variable     



  

)g                   )mmunoglobuline      )L               )nterleukine      )NF               )nterféron       )NFǦPEG    )nterféron pégylé     )RES             Site dǯentrée interne du ribosome    )RFǦ͵            )nterferon regulatory factor ͵    )SG                )nterferon stimulated gene    JF(Ǧͳ            Japanese Fulminant (epatitis ͳ    LD                 Lipide droplets      LDL               Low density lipoprotein     LDLǦR          LDL Récepteur     ME               Microscopie électronique   NC                 Région non codante      NS                 Protéine non structurale      OCLN           Occludine     ORF              Cadre ouvert de lecture      PAMP           PathogenǦassociated molecular pattern  PCR               Polymerase chain reaction    PKR              Protéine kinase R      PTB               Polypyrimidine tractǦbinding protein    RdRp            RNAǦdependent RNAǦpolymerase   RE                  Réticulum endoplasmique    R)GǦͳ            Retinoic acid inducible gene ͳ    RTǦPCR       Reverse transcriptionǦPCR    SC)D             )mmunodéficience severe combine   sEʹ               forme soluble de la glycoprotéine Eʹ du (CV SP                  Signal peptidase      SPP               SignalǦpeptide peptidase    SRǦB)            Scavenger receptor class B type )    STAT            Signal tranducer and activator of transcription  TLRǦ͵           TollǦlike receptor ͵      TR)F                                 TollǦinterleukinǦͳ receptorǦdomainǦcontaining adaptator inducing )FN Ⱦ     VAP              Protéine associée aux vésicules    



  

VLDL           Very low density lipoprotein     VSV                                   Virus de la stomatite vésiculaire                              
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L̵hépatite C est une affection hépatique provoquée par un virus à ARN de la famille des 
Flaviviridae, le virus de lǯhépatite C ȋ(CVȌǤ Cette infection constitue un problème majeur de santé publique puisquǯelle touche environ ͵Ψ de la population mondialeǡ soit plus de ͳ͹Ͳ  millions  de  personnes  infectés  ȋWǤ(ǤO  ͳͻͻͻȌǤ  La  transmission  du  (CV  est essentiellement parentéraleǤ Jusquǯen ͳͻͻͲǡ la transfusion de produits sanguins et de ses dérivés a été la première cause reconnue de la diffusion de lǯinfection ȏAlter et alǤǡ ͳͻͺͻǢ Donahue  et  alǤǡ  ͳͻͻʹȐǤ  Actuellement  la  cause  majeure  de  contamination  est  la toxicomanie  par  voie  intraveineuseǤ  La  pratique  du  partage  des  seringues  était  très fréquente avant lǯépidémie du virus de lǯimmunodéficience acquise ȋ()VȌǡ expliquant la forte séroprévalence du (CV chez les anciens usagers de drogue par voie intraveineuseǡ estimée entre ͷͲ et ͺͲ Ψ ȏArteagaǦVizcaino et alǤǡ ͳͻͻ͵Ǣ Thomas et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ   Le risque majeur  lié à  lǯhépatite C est  son évolution dans ͸Ͳ  à ͻͲ Ψ des cas vers une hépatite chronique qui est une cause majeure de cirrhose et de  cancer primitif du  foie ȋcarcinome hépatocellulaire ou C(CȌǤ A  lǯheure actuelleǡ aucune stratégie de dépistageǡ de prévention ou de traitement nǯa encore réussi à combattre lǯinfection par le (CV de façon totalement satisfaisante ȏGale and Foyǡ ʹͲͲͷȐǤ La seule thérapie antivirale utilisée repose  sur  lǯassociation dǯinterféron pégylé  ȋ)FNǦPEGȌ  et  de  ribavirine  ȏWeberǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ Les limites de ce traitement sont son efficacité sur un nombre  limité de patients et ses nombreux  effets  secondairesǤ  En  lǯabsence  de  thérapie  efficace  et  dǯun  vaccinǡ  la recherche fondamentale sur le (CV est essentielle afin de comprendre à quelle étape le virus peut être bloqué dans lǯorganismeǡ et ainsi être éliminéǤ  Nous pouvons noter que la recherche sur le (CV a été pendant longtemps confrontée à des obstacles du  fait de  lǯabsence ͳιȌ de  système de  cultures primaires dǯhépatocytesǡ difficiles  à  obtenir  et  à  standardiser  et  ne  permettant  pas  une  réplication  efficace  du virus in vitro et ʹιȌ de modèles animaux adaptés car le (CV nǯinfecte que lǯhomme et le chimpanzéǤ  La  majorité  des  données  actuelles  reposent  donc  sur  des  approches  de biologie moléculaire ȏCastet et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Fournier et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Rumin et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ   Le  manuscrit  est  divisé  en  cinq  principales  partiesǤ  Le  chapitre  )  donne  une  revue bibliographique  sur  le  virus  de  lǯhépatite  CǤ  Le  chapitre  ))  décrit  les  outils  originaux développés  dans  le  laboratoire  et  qui  nous  ont  permis  de  réaliser  cette  étudeǤ  Le troisième chapitre résume lǯensemble des résultats obtenus aussi bien sur lǯétude de la 



)NTRODUCT)ON 

͵  

réponse  humorale  neutralisante  contre  le  (CV  in  vivo  que  sur  lǯactivité inhibitriceȀneutralisante  de  lǯanticorps  monoclonal  ȋAcMoȌ  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  sur  les interactions virusǦcellule in vitroǤ Lǯensemble des résulats sera discuté dans le quatriéme chapitreǤ Enfinǡ un dernier chapitre sera consacré aux conclusions et perspectives de ces étudesǤ  
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1.  HISTOIRE NATURELLE DE L’HEPATITE C  

1.1.  Découverte du virus  Les  termes  hépatite  A  et  hépatite  B  ont  été  introduits  en  ͳͻͶ͹  pour  distinguer  les hépatites  infectieuses  ȋépidémiquesȌ  des  hépatiques  sériques  ȋjaunissesȌ  ȏMacǡ  ͳͻͶ͹ȐǤ Cette  classification  a  été  adoptée  par  lǯOrganisation Mondiale  de  la  Santé  ȋOMSȌ  pour remplacer  les  multiples  descriptions  appliquées  jusquǯalors  à  ces  maladies  ȋWorld (ealth Organization ͳͻ͹͵ȌǤ Au milieu des années ͳͻ͹Ͳǡ le Dr Alter a démontré avec son équipe  que  la  plupart  des  cas  dǯhépatites  postǦtransfusionnelles  nǯétaient  pas  dus  au virus de lǯhépatite A ni à celui de lǯhépatite B ȏAlter et alǤǡ ͳͻ͹ͺǢ Feinstone et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Dès  lorsǡ  lǯexistence  dǯune  troisième  forme  dǯhépatite  liée  à  une  infection  virale  a  été suspectée  ȏZuckermanǡ  ͳͻ͹͸ȐǤ  Malgré  cette  découverteǡ  les  efforts  de  recherche coordonnés  au  niveau  international  pour  identifier  le  virus  responsable  de  cette maladieǡ  initialement baptisée hépatite non A non Bǡ  sont restés sans résultat pendant une  décennieǤ  Au  début  des  années  ͺͲǡ  cet  agent  a  été  caractérisé  comme  un microorganisme  de  ͷͲ  nm  de  diamètreǡ  possédant  probablement  une  enveloppe lipidique ȏBradleyǡ ͳͻͺͷǢ Bradley et alǤǡ ͳͻͺ͵ȐǤ )l aura fallu attendre ͳͻͺͻ et les progrès de la biologie moléculaire pour que le génome du virus responsable des hépatites nonǦA nonǦBǡ devenu depuis le virus de lǯhépatite C ȋ(CVȌǡ soit entièrement connu ȏChoo et alǤǡ ͳͻͺͻȐǤ La découverte de ce virus a dǯailleurs  inauguré une ère nouvelle de  la virologie puisqueǡ pour la première foisǡ  le génome dǯun agent infectieux a pu être identifié sans que  celuiǦci  ait  été  isolé  ou  cultivé  in  vitroǤ  Par  la  suiteǡ  de  nombreux  outils  ont  été développés pour mieux comprendre le mode dǯaction du (CVǤ 

Figure 1 : Histoire du virus de l’hépatite C  [Moradpour et al., 2001] 
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1.2.  Epidémiologie  Lǯhépatite  C  constitue  au  niveau  mondial  un  problème  majeur  de  santé  publiqueǤ  La transmission  du (CV  est  essentiellement  parentérale  et  résulte  de  la mise  en  contact direct  du  sang  dǯun  sujet  sain  avec  celui  dǯun  sujet  infectéǤ  Les  dernières  données  de lǯOMS font état dǯune prévalence de ͵Ψǡ variable dǯun continent à  lǯautre et dépendant également  de  la  population  testée  ȏMemon  and Memonǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Les  principaux  foyers dǯinfection sont localisés en Afrique et en Asieǡ où les taux de prévalence atteignent ͷ à ͸Ψ dans certains pays en voie de développement ȋFigure 2ȌǤ Dans les pays développésǡ cette prévalence du (CV est généralement inférieure à ͵Ψ ȋWorld (ealth Organization ʹͲͲ͵ȌǤ Au niveau de lǯUnion Européenneǡ le nombre de personnes séropositives pour le (CV a été estimé à ʹǡͷ millions ȏNalpas et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ En Franceǡ on estime que ͷͷͲǤͲͲͲ à ͸ͲͲǤͲͲͲ personnes sont porteuses de ce virusǡ soit ͳ à ͳǡʹΨ de la populationǤ La plupart des sujets contaminés ne développent aucun symptôme durant les premières phases de lǯinfection et on estime que plus de  la moitié des malades ne connaissent pas  leur état sérologiqueǤ Des campagnes de dépistage à grande échelle sont donc nécessaires pour proposer  des  traitements  aux  individus  infectés  asymptomatiques  et  pour  éviter  la propagation du (CVǤ 

Figure 2 : Distribution mondiale du HCV en 2003 (d’après les données du W.H.O 2003) 
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1.3.  Physiopathologie Les  étapes  successives  de  lǯhistoire  naturelle de  lǯinfection par  le  virus  de  lǯhépatite C ȋ(CVȌ sont bien connues ȋFigure 3ȌǤ Après une contamination par le (CVǡ qui entraîne dans ͳͲͲΨ des cas une hépatite aiguëǡ la grande majorité ȋ͸Ͳ à ͻͲΨȌ des sujets infectés restent porteurs chroniques du virusǤ Toutefoisǡ ͳͲ à ͶͲΨ des patients contaminés sont capables dǯéradiquer spontanément le virusǤ La probabilité de développer une cirrhose pour  une  personne  atteinte  dǯhépatite  C  chronique  est  estimée  entre  ͷǦ͵ͲΨ après  un délai moyen de ͳͷ ans ȏSugawara and Makuuchiǡ ʹͲͲ͸ȐǤ La stéatose hépatique est une des complications de lǯhépatite C chez ͵Ͳ à ͹ͲΨ des patientsǡ et a été identifiée comme un  facteur  de  risque  pour  la  progression  de  la  fibrose  ȏAsselah  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸aǢ  Negroǡ ʹͲͲ͸ȐǤ A  long  termeǡ  lǯinflammation chronique du  foie et  la  fibrose qui conduisent à  la cirrhose  sont  les  principaux  facteurs  dǯévolution  vers  un  carcinome  hépatocellulaire ȏKoharaǡ  ʹͲͲͲȐǡ  avec  un  risque  de  ͳ  à  ͵Ψ  par  an  et  responsable  de  la  mortalité  de lǯinfectionǤ  

 Figure 3: Histoire naturelle de l’infection par le HCV 
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1.3.1.  La phase aiguë Lǯinfection par le (CV se manifeste dǯabord par une hépatite C aiguë qui nǯest ictérique que dans une minorité des cas ȋʹͲΨȌ et anictérique avec peu ou pas de symptômes dans la plupart des cas  ȋͺͲΨȌǡ  ce qui explique que  le diagnostic  soit  rarement  fait au stade aigu  de  la  maladieǤ  Chez  une  minorité  de  patients  on  retrouve  des  symptômes  non spécifiquesǡ tels qu̵une perte de l̵appétitǡ un état de fatigueǡ des douleurs abdominalesǡ un état pseudo grippalǡ un prurit ou un ictèreǤ La durée des symptômes est inférieure à ͵ moisǤ  La  période  dǯincubation  et  la  sévérité  de  lǯhépatite  aiguë  pourraient  être  liées  à lǯimportance etȀou aux caractéristiques de lǯinoculumǤ Lǯincubation est variable et serait entre ͳͷ jours et ͸ moisǤ Lǯhépatite aiguë sévère est rareǤ Le diagnostic est fondé sur la sérologie viraleǤ  Le premier marqueur de  lǯinfection par  le (CV est  lǯapparition dǯARN viral  détectable  dans  le  sérum  par  PCR  ȏFarci  et  alǤǡ  ͳͻͻͳǢ  (inoǡ  ͳͻͻͶȐǤ  Les  anticorps antiǦ(CV  sont  détectables  au  stade  aigu  de  la  maladie  mais  la  séroconversion  peut également  survenir  tardivement  plusieurs  semaines  après  le  pic  des  transaminases ȋFigure  4ȌǤ  Les  transaminases  telles  que  lǯalanine  amino  transférase  ȋALATȌ  et lǯaspartate  amino  transférase  ȋASATȌ  sǯélèvent  avant  lǯapparition  des  symptômesǡ  et peuvent atteindre ͳͲ fois la normaleǤ   
 

 

 

 

 

 

 

Figure 4: Profil sérologique d’une hépatite C aiguë. 
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1.3.2.  La résolution de l’infection Suite  à  la  phase  aiguëǡ  environ  ͳͲǦͶͲΨ  des  patients  guérissent  spontanément  de lǯinfectionǤ  Cette  guérison  se  traduit  par  une  normalisation  des  transaminases  et  une négativation de la virémieǤ Le titre des anticorps antiǦ(CV diminue très lentementǡ mais restent détectables pendant de nombreuses annéesǤ )l nǯest pas clairement établi siǡ dans ces  conditionsǡ  lǯinfection  par  le  (CV  est  éradiquée  ou  si  une  infection  latente  peut persister en lǯabsence dǯARN du (CV détectable dans le sérumǤ Des études sur de larges cohortes  et  des  tests  de  détection  plus  sensibles  et  informatifs  sur  le  sérum  et  les lymphocytes  seraient utilesǤ  )l  est  intéressant de noter que  la  résolution  spontanée de lǯinfection  ne  protège  pas  toujours  lors  dǯune  réexposition  ultérieureǡ  mais  réduit  les risques de persistance ȏMehta et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ 
1.3.3.  La phase chronique Chez la plupart des patients ȋͺͲΨȌ lǯinfection par le (CV devient chroniqueǤ La sévérité de  la maladie  est  variable  et  dépend de  lǯatteinte  hépatiqueǤ  Lǯinfection  chronique  est alors définie par la persistance de lǯARN du (CV détectable dans le sérum pendant plus de ͸ mois après lǯhépatite aiguëǤ )l y a alors persistance de la virémie et maintien élevé des transaminases avec un profil en Ǽ dents de scie ǽ ȋFigure 5ȌǤ On peut distinguer trois formes dǯhépatites chroniques C ǣ 
• Lǯhépatite chronique à ALAT normales avec dans environ ͻͲΨ des  patients des lésions dǯhépatite chronique à la biopsie hépatique ȏPersico et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ  
• Lǯhépatite  chronique  minime  avec  une  maladie  du  foie  minimeǡ  de  lǯARN  viral détectable dans  le sérum par PCRǡ des transaminases très modérément élevéesǡ parfois  fluctuantes  et  transitoirement  normalesǡ  et  des  lésions  dǯactivité  et  de fibrose minimes 

 
• Lǯhépatite  chronique  modérée  ou  sévère :  le  pronostic  et  lǯindication  du traitement  sǯétablit  par  rapport  à  la  biopsie  hépatique  qui  montre  des  lésions plus marquées dǯactivité et de fibrose ȋscore Metavir ǣ AxFyȌǤ Environ ʹͲΨ de ces malades développeront une cirrhose en ʹͲ ans ȏAlter and Seeffǡ ʹͲͲͲȐǤ 
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Nous noterons que la valeur des transaminases nǯest pas un bon marqueur de la sévérité de lǯinfection chroniqueǤ        
Figure 5 : Profil sérologique d’une hépatite C chronique  

1.4.  Traitements contre le HCV 

1.4.1.  Traitement actuel  Les objectifs des traitements de lǯhépatite C sont multiplesǤ En effetǡ dans le cadre dǯune hépatite C aiguëǡ lǯobjectif principal est dǯéviter le passage à la chronicité de la maladieǤ Dans  le  cadre  dǯune  hépatite  C  chroniqueǡ  les  objectifs  sont  dǯéradiquer  le  virusǡ  de réduire  lǯactivité de  la maladieǡ diminuer  la progression de  la  fibrose et de prévenir  la survenue dǯune cirrhose et dǯun carcinome hépatocellulaireǤ  L̵interféron  ȋ)FNȌǦȽ a été  initialement utilisé en monothérapie  ȏPoynard et  alǤǡ  ͳͻͻ͸ȐǤ Une  administration  triǦhebdomadaire  en  monothérapie  pendant  ͸  mois  à  ͳʹ  mois permettrait dǯobtenir un  taux de  réponse virologique prolongée  globalement  faible de lǯordre  de  ͳ͹Ψ  ȋFigure  6ȌǤ  Ce  pourcentage  variait  en  fonction  de  certains  facteurs virologiques  ȋgénotypeǡ  virémie  quantitativeǡ  hétérogénéité  génomiqueȌ  et  de  facteurs liés  à  l̵hôte  ȋcirrhose  constituéeǡ  immunosuppressionȌǤ  Ainsiǡ  les  infections  liées  à  un génotype ͳǡ et notamment ͳbǡ ne permettaient d̵espérer un taux de réponse virologique à long terme que de l̵ordre de ͷ à ͳͲΨǡ alors que des infections par des génotypes ʹ ou ͵  étaient  éradiquées  par  l̵)FNǦȽ  dans  environ  ͵ͲΨ  des  casǤ  A  partir  de  ͳͻͻͷǡ 
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l̵association à lǯ)FN de la ribavirineǡ administrée à une posologie quotidienneǡ a permis dǯatteindre  environ  ͶͳΨ  de  réponse  virologique  prolongée  avec  les  mêmes  facteurs prédictifs de  réponse que ceux  identifiés pour  l̵)FN en monothérapie  ȏLai et alǤǡ ͳͻͻ͸Ǣ Mc(utchison  et  alǤǡ  ͳͻͻͺȐǤ  La  pégylation  de  lǯ)FN  ȋfixation  dǯune  molécule  de polyéthylèneǦglycol  à  la molécule  dǯ)FNȌ  ralentit  la  résorption  du médicamentǡ  réduit son  élimination  et  augmente  sa  demiǦvieǡ  permettant  dǯobtenirǡ  après  une  injection hebdomadaireǡ  des  concentrations  sériques  dǯ)FN  stables  et  une  pression  antivirale constante ȏGlue et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ Lǯ)FN pégylé ȋPEGǦ)FNȌ utilisé en monothérapie permet de doubler lǯefficacité de la réponse virologique prolongée chez les malades naïfs traités Ͷͺ semaines par rapport à celle observée avec lǯ)FN standard correspondant ȏLindsay et alǤǡ ʹͲͲͳǢ  Zeuzem  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  Les  résultats  satisfaisants  obtenus  avec  lǯ)FN  pégylé  par rapport  à  lǯ)FN  standard  ont  ouverts  la  voie  à  des  études  qui  ont  testé  lǯefficacité  de lǯassociation  )FN pégylé  à  la  ribavirineǡ  qui  est  aujourdǯhui  le  traitement de  référenceǤ Cette combinaison s̵est avérée globalement plus efficace que la bithérapie standard avec une tolérance comparable et les résultats suivants ǣ ͸ͳΨ de réponse virologique ͸ mois après l̵arrêt du traitement ȋͶͺΨ en cas de génotype ͳ et ͺͺΨ en cas de génotypes ʹ et ͵Ȍ  et  ͷ͸Ψ  d̵amélioration  histologique  des  lésions  de  fibroseǡ  particulièrement  après réponse  virologique  prolongéeǤ  L̵efficacité  thérapeutique  est  principalement dépendante  du  génotype  et  est  peu  modifiée  par  le  grade  de  fibrose  ȋ)nternational consensus conference on hepatitis C ȏͳͻͻͻȐȌǤ  

Figure 6 : Historique du traitement de l’hépatite chronique C [Pawlotsky et al., 2004]  
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1.4.2.  Essais cliniques Plusieurs substances susceptibles dǯinteragir avec le cycle du virus de lǯhépatite C sont en cours de développementǡ afin de disposer de nouveaux traitements qui permettraient dǯaméliorer  lǯefficacité  et  la  tolérance  de  la  bithérapie  recommandée  actuellement ȋ)nterféron Pégylé Ϊ RibavirineȌǤ 
1.4.2.1.  La valopicitabine ou NM 283 La  valopicitabine  ou NM  ʹͺ͵  est  un médicament  sous  licence  chez  Novartis  en  cours d̵essais cliniques pour le traitement de l̵hépatite CǤ Elle bloque la réplication du virus de l̵hépatite C en inhibant spécifiquement l̵ARN polymérase du virusǤ Les essais cliniques phase  ))b  en  cours  évaluent  l̵association de  la  valopicitabine  et  de  l̵interféron pégylé chez  les patients  atteints d̵hépatite C qui n̵ont pas  répondu à un  traitement  antiviral antérieurǡ ainsi que chez les patients qui n̵ont pas encore été traités pour l̵hépatite CǤ La valopicitabine  entraîne  des  effets  secondaires  légersǡ  transitoires  chez  la  plupart  des patientsǡ et moins fréquents à des doses inférieures ȋʹͲͲ à ͶͲͲ mgȀjourȌǤ 
1.4.2.2.   Les inhibiteurs de protéase Le  (CV  possède  une  enzymeǡ  la  protéase  à  sérine  NS͵ǡ  qui  est  essentielle  pour  sa réplicationǤ  Les  inhibiteurs  de  protéase  empêchent  la  réplication  viraleǤ  A  la  suite  du succès des inhibiteurs de la protéase du virus de lǯimmunodéficience acquise ȋ()VȌǡ deux inhibiteurs  de  la  protéase  du  (CV  sont  aujourdǯhui  testés  chez  les  patientsǤ  Deux molécules  font  lǯobjet  dǯétudes  plus  poussées  ǣ  VXǦͻͷͲ  ȋlaboratoire  VertexȌ  et  SC(ǦͷͲ͵Ͳ͵Ͷ  ȋSchering  PloughȌǤ  Les  résultats  préliminaires  sont  très  encourageantsǡ entrainant  une  diminution  de  la  charge  virale  plus  importanteǡ  et  on  pourrait  voir apparaître ces médicaments sur le marché dǯici quelques annéesǤ  

2.  BIOLOGIE DU VIRUS DE L’HEPATITE C 

2.1.  Classification phylogénétique Le virus de  lǯhépatite C appartient à  la  famille des Flaviviridae  ȋdu  latin  flavus ǣ  jauneȌ ȏChoo et alǤǡ ͳͻͻͳǢ Miller and Purcellǡ ͳͻͻͲȐǤ Cette famille est divisée en plusieurs genres ǣ  le  genre  flavivirus  qui  comprend  le  virus de  la  fièvre  jauneǡ  le  virus de  la Dengueǡ  le 
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virus du Nil occidentalǡ le genre pestivirus composé du virus de la diarrhée bovine et du virus de  la peste porcineǡ et  le genre hepacivirusǡ dont  le (CV est à  lǯheure actuelleǡ  le seul représentant  ȏTellinghuisen and Riceǡ ʹͲͲʹȐǤ Tous  les virus de cette  famille ont  la particularité dǯêtre de petits virus enveloppés dont le génome est un ARN simple brin de polarité positive et dont la traduction conduit à lǯexpression dǯune polyprotéine qui est ensuite clivée par des protéases dǯorigines cellulaires et viralesǤ   
2.2.  Organisation génomique Le génome du (CV est un ARN monocaténaire de polarité positive dǯenviron ͻ͸ͲͲ basesǤ Son génome est riche en GǦCǡ ce qui semble indiquer quǯil est sans doute très structuré dans le cytoplasme des cellules infectées et dans les particules viralesǤ )l peut être divisé en trois parties de ͷǯ en ͵ǯ ȋFigure 7Ȍ ǣ la région ͷǯ non traduite ȋͷǯNTRȌ contenant lǯ)RES ȋinternal  ribosome  entry  siteȌǡ  une  phase  ouverte  de  lecture  principale  codant  lͲ protéines viralesǡ et la région ͵ǯ non traduite ȋ͵ǯNTRȌǤ 

 
Figure 7: Représentation schématique de l’organisation génomique et protéique du HCVǤ 

 Le génome du HCV code pour une polyprotéine. Cette région codante est encadrée en 5’ par une séquence 
non codante, contenant un site d’entrée du ribosome (IRES), et en 3’ par une séquence non codante essentielle 
à  la  réplication  virale.  La  polyprotéine  virale  est  clivée  par  des  peptidases  cellulaires  pour  former  des 
protéines  structurales  (la protéine de  core et  les deux protéines d’enveloppe E1 et E2), et par  la protéase 
virale (NS2/NS3) pour former les protéines non structurales (de NS2 à NS5b). Ces protéines nonǦstructurales 
et structurales sont séparées par une petite protéine hydrophobe appelée p7.  
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2.2.1.  La région 5’non codante Lǯextrémité ͷǯ est non codante ȋͷǯNCȌǡ hautement conservée à  travers  les génotypes et composée  dǯenviron  ͵Ͷͳ  nucléotidesǤ  Sa  modélisation  indique  quǯelle  fait  lǯobjet  dǯun repliement complexe en structures réparties en quatre domaines principaux ȋdomaines ) à )VȌ ȏSmith et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ Dans le cas du (CVǡ la traduction se fait par lǯintermédiaire dǯun  site  interne  dǯentrée  du  ribosomeǡ  )RES  ȋFigure 8ȌǤ  Cette  région  comporte  ͵  à  ͷ codons  AUG  non  initiateurs  de  la  traductionǡ  Ͷ  domaines  riches  en  tigesǦboucles  ȋle domaine  )V  contenant  le  codon  AUG  initiateur  de  la  traduction  du  cadre  de  lecture ouvertȌ et un pseudoǦnoeud localisé dans le domaine ))) ȏ(onda et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ Lǯ)RES est constitué par les domaines ))ǡ ))) et )VǤ Cette structure fixe la sousǦunité ͶͲS du ribosome et permet la traduction du cadre de lecture ouvertǤ Les premiers nucléotides du cadre de lecture  ouvert  ȋʹͲ  à  ͶͲ  nucléotidesȌ  semblent  être  impliqués  dans  le  repliement  de lǯ)RES et donc dans son fonctionnement ȏRijnbrand et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8: Repliement secondaire de l’IRES du HCV (d’après Lemon et al., 2007). 
La 5’NC contient un IRES incluant quatre domaines (I, II, III et IV) et des sous domaines du domaine III 
(a, b, c, d, e et  f). Les tigesǦboucles sont  indiquées et  le codon AUG  initiateur est souligné dans  la tigeǦ
boucle IV. 
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2.2.2.    Le cadre ouvert de lecture La  région  ͷǯNC  est  suivie  dǯun  large  et  unique ORF  ȋopen  reading  frameȌ  débutant  en position ͵Ͷʹ par un  codon AUG  initiateur de  la  traductionǤ De  taille  variable  selon  les génotypes ȋͻͲ͵Ͳ à ͻͲͻͻ ntȌǡ la région code une polyprotéine précurseur de ͵ͲͳͲ à ͵Ͳ͵͵ acides aminésǤ Sous lǯaction des protéases cellulaires et viralesǡ cette polyprotéine va se cliver pour donner naissance à des protéines structurales ȋla protéine de capside Cǡ les glycoprotéines dǯenveloppe Eͳ et EʹȌǡ une protéine p͹ et des protéines non structuralesǡ NS ȋNSʹǡ NS͵ǡ NSͶAǡ NSͶBǡ NSͷAǡ et NSͷBȌ ȋFigure 7ȌǤ Les structures et fonctions de ces différentes protéines seront détaillées plus basǤ  
2.2.3.   La région 3’ non codante  Cette  région  est  composée  de  ͵  domaines  de  ͷǯ  en  ͵ǯ  ǣ  une  région  dǯenviron  ͵Ͳ nucléotidesǡ  variable  selon  les  génotypesǡ une  région polyȋUȀUCȌ de  longueur variable constituée dǯune succession de polyǦU et polyǦpyrimidique ȋpolyǦUCȌ et une région très structurée  de  ͻͺ  nucléotidesǡ  la  région  X  ȋFigure  9Ȍ  ȏBlight  and  Riceǡ  ͳͻͻ͹ȐǤ  Cette dernière  est  repliée  en  ͵  tigesǦboucles  et  semble  jouer  un  rôle  important  dans  la synthèse du brin nonǦcodant au cours de la réplicationǤ De plusǡ elle est capable de se lier à des protéines cellulairesǡ comme la  polypyrimidine tractǦbinding protein ȋPTBȌ qui est impliquée dans la traduction médiée par lǯ)RES ȏKolykhalov et alǤǡ ͳͻͻ͸Ȑ mais aussi avec des protéines viralesǡ  comme  la protéine NS͵  ȏBanerjee and Dasguptaǡ ʹͲͲͳǢ Yu et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ                   
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Figure 9: Repliement secondaire de l’extrémité 3’NC du HCV (d’après Lemon et al. 2007).  
La  séquence  en  3’  de NS5B  et  la  région  variable  de  l’extrémité  3’NT  pourraient  former  une  structure  en 
tigeǦboucle. SL, tigeǦboucle. Les régions variables, poly U/UC et la région conservée sont indiquées.  
2.3.  Structure et fonction des protéines virales 

2.3.1.  Protéines structurales 

2.3.1.1.  La protéine de capside (C) La protéine de capside ȋCȌ est la première protéine codée par le génome du (CVǡ entre les résidus ͳ et ͳͻͳ de la polyprotéineǤ Cǯest une protéine très basiqueǡ localisée dans le cytoplasme à proximité des membranes périnuléaires  et du  réticulum endoplasmiqueǤ La  protéine  de  capside  existe  sous  deux  formesǤ  Dans  une  première  étapeǡ  un  clivage protéolytique  du  peptide  signal  situé  à  lǯextrémité  CǦterminale  de  la  protéine  donne naissance à  la forme Ǽ immature ǽǡ une protéine très basique de ʹ͵ kDa ȋpʹ͵Ȍǡ  formée des  ͳͻͳ  premiers  aa  de  la  polyprotéine  précurseur  ȋSantolini  et  alǤ  ͳͻͻͶȌǤ  Dans  une seconde étapeǡ  lǯaction dǯune peptidase de peptide signal dǯorigine cellulaire ȋSPP pour 
Signal  Peptide  PeptidaseȌ  ȏMcLauchlan  et  alǤǡ  ʹͲͲʹǢ  Santolini  et  alǤǡ  ͳͻͻͶǢ  Yasui  et  alǤǡ ͳͻͻͺȐ  conduit  à  une  forme  dite  Ǽ  mature  ǽ  de  ʹͳ  kDa  ȋpʹͳȌǡ  formée  de  ͳ͹ͻ  aa  qui résultent du clivage du peptide signal entre les résidus ͳ͹ͻ et ͳͺͲǤ  Dǯun point de vue structuralǡ la forme Ǽ mature ǽ possède des dimères dǯhéliceǦȽǡ et qui se  comporte  comme  une  protéine membranaire  ȏBoulant  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Cette  protéine 
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peut  être  séparée  en  deux  domaines  ǣ  un  domaine  ȋDͳȌ  constitué  des  deux  tiers  NǦterminaux  hydrophiles  de  la  protéine  et  un  domaine  ȋDʹȌ  constitué  du  tiers  carboxyǦterminal hydrophobe ȏBoulant et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Le domaine Dͳ contient de nombreux acides aminés  chargés  positivement  et  possède  des  caractéristiques  communes  avec  les protéines  de  capside des pestivirus et  des  flavivirus  ȏBoulant  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ McLauchlanǡ ʹͲͲͲȐǤ Ce domaine est impliquéǡ entre autresǡ dans la fixation de la protéine C avec lǯARN viral  et  dans  son  homoǦoligomérisationǤ  Le  domaine  Dʹ  est  nécessaire  au  repliement correct du domaine Dͳ et est important pour conférer les propriétés membranaires de la  protéine  C  ȏBoulant  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ǣ  Boulant  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  En  effetǡ  cette  protéine  est retrouvée au niveau des membranesǡ telles que celles du REǡ mais aussi à la surface des gouttelettes  lipidiques ȋLD ǣ Lipid DropletȌ où elle colocalise avec  lǯapolipoprotéine A))ǡ un composant des LD synthétisé dans le foie dont la fonction est inconnue ȏBarba et alǤǡ ͳͻͻ͹ȐǤ La  protéine  de  capside  du  (CV  est  multifonctionnelle  et  est  essentielle  pour  la réplication viraleǡ  la maturation et  la pathogenèseǤ  Lǯanalyse  de  sa  séquence a montré lǯexistence dǯun site putatif de liaison à lǯADNǡ de signaux de localisation nucléaire et de sites  de  phosphorylationǤ  )l  a  été  montré  que  cette  protéine  peut  interférer  avec  un certain  nombre  de  processus  cellulaires  impliqués  dans  la  pathogenèse  virale ȏMcLauchlanǡ  ʹͲͲͲǢ  Ray  and  Rayǡ  ʹͲͲͳȐǤ  De  plusǡ  elle  serait  capable  de  stimuler  le phénomène de  fibrose menant  à  la  cirrhose  ȏBataller  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐ  et de provoquer un stress oxydatif dans la cellule ȏOkuda et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ En outreǡ la protéine C peut également interférer  avec  les  mécanismes  de  défense  antivirale  de  la  cellule  hôte  ȏBode  et  alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Enfinǡ il a été montré que la protéine C avait une activité ARN chaperonne lors de la réplication du génome viral ȏ)vanyiǦNagy et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ 
2.3.1.2.  Les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2  Les deux glycoprotéines dǯenveloppe Eͳ et Eʹ sont les constituants de lǯenveloppe viraleǤ La  protéine  Eͳ  est  une  protéine  de  ͵͵  kDa  et  qui  correspond  sur  la  polyprotéine  au résidus  ͳͻʹ  à  ͵ͺ͵  ȏFournillier  Jacob  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸Ǣ  (ijikata  et  alǤǡ  ͳͻͻͳȐǤ  Quant  à  la protéine Eʹǡ cǯest une protéine de ͹Ͳ kDaǡ qui se situe entre les résidus ͵ͺͶ et ͹Ͷ͸ de la polyprotéine précurseurǤ Ces deux protéines sont générées à partir de  la polyprotéine 
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par  clivage  protéolytique  ȏDubuisson  and  Riceǡ  ͳͻͻ͸Ȑǡ  grâce  à  une  peptidase  signal dǯorigine cellulaire ȏDubuisson et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Ce sont des protéines transmembranaires de type )ǡ avec un large ectodomaine aminoǦterminal dans la lumière du Réticulum Endoplasmique ȋREȌ et un ancrage hydrophobe carboxyǦterminal dans la membrane du RE ȏDubuisson et alǤǡ ͳͻͻͶȐǤ Ces glycoprotéines sont  associées  de  manière  non  covalente  sous  forme  dǯhétérodimères  ȋRalston  et  al., ͳͻͻ͵ Ǣ  Deleersnyder  et  al.,  ͳͻͻ͹Ȍǡ  et  cette  association  est  dépendante  des  domaines transmembranaires ȏOp De Beeck et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Les domaines transmembranaires de Eͳ et  Eʹ  sont  composés  de  deux  régions  hydrophobes  séparées  par  un  petit  domaine composé de résidus chargés très conservés ȏCocquerel et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ La deuxième région hydrophobe de Eͳ agit comme un peptide signal pour la glycoprotéine Eʹ ȏCocquerel et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Après clivage par la signal peptidase cellulaireǡ la conformation des domaines transmembranaires  de  Eͳ  changeǡ  permettant  la  localisation  cytosolique  de  son extrémité  CǦterminaleǤ  En  plus  de  la  formation  des  hétérodimèresǡ  les  domaines transmembranaires  sont  essentiels  pour  la  rétention  au  RE  ȏCocquerel  et  alǤǡ  ʹͲͲͳǢ Cocquerel et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ Eͳ et Eʹ portent de nombreux résidus NǦglycosylésǡ ce qui leur vaut la dénomination de glycoprotéines dǯenveloppeǤ En effetǡ la glycoprotéine Eͳ présente ͷ ou ͸ sites potentiels de NǦglycosylation et la glycoprotéine Eʹ en possède ͻ à ͳͳ selon le génotype ȏGoffard and Dubuissonǡ ʹͲͲ͵Ǣ Zhang and Cheliusǡ ʹͲͲͶȐǤ La NǦglycosylation est une modification postǦtraductionnelle  qui  consiste  en  lǯaddition  dǯoligosaccharides  sur  des  résidus asparagine  situés  dans  un  contexte  précis  AsnǦXǦSerȀThrǤ  De  nombreuses  protéines situées à la surface de virus enveloppés présentent cette modificationǡ qui est supposée jouer un rôle dans la stabilitéǡ lǯantigénicité ou les propriétés biologiques des protéines dǯenveloppe  ȏKornfeld and Kornfeldǡ ͳͻͺͷȐǤ Le  rôle de  la NǦglycosylation dans  le  cycle viral  du (CV  nǯest  pas  encore  clair  ȏGoffard  and Dubuissonǡ  ʹͲͲ͵Ȑǡ mais  par  analogie avec  dǯautres  virus  enveloppésǡ  pourrait  intervenir  dans  la  voie  de  sécrétion  en préservant  la  conformation  des  glycoprotéines  ou  dans  le  masquage  des  épitopes permettant lǯéchappement au système immunitaireǤ Des régions hypervariables ȋ(VRȌ ont été identifiées dans la séquence de Eʹ ȏWeiner et alǤǡ  ͳͻͻͳȐǤ  Ces  régions  diffèrent  jusquǯà  ͺͲΨ  dǯun  génotype  à  lǯautreǤ  Malgré  cette 
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diversitéǡ  les  propriétés  physicochimiques  des  résidus  à  certaines  positions  et  la structure  globale  du  domaine  sont  très  conservées  ȏPenin  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  La  première région hypervariableǡ (VRͳǡ est constituée des ʹ͹ premiers aa de EʹǤ Cǯest une région très immunogène chez lǯhommeǡ qui est soumis à une pression de sélection exercée par le  système  immunitaireǤ  Un  clone  du  (CV  ne  possédant  pas  cette  région  (VRͳ  a  été montré comme étant infectieuxǡ mais fortement atténué par rapport à la forme sauvage chez  le  chimpanzé  ȏForns  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǡ  indiquant  un  rôle  potentiel  de  cette  régionǡ probablement dans lǯentrée virale ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵bǢ Callens et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ En dépit de  sa  tolérance  apparente  aux  mutations  aminoǦacidiquesǡ  les  propriétés  physicoǦchimiques et  la conformation spatiale de  la séquence (VRͳ sont  fortement conservées au sein des complexes protéiques de  lǯenveloppe ȏPenin et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Une autre région hypervariable ȋ(VRʹȌ a été décrite dans Eʹ ȏWeiner et alǤǡ ͳͻͻͳȐǡ et cette région pourrait moduler la liaison de Eʹ à son récepteur ȋRoccasecca et alǤ ʹͲͲ͵ȌǤ Les glycoprotéines du (CV jouent des rôles majeurs à différentes étapes du cycle viralǤ En  effetǡ  elles  seraient  impliquées  dans  lǯinteraction  avec  les  récepteurs  cellulaires  et dans lǯentrée du virus dans les cellules ciblesǤ Ainsiǡ  la protéine Eʹ joue plusieurs rôles dans  la  survie  de  la  particule  virale  dans  lǯorganismeǤ  Elle  serait  impliquée  dans lǯadsorption du virus à la surface cellulaire en se liant par son ectodomaine au récepteur cellulaire  CDͺͳǤ  La  protéine  Eͳ  est  considérée  comme  responsable  de  la  fusion  entre l̵enveloppe virale et l̵enveloppe cellulaireǤ De plusǡ de par leur exposition à la surface du virionǡ  les  protéines  dǯenveloppe  sont  des  éléments  facilement  reconnus  par  les effecteurs de la réponse immunitaire humoraleǤ Elles constituent les cibles majeures des anticorps neutralisants dirigés contre le V(C ȏWeiner et alǤǡ ͳͻͻʹȐǤ   
2.3.2.   Les Protéines non structurales 

2.3.2.1.  La protéine NS2  Cǯest  une  protéine  transmembranaire  de  ʹ͵  kDaǡ  dont  le  domaine  CǦterminal  est transloqué dans la lumière du RE ȏSantolini et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ Elle sǯétend sur la polyprotéine du résidu ͺͳͲ au résidu ͳͲʹ͸ ȏGrakoui et alǤǡ ͳͻͻ͵aǢ (ijikata et alǤǡ ͳͻͻ͵ȐǤ  
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Des études ont montré que la protéine NSʹ ne serait pas nécessaire à  la réplication de lǯARN viral ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲͲǢ Lohmann et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Cependantǡ sa fonction principale est  le  clivage protéolytique à  la  jonction NSʹǦNS͵Ǥ Cette  fonction de  clivage est portée par  une  activité  protéase  à  cystéine  entre  NSʹ  et  la  partie  NǦterminale  de  NS͵Ǥ  La structure de NSʹ après clivage par  la protéase NSʹȀ͵ révèle que NSʹȀ͵ est un dimère comportant  deux  sites  actifs  ȏLorenz  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸ȐǤ  Pour  chaque  site  actifǡ  les  résidus catalytiques  histidine  et  glutamate  sont  apportés  par  lǯextrémité  CǦterminale  dǯun monomèreǡ alors que  la cystéine nucléophile est portée par  lǯextrémité CǦterminale du secondǤ Une  grande proximité  entre  les  extrémités CǦterminales  des deux monomères est  donc  nécessaire  pour  que  la  protéase  soit  activeǤ  Après  clivageǡ  les  extrémités  CǦterminales  du  dimère  sǯéloignentǡ  ce  qui  implique  que  lǯactivité  protéase  est  perdue après le clivage de la jonction NSʹȀNS͵Ǥ Dǯautres rôles ont été suggérés pour NSʹǡ dans lǯapoptose  ȏErdtmann  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ȑ  et  dans  la  modulation  de  gènes  de  transcription ȏDumoulin et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Elle semble également être impliquée dans la phosphorylation de NSͷA ȏLiu et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Son interaction avec la caséine kinaseǡ CKʹ montre que NSʹ a une  demiǦvie  courteǡ  dont  la  dégradation  par  le  protéasome  est  régulée  par phosphorylation ȏFranck et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ 
2.3.2.2.  La protéine NS3  NS͵  est  une  protéine  multifonctionnelle  de  ͹Ͳ  kDa  pouvant  exercer  trois  activités enzymatiques  différentes ǣ  une  fonction  sérine  protéase  dans  la  partie  NǦterminale permettant  le clivage de  la  jonction NSʹǦNS͵ et des protéines nonǦstructurales situées en  aval  ȏBartenschlager  et  alǤǡ  ͳͻͻͶȐǡ  et  deux  activités  combinées  nucléoside triphosphatase ȋNTPaseȌȀhélicase localisées du coté carboxyǦterminal et jouant un rôle dans la réplication virale ȏBorowski et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Sur le plan structuralǡ la protéine NS͵ ne possède pas de domaine transmembrannaire mais est maintenue à la membrane par liaison non covalente avec NSͶAǤ En effetǡ  lorsque que NS͵ est  exprimée seuleǡ elle est retrouvée de manière diffuse dans le cytoplasme et dans le noyauǤ Alors quǯen présence de NSͶAǡ la protéase est retrouvée au niveau des membranes du RE et des membranes associées au RE ȏWolk et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ  Le  rôle  le  plus  clair  actuellement  attribué  à  cette  protéine  consiste  en  lǯinhibition  du facteur )RF͵ en réponse à la stimulation du récepteur TLR͵ par des ARN double brinsǤ )l 
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a  été  démontré  quǯil  existe  une  étroite  corrélation  entre  les  taux  dǯexpression  de  ce facteur de transcription des interférons de type ) et le niveau de réplication virale ȏFoy et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  De  plusǡ  la  protéine  NS͵  a  été  montré  interagir  avec  des  protéines cellulaires  et  être  impliquée dans  les processus de  carcinogénèse  ȏZemel  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǤ Mais son rôle dans lǯoncogenèse nǯest pas encore démontréǤ 
2.3.2.3.   La protéine NS4A  NSͶA est une petite protéine dǯenviron ͺ kDaǤ Son rôle de coǦfacteur de la protéase NS͵ est  attribué  à  plusieurs  fonctionsǤ  Tout  dǯabordǡ  il  possède  un  domaine transmembranaire  dans  sa  partie  NǦterminale  qui  permet  lǯancrage  de  la  protéase NS͵ȀͶA à  la membrane du  réticulum endoplasmique  ȏWolk et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǤ Dǯautre partǡ NSͶA intervient dans le repliement de NS͵ǡ et plus spécifiquement dans la conformation correcte de la partie NǦterminaleǤ NSͶA est également impliquée dans la protection de la protéase  contre  les  dégradations protéolytiquesǡ  et  permet  une  activation de  lǯactivité protéase  en  changeant  la  conformation  du  site  catalytiqueǤ  )l  a  été montré  que  NSͶA sǯaccumule dans les mitochondries où elle cause des dommages aboutissant à lǯentrée en apoptose des cellules ȏNomuraǦTakigawa et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ 
2.3.2.4.  La protéine NS4B  NSͶB  est  une  petite  protéine  hydrophobe  de  ʹ͹  kDa  avec  quatre  domaines transmembranaires dont  la fonction est encore inconnue ȏ(ugle et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Lundin et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ )l a été montré que cette protéine pouvait être palmitoylée dans sa région CǦterminale  ȏYu  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  La  protéine  NSͶB  est  essentiellement  retrouvée  dans  la membrane du REǡ et ses extrémités N et CǦterminales sont cytoplasmiques  ȏGretton et alǤǡ ʹͲͲͷǢ (ugle et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Lundin et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Néanmoinsǡ une fraction des extrémités NǦterminales  peut  être  dans  la  lumière  du  RE  ȏLundin  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  La  région  NǦterminale  de NSͶB  contiendrait  une  hélice  amphipatique  qui  permettrait  lǯassociation avec les membranes ȏElazar et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ )l a été montré que NSͶB  est capable dǯinduire seule  des  altérations  membranaires  spécifiques  formant  un  réseau  membranaire ȋmembranous webȌǡ  siège de  la  réplication  virale  ȏEgger  et  alǤǡ  ʹͲͲʹǢ Gao  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ 
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Dǯautre partǡ cette protéine joue un rôle dans la transformation des cellules ȏPark et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ 
2.3.2.5.  La protéine NS5A  NSͷAǡ  protéine  hydrophile  associée  aux  membranesǡ  existe  sous  deux  isoformes  de masse  moléculaire  de  ͷ͸  et  ͷͺ  kDa  correspondant  à  des  degrés  différents  de phosphorylation sur résidus sérineǤ La fonction principale de NSͷA demeure inconnueǡ même  si  plusieurs  activités  lui  ont  été  attribuéesǤ  Elle  serait  importante  pour  la réplication du génome viral  ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲͲǢ Krieger et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Seegerǡ ʹͲͲͷȐǤ En effetǡ  des  mutations  qui  favorisent  la  réplication  virale  en  culture  cellulaire  sont retrouvées  dans  les  séquences  codant  la  protéine  NSͷAǤ  En  plus  de  son  rôle  dans  la réplication  du  génome  viralǡ  lǯintérêt  porté  à  NSͷA  a  initialement  été  son  implication potentielle dans la régulation de la réponse à lǯ)FN ȏTan and Katzeǡ ʹͲͲͳȐǤ NSͷA interagit avec la PKR et induit la sécrétion dǯinterleukine ͺ ȋ)LǦͺȌǡ une cytokine proǦinflammatoire conduisant à une inhibition des effets antiviraux de lǯ)FN ȏGale et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Polyak et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ  Lǯactivation  de  la  sécrétion  de  lǯ)LǦͺ  se  fait  directement  au  niveau  de  son promoteurǤ Le mécanisme par lequel lǯ)LǦͺ sǯoppose à lǯaction de lǯ)FN reste confus mais implique  probablement  une  inhibition  de  lǯexpression  des  )SG  ȋ)nterferon  stimulated genesȌǤ Au  niveau  cellulaireǡ  lǯinteraction  de  NSͷA  avec  de  nombreuses  protéines  a  été démontréeǤ  Ces  protéines  interviendraient  dans  lǯapoptoseǡ  la  transduction  de  signalǡ lǯactivation  de  la  transcription  et  la  transformation  cellulaire  ȋSNAPǡ  hVAPAǡ  des composants du complexe TF))Dǡ phosphoinoside ͵Ǧkinaseǡ ǥȌ ȏLevreroǡ ʹͲͲ͸ȐǤ 
2.3.2.6.   La protéine NS5B  NSͷB est une protéine phosphorylée de masse moléculaire apparente de ͸ͺ kDaǡ dont la séquence nucléotidique est extrêmement conservéeǡ non seulement dans  les différents isolats du (CVǡ mais aussi chez les pestivirusǡ les flavivirus et les autres virus à ARNǤ Elle possède  en  particulier  un  motif  en  acides  aminés  GDD  conservéǡ  caractéristique  de toutes  les  ARNǦpolymérases  ARN  dépendantes  ȋRdRPȌǤ  Ainsiǡ  NSͷB  serait  donc  lǯARN polymérase  du  (CVǡ  son  action  sǯexerçant  très  probablement  au  sein  dǯun  complexe 
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multimoléculaire de réplicationǡ du fait dǯinteraction directe avec les protéines NS͵ǡ NSͶ etǡ  par  lǯintermédiaire  de  cellesǦci  avec  NSͶB  et  NSͷAǤ  Lǯactivité  RdRP  pourrait  être régulée par oligomérisation et hétéromérisation avec dǯautres protéines viralesǤ Avec  une  localisation  cytoplasmiqueǡ  NSͷB  est  ancrée  au  niveau  du  RE  grâce  à  son domaine  CǦterminal  hydrophobe  formé  de  ʹͳ  aa  ȏLohmann  et  alǤǡ  ͳͻͻ͹ȐǤ  Sa  séquence dǯinsertion  dans  la  membraneǡ  servant  également  de  domaine  dǯinteraction  avec diverses protéinesǡ est indispensable à sa fonction dans le complexe de réplication virale ȏ)shido  et  alǤǡ  ͳͻͻͺǢ Moradpour  et  alǤǡ  ʹͲͲͶǢ  SchmidtǦMende  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  La  protéine NSͷB  joue un  rôle prépondérant au  sein du complexe de  réplication du (CVǤ En effetǡ elle  contribue  à  la  synthèse dǯARN de polarité  négativeǡ  qui  est  ensuite  utilisé  comme matrice  et  sert  à  la  réplication  du  génome  viral  aboutissant  à  un  ARN  de  polarité positiveǤ Dǯautre partǡ NSͷB serait aussi impliquée dans la résistance à la ribavirineǤ  
2.3.3.   Autres proteines 

2.3.3.1.   La protéine P7  Cǯest  une  petite  protéine  hydrophobe  de  ͸͵  aa  ȋenviron  ͹  kDaȌ  qui  est  localisée  à  la jonction entre les protéines structurales et non structuralesǤ Comme sa présence nǯétait pas requise pour la réplication dans le système réplicon ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲͲǢ Lohmann et alǤǡ  ͳͻͻͻȐ  ni  pour  la  formation  de  particules  dans  le modèle (CVǦLPs  ȏBaumert  et  alǤǡ ͳͻͻͺȐǡ p͹ a longtemps été considérée comme une protéine à partǡ ni structuraleǡ ni nonǦstructuraleǤ  Elle  est  localisée  dans  le  RE  par  deux  domaines  transmembranaires  reliés  par  une boucle cytoplasmiqueǡ et ses extrémités N et CǦterminales sont orientées vers la lumière du RE ȏCarrereǦKremer et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Cette structure et  les caractéristiques biologiques qui s̵y  rattachent ont permis de classer  la protéine p͹ parmis  un groupe de protéines appelées  viroporinesǤ  Ces  protéines  forment  des  canaux  ioniques  qui  pourraient  être indispensables aux étapes d̵assemblage etȀou de relargage des particules viralesǤ Dans le cas du (CVǡ il a été montré que p͹ était capable de sǯassembler en hexamères ou en heptamères pour  former un canal  ionique sensible à  lǯeffet  inhibiteur de  lǯamantadineǡ 
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permettant  lǯefflux de calcium de  la  lumière du réticulum vers  le cytoplasme ȏCarrereǦKremer  et  alǤǡ  ʹͲͲʹǢ  Clarke  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ǣ  Pavlovic  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Enfinǡ  bien  que  le polypeptide p͹ ne soit pas nécessaire pour la réplication viraleǡ il a été montré quǯil est essentiel  pour  lǯinfection  du (CV  chez  le  chimpanzé  ȏSakai  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Elle  pourrait constituer une cible potentielle pour le développement de traitements antivirauxǤ  
2.3.3.2.   La protéine F ou ARFP  En plus des ͳͲ protéines traduites par le génome du V(C sous forme dǯune polyprotéineǡ lǯexistence dǯune protéine additionnelle appelée ARFP ȋalternate reading frame proteinȌ a  été  décrite  ȏWalewski  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  Cette  protéine  est  localisée  dans  la  région périnuléaire  du  RE  ȏRoussel  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ǣ  Xu  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ȑ  ou  dans  le  noyau  ȋLo  et  alǤǡ ͳͻͻͷȌǤ  Elle est codée par un cadre de lecture chevauchant celui de la protéine Core dans la phase ΪͳǤ Différents mécanismes ont été proposés pour expliquer le mode de synthèse dǯARFPǤ Tout dǯabordǡ il a été suggéré que ARFP est produite suite à un événement de décalage de cadre de lecture ΪͳȀǦʹ à proximité du codon ͳͳ de la polyprotéineǤ Cette observation est  basée  sur  lǯexistence  dǯune  protéine  de  ͳ͹  kDa  traduite  in  vitro  à  partir  de  la séquence  de  Coreǡ  alors  que  les  poids moléculaires  des  formes matures  et  immatures sont respectivement de ʹͳ et ʹ͵ kDaǤ La caractérisation de la forme de ͳ͹ kDa a montré quǯelle possède la même partie NǦterminale que Core sur une dizaine dǯaa puis que leurs séquences  divergent  ȏXu  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  Seul  un  mécanisme  de  décalage  de  cadre  de lecture pouvait expliquer ce phénomèneǤ Des éléments de structure ou lǯintervention de facteurs viraux ou cellulaires  sont nécessaires pour guider  sélectivement  la  traduction en phase ΪͳǤ Dǯautre partǡ de nombreux codons stop sont présents en aval de la région riche en A dans la phase Ǧͳǡ indiquant que si la traduction de cette phase existeǡ elle est rapidement abortiveǤ Une  étude  réalisée  par  McMullan  et  collaborateurs  a  montré  que  lorsquǯon  éteint lǯexpression  de  la  protéine  F  chez  des  chimpanzésǡ  une  pression  de  sélection  sǯexerce pour  sélectionner  des  révertants  rétablissant  son  expression  ȏMcMullan  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ Cette  protéine  F  est  exprimée  lors  de  lǯinfection  naturelle  chez  lǯhommeǡ  comme  en témoigne  la  présence  dǯanticorps  spécifiques  dans  le  sang  périphérique  ȏBain  et  alǤǡ 
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ʹͲͲͶǢ Walewski et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Xu et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Ceci  indique que  la  réponse  immunitaire induite par ARFP est  spécifiqueǤ Si ARFP  induit une réponse anticorps cǯest quǯelle est effectivement  présente  lors  de  lǯinfectionǡ  mais  aucune  étude  nǯa  pu  démontrer  son existenceǤ Cependantǡ  elle ne  semble pas essentielle  à  la  réplication virale  ȏBasu et  alǤǡ ʹͲͲͶǢ  Blight  et  alǤǡ  ʹͲͲͲǢ  Lohmann  et  alǤǡ  ͳͻͻͻȐ  mais  serait  plutôt  impliquée  dans  la pathogénicité du virus ȏFiorucci et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ 
 

2.4.  Classification et variabilité du HCV  
2.4.1.  Classification des genotypes  Les génotypes du virus de lǯhépatite C sont distingués en fonction du degré dǯhomologie de séquence entre différents isolatsǤ On parle de génotypes ȋisolats partageant ͸ͷ à ͹ͲΨ dǯidentité de séquenceȌǡ de sousǦtypes ȋisolats dǯun même génotype présentant ͹ͷ à ͺͲ dǯhomologieȌǡ et de quasiǦespèces ȋplus de ͻͲΨ dǯhomologieȌ ȏSimmondsǡ ʹͲͲͶȐǤ  Des arbres phylogénétiques ont été modélisésǤ Plusieurs classifications ont été établies jusquǯà  présentǡ mais  nǯétaient  pas  encore  uniformiséesǤ  Une  nomenclature  largement inspirée de celle de Simmondsǡ a été proposée par un groupe dǯexperts ȏSimmonds et alǤǡ ͳͻͻͶȐǤ Six génotypes majeursǡ numérotés de ͳ à ͸ǡ et de nombreux sousǦtypesǡ identifiés au sein de chaque type par une lettre minuscule et selon lǯordre de leur découverte ȋͳaǡ ͳbǡ etcǤȌ ont été identifiés à ce jour ȋFigure 10Ȍ ȏRobertson et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ La  variabilité  génétique  du  virus  de  lǯhépatite  C  est  très  importante  et  résulte  de  la coexistence  dǯune  forte  réplication  virale  et  de  lǯabsence  dǯactivité  ͵ǯǦͷǯ  exonucléase correctriceȏSimmondsǡ  ͳͻͻͷȐǤ  Les  substitutions  sǯaccumulent  au  cours  des  cycles  de réplication successifsǤ Certaines de ces mutations conduisent à des particules défectives car  la  plupart  des  mutations  survenant  au  hasard  sont  létalesǤ  Une  minorité  de  ces mutations  sont  non  létales  et  seront  transmises  à  la  descendanceǤ  Lǯaccumulation  de mutation est  retrouvée presque sur  la  totalité du génome du (CVǡ mais prédomine au niveau de la protéine dǯenveloppe EʹȀNSͳǡ en particulier au niveau des zones appelées Ǽ hypervariables ǽ  ȋ(VRȌ  ȏSimmondsǡ  ͳͻͻͷǢ Weiner  et  alǤǡ  ͳͻͻͳȐǤ  Par  contreǡ  la  région ͷǯUTR est hautement conservée par les différents isolatsǤ  
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Figure 10: Arbre phylogénétique des différents génotypes du virus de l’hépatite C [Timm and 
Roggendorf, 2007] 

Il existe 6 génotypes majeurs (de 1 à 6) du visur de l’hépatite C (HCV) avec de nombreuxsousǦtypes (a  , 

b, c…). 

2.4.2.   Distribution géographique des genotypes  Certains  génotypes  sont  largement  distribués  à  travers  tous  les  continents  ȋͳaǡ  ͳbǡ ʹaȀʹcǡ  ͵aȌǡ  alors  que  dǯautresǡ  comme  les  génotypes  Ͷǡ  ͷ  ou  ͸ǡ  ne  sont  retrouvés  que dans  des  régions  très  spécifiquesǤ  Ces  génotypes  utilisés  en  tant  que  traceur épidémiologiqueǡ peuvent nous renseigner sur les modes de transmission du virusǡ mais également  sur  les  voies  de  transmission dǯun pays  à  un  autreǡ  ou dǯun  continent  à  un autreǤ  La  répartition  des  sous  types  peut  être  estimée  schématiquement  de  la  façon suivante ȋFigure 11Ȍ ǣ  
• En Europeǡ le sousǦtype ͳb est majoritaire en Europe du Nord et du Sudǡ puis les génotypes  ͳaǡ  ʹaǡ  ʹbǡ  ͵a  sont  les  plus  fréquents  avec  une  répartition  variable selon les pays ȏCheungǡ ʹͲͲͲǢ Dusheiko and Simmondsǡ ͳͻͻͶǢ MartinotǦPeignoux et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Pawlotsky et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Reid et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Zein and Persingǡ ͳͻͻ͸ȐǤ 
•  En  Amérique  du Nordǡ  les  sousǦtypes  ͳa  et  ͳb  sont  les  plus  représentés  et  en Amérique du Sudǡ les génotypes ͳaǡ ͳbǡ mais aussi ͵a ȋparticulièrement au BrésilȌ ont été identifiés ȏCheungǡ ʹͲͲͲǢ Reid et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ  
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• Au Japon et en Chineǡ le génotype ͳb représente respectivement ͸͹ Ψ à ͹ͷ Ψ des infections virales CǤ De  très nombreux sousǦtypes du  type ͵ sont  rencontrés en Asie  du  SudǦEst  ȋVietnamǡ  Thaïlandeǡ  )ndonésieȌ  mais  le  type  ͳ  y  est prédominantǤ  Les  types  intermédiairesǡ  classés  dans  les  types  ͵  et  ͸ǡ  sont également  rencontrés  dans  ces  régions  ȏTokita  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸Ǣ Tokita  et  alǤǡ  ͳͻͻͷǢ Tokita et alǤǡ ͳͻͻͶȐǤ  
• En  Afriqueǡ  le  génotype  Ͷ  est  fréquemment  observé  en  Égypte  et  en  Afrique centraleǡ alors que de nouveaux sousǦtypes ͳ ou ʹ ont été décrits en Afrique de lǯOuest ȏJeannel et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Mellor et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Ruggieri et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ En Afrique du  Sudǡ  le  génotype  ͷ  est  le  plus  souvent  observé  ȏChamberlain  et  alǤǡ  ͳͻͻ͹Ǣ McOmish et alǤǡ ͳͻͻͶȐǤ Au Marocǡ le génotype ͳb est prédominant ȋͶ͹ ΨȌ ȏBenani et alǤǡ ͳͻͻ͹ȐǤ 

 

Figure 11: Distribution mondiale des génotypes (1 à 6) du HCV (Source: Clinical Gastroenterol   
Hepatol 3: S97).  

2.4.3.  Conséquences cliniques des génotypes du HCV  
2.4.3.1.   Génotype et pathogenèse   Plusieurs études  suggèrent que  le génotype ͳb  serait associé à  une atteinte hépatique plus  grave  ȋcirrhose  avec  ou  sans  hépatocarcinomeȌ  ȏDusheiko  and  Simmondsǡ  ͳͻͻͶǢ 
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Nousbaum et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Pozzato et alǤǡ ͳͻͻͶǢ Silini et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ Cette plus grande gravité pourrait être en partie expliquée par le fait que le sousǦtype ͳb touche les sujets les plus anciennement  infectésǡ  soit  par  transfusion  sanguineǡ  soit  par  un  mode  de contamination  non  reconnuǤ  La  durée  dǯévolution  de  lǯinfection  est  également  plus longue dans certaines études  ȏNousbaum et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Pol et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ  )l  y a donc des facteurs de confusion potentielsǡ ce qui incite à interpréter ces données avec prudenceǤ  Dans  dǯautres  étudesǡ  il  nǯa  pas  été  montré  que  le  génotype  ͳb  était  associé  à  une maladie  plus  sévère  ȏPrati  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸Ǣ  Takada  et  alǤǡ  ͳͻͻ͵ȐǤ  De  plusǡ  les  différents génotypes ont une incidence variable sur le développement de la stéatose ȏAsselah et alǤǡ ʹͲͲ͸bȐǤ  En  lǯabsence  de  système  de  culture  cellulaire  durableǡ  lǯétude  du modèle  que constitue la transplantation hépatique suggère un effet cytopathogène différent selon les souches viralesǤ 
2.4.3.2.  Génotype et réponse au traitement antiǦviral   Le génotype est le facteur prédictif le plus puissant de la réponse virologique prolongée quel que soit  le schéma thérapeutique utilisé ȋ)FNǦȽ avec ou sans ribavirineȌ  ȏFried et alǤǡ  ʹͲͲʹǢ  Lindsayǡ  ʹͲͲʹǢ Manns  et  alǤǡ  ʹͲͲͳǢ Mc(utchison  et  alǤǡ  ͳͻͻͺǢ  Poynard  et  alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ )l a été montré que  les sujets  infectés par  le génotype ͳ ȋparticulièrement  le sousǦtype ͳbȌ  ontǡ  en  Europe  comme  au  Japonǡ  une  moins  bonne  réponse  au  traitement  par interféron alpha par comparaison avec les sujets infectés par les autres types ʹaǡ ʹb ou ͵a  ȋMartinotǦPeignoux  et  alǤǡ  ͳͻͻͷ ǢNousbaum  et  alǤǡ  ͳͻͻͷȌǤ  Lorsque  des  analyses multivariées ont été effectuéesǡ cette association était indépendante des autres variables de  confusion  telles  que  lǯâge  des  maladesǡ  la  durée  de  lǯinfectionǡ  ou  le  mode  de contamination ȏMartinotǦPeignoux et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ )l a également été montré que la virémie préǦthérapeutique  était  un  facteur  prédictif  de  réponse  au  traitement  antiǦviral ȏMartinotǦPeignoux et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Nousbaum et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ Ces deux facteurs virauxǡ le génotype et la virémieǡ étaient indépendamment associés à la réponseǤ Cependantǡ les différences de réponse entre les génotypes ne sǯexpliquaient pas par une différence de charge viraleǤ Cette comparaison sǯapplique aux souches ͳa et 
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ͳb  visǦàǦvis  des  sousǦtypes  ʹaǡ  ʹb  et  ͵aǤ  )l  est  vraisemblable  que  dǯautres  génotypes soient peu sensibles à lǯinterféronǡ comme le type Ͷ en Egypte et en Afrique équatorialeǤ  Les  mécanismes  en  cause  ne  sont  pas  encore  élucidésǡ  mais  comme  ces  données semblent  se  confirmerǡ  le  génotypage  associé  à  lǯétude  de  la  charge  virale  aurait  un intérêt  clinique  en  sélectionnant  les  patients  susceptibles  de  moins  bien  répondre  au traitement pour leur proposer des protocoles thérapeutiques adaptésǤ 
2.5.  Le Cycle viral  Le cycle viral est constitué de toutes  les étapes depuis  lǯentrée du virus dans  la cellule cible  jusquǯà  la  sortie  de  virions  néoǦsynthétisésǤ  Chaque  étape  de  ce  cycle  est strictement régulée dans le temps et dans lǯespaceǤ Lǯétude du cycle infectieux du (CV a été  limitée  pendant  longtemps  par  lǯabsence  de  système  cellulaire  permettant  une réplication efficace et de modèles animaux adaptésǤ Néanmoinsǡ grâce à lǯutilisation des différents modèlesǡ  et  par  analogie  avec  des  virus  phylogénétiquement  prochesǡ  nous pouvons établir un schéma général des différentes étapes du cycle viral du (CV ȋFigure 

12ȌǤ 
 

Figure 12: Représentation schématique du cycle de réplication du HCV [Moradpour et al., 2007].  

Le cycle de réplication du HCV se déroule en plusieurs étapes. Attachement des protéines E1E2 du HCV 
avec  les  candidats  récepteurs  (SRǦB1,  CD81,  LDLǦR…)  de  la  cellule  cible  (a);  Décapsidation  (b); 
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Traduction  de  la  polyprotéine  (c);  Réplication  du  génome  viral  (d);  Assemblage  (e); Maturation  et 
libération des virions (f). 

2.5.1.   Les étapes précoces du cycle viral  Les étapes précoces du cycle infectieux du (CV consistent à lǯattachement du virus à la membrane  de  la  cellule  hôte  qui  requiert  des  interactions  spécifiques  entre  les récepteurs cellulaires et les protéines exprimées à la surface de la particuleǡ suivi de sa pénétration  dans  la  cellule  par  endocytose  et  la  libération  de  son matériel  génétique dans le cytoplasme ȋFigure 13ȌǤ 
E1E2

 
Figure 13: Modèle de l’entrée du HCV [Moradpour et al., 2007]. 

 Les  particules  circulantes HCV  peuvent  être  associées  aux  lipoprotéines  de  faible  (LDLs)  et  de  très 

faible (VLDLs). La liaison du virus à la surface cellulaire et l'entrée impliqueraient le récepteur des LDL 

(LDLR),  les  Glycosaminoglycanes  (GAG),  Le  récepteur  scavenger  de  type  I  (SRǦBI),  la  tétraspanine 

CD81, la ClaudineǦ1 (CLDN1) et l’Occludine (OCLN). La CLDN1 et l’OCLN, protéines de jonctions serrées, 

joueraient  un  rôle  dans  le  processus  de  pénétration  de  la  cellule.  L’internalisation  dépendrait  de 

l’endocytose clathrine dépendante. L'acidification de  l'endosome  induirait  la fusion membranaire. Peu 

de choses sont connues sur le processus de décapsidation, qui entraîne la libération du génome dans le 

cytosol. 
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2.5.1.1.  Attachement et entrée de la particule virale   Afin  de  pénétrer  dans  la  cellule  hôteǡ  le  virus  doit  d̵abord  se  lier  à  un  récepteurǤ Lǯinteraction  spécifique entre  le  récepteur  cellulaire  et  les protéines d̵attachement du virus détermine le tropisme tissulaireǤ De  nombreuses molécules  sont  impliquées  dans  la  fixation  et  lǯentrée  du  virusǤ  Dǯune partǡ il a été montré que les deux glycoprotéines dǯenveloppe du (CV sont nécessaires à lǯentrée viraleǡ mais possèdent des  fonctions différentesǤ La protéine Eʹ  semble plutôt impliquée dans lǯadsorption à la surface cellulaire alors que la protéine Eͳ interviendrait dans la fusion membranaire ȏCodran et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Garry and Dashǡ ʹͲͲ͵Ǣ (su et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Dǯautre  partǡ  des  récepteurs  cellulaires  ont  été  découverts  grâce  à  lǯutilisation  de différents modèles viraux détaillés plus basǤ En effetǡ sept protéines de surface ont été décrites en tant que récepteurs potentiels du (CVǤ Cette caractérisation avait été basée sur lǯaffinité quǯavaient ces molécules vis à vis des protéines d̵enveloppe recombinantes du (CVǤ  
a )      Le récepteur aux lipoprotéines de faible densité, rLDL  Dans  le  plasmaǡ  les  particules  virales  C  semblent  être  capables  de  se  lier  aux lipoprotéines de  faible  ȋLDLȌ  et de  très  faible  ȋVLDLȌ densité  ȏThomssen et  alǤǡ  ͳͻͻʹȐǤ Cǯest  pourquoi  le  récepteur  aux LDL  ȋLDLǦRȌ  est  décrit  comme étant un des premiers récepteurs putatifs du (CV ȏAgnello et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Ainsiǡ par analogie aux membres des 

Flaviviridae,  l̵hypothèse d̵une entrée du virus dans la cellule par endocytose cellulaire via  le LDLǦR serait donc possible mais nǯa pas pu être démontrée ȏAgnello et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Andre et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ )l a été par la suite montré que le LDLǦR favoriserait lǯinfection des hépatocytes primaires par les particules virales dérivées de sérum ȏMolina et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ De plusǡ  une  inhibition de  lǯentrée des (CVcc par  les  anticorps  antiǦapolipoprotéine E constituerait  un  argument  supplémentaire  dǯun  rôle  de  LDLǦR  dans  lǯentrée  du  (CV ȏChangǡ ʹͲͲͻȐǤ 
b )      Le récepteur scavenger de type I, SRǦBI  La protéine SRǦBͳ ȋ(uman Scavenger Receptor class B type ͳȌ est une glycoprotéine de ͺʹ kDaǤ Cette moléculeǡ fortement exprimée dans le foie et dans les tissus stéroïdogènesǡ 
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lie  préférentiellement  les  lipoprotéines  de  haute  densité  ou  (DL  ȋhigh  density lipoproteinȌ mais aussi de faible densité ou LDL ȋlow density lipoproteinȌ ȏRhainds et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Yamada et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Sa  fonction principale est dǯassurer  le transport spécifique des lipides comme les esters de cholestérolǡ le cholestérol libreǡ les (DL et les LDLǤ Dans le  foieǡ ce récepteur participe à  lǯapport de cholestérol aux hépatocytes et également à lǯefflux du cholestérol hors de la cellule ȏZannis et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ La reconnaissance de SRǦB) par la forme soluble de Eʹ nécessite la région (VRͳ de Eʹ ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲͷaǢ Bartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵bȐǤ Son rôle dans le processus dǯentrée du (CV a été montré  en  utilisant  les  (CVpp  dans  des  essais  de  compétition  avec  des  anticorps polyclonaux  antiǦSRǦB)  ȏBartosch  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵bǢ  Scarselli  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  De  plusǡ  il  a  été montré  queǡ  les  (DLǡ  ligand  principal  de  SRǦB)ǡ  faciliteraient  lǯentrée  des  (CVpp  et (CVcc dans la cellule ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Dreux et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Voisset et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ )ls augmenteraient lǯinfectivité des (CVpp ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Dreux et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑ et des (CVcc lorsque les cellules expriment aussi CDͺͳ ȏZeisel et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Par contreǡ dǯautres molécules comme les LDL ȏvon (ahn et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑ inhiberaient lǯinfectivité des (CVpp via SRǦBͳǤ  Récemmentǡ  une  étude  a  montré  que  lǯinterféron  était  capable  de  diminuer lǯexpression  de  SRǦBͳ  à  la  surface  des  cellules  et  empêcherait  ainsi  lǯattachement  et lǯentrée du virus dans les hépatocytes ȏMurao et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ 
c )      Les glycosaminoglycanes, GAG  Les  héparanes  sulfates  ȋ(SȌ  sont  des  glycosaminoglycanes  ȋGAGȌǡ  très  largement distribuées  dans  les  tissusǡ  et  peuvent  être  extracellulairesǡ  membranaires  ou intracellulairesǤ )ls sont caractérisés par une très grande hétérogénéité structurale leur permettant  d̵interagir  spécifiquement  avec  de  nombreuses  protéinesǤ  La  présence  de charges positives dans la protéine Eʹ suggère une interaction des protéines dǯenveloppe avec les GAG cellulaires ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Barth et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ L̵utilisation de la protéine Eʹ  recombinante  et  des  (CVǦLPs  comme  ligandsǡ  a  permis  de  démontrer  que  les héparanes  sulfates  cellulaires  ȋ(SPGȌ  jouent  un  rôle  important  dans  les  interactions (CVǦcellule cible ȏGermi et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ La liaison du virus aux (S semble être essentielle dans les étapes précoces de lǯinfectionǤ Cependantǡ  le  rôle  exact  des  GAGs  dans  lǯentrée  du  (CV  nǯest  pas  encore  bien  définiǤ Plusieurs études ont montré que  lǯhéparine ȋanalogue des (SȌ et  lǯhéparinaseǡ enzyme 
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qui  clive  les  (Sǡ  inhibent  lǯétape  dǯattachement  du  virus  à  la  cellule  et  réduit  ainsi infectivité ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Basu et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ Koutsoudakis et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Morikawa et alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  Ainsi  la  fixation  du  (CV  sur  sa  cellule  cible  requière  une  première  étape dǯinteraction entre la protéine Eʹ et les (SPGǤ De ce faitǡ les héparanes sulfates jouent le rôle de ̶récepteur d̵attachement̶ pour le virusǤ 
d )      La tétraspanine CD81  CDͺͳ a été proposé comme candidat récepteur du (CVǡ du fait de la liaison de sa boucle LEL ȋlarge extracellular loopȌ avec la protéine recombinante Eʹ ȏPileri et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ Cette liaison  est  spécifique  dǯune  espèce  à  une  autre  puisque  la  sEʹ  ȋla  protéine  Eʹ recombinanteȌ ne se fixe pas sur CDͺͳ provenant de souris ou de rat ȏFlint et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ CDͺͳ  est  une  protéine  membranaire  de  la  famille  des  tétraspanines  avec  quatre domaines  transmembranaires  et  deux  domaines  extracellulairesǡ  SEL  et  LEL  ȋsmall  et large  extracellular  loopȌǤ  Elle  est  exprimée  de  manière  ubiquitaire  à  la  surface  des cellules de mammifères ȋsauf érythrocytesȌ sous forme de complexes multimoléculaires ou  réseau de  tétraspaninesǤ  La  protéine CDͺͳ  est  associée  à  des  complexes  primaires entre  tétraspanines  Ǣ  et  des  complexes  secondaires  entre  tétraspanines  et  dǯautres moléculesǤ Des études ont montré quǯau niveau des lymphocytes Bǡ CDͺͳ est associée à CDͳͻǡ  CDʹͳ  ȏFearon  and  Carterǡ  ͳͻͻͷȐ  et  que  dans  les  cellules  Tǡ  elle  s̵associe  aux récepteurs  CDͶ  et  CDͺǤ  Cette  protéine  est  impliquée  dans  de  nombreux  phénomènes cellulaires  tels  que ǣ  l̵adhésionǡ  l̵activationǡ  la  prolifération  et  la  différentiation  des cellules lymphoïdes ȏLevy et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ  Le  rôle  de  CDͺͳ  dans  lǯinfection  par  le  (CV  a  été  confirmé  par  plusieurs  approches expérimentalesǤ De plusǡ il a été observé que des cellules dǯhépatomes telles que (epGʹ et ((ʹͻ ȋCDͺͳ négativesȌ sont sensibles à  lǯinfection des (CVcc et (CVpp  lorsquǯelles expriment  CDͺͳ  de  manière  ectopique  ȏBartosch  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵bǢ  Cormier  et  alǤǡ  ʹͲͲͶǢ Lavillette et alǤǡ ʹͲͲͷbǢ Zhang et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Des anticorps monoclonaux antiǦCDͺͳǡ mais également la forme soluble de la boucle LEL de CDͺͳǡ inhibent lǯinfectivité des (CVpp et des (CVcc in vitro ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵bǢ Cormier et alǤǡ ʹͲͲͶǢ (su et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Molina et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Wakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐ et lǯinfection  in vivo ȏMeuleman et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Plusieurs études  ont  montré  que  CDͺͳ  interviendrait  non  pas  directement  dans  la  fixation  du virus mais  à  une  étape  ultérieure  après  lǯattachement  viralǡ  ce  qui  laisse  entrevoir  la 
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possibilité  dǯun  rôle  de  cette  protéine  plus  tardivement  dans  le  mécanisme  dǯentrée ȏCormier et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Flint et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Koutsoudakis et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ En  sommeǡ  CDͺͳ  jouerait  un  rôle  dans  la  modulation  de  la  réponse  immunitaire adaptative  via  les  cellules  T  et  BǤ  Elle  contribuerait  à  la  persistance  viraleǡ  à  la pathogenèse et aussiǡ par activation polyclonale des cellules Bǡ aux manifestations extraǦhépatiques observées chez les patients porteurs chroniques ȏCrotta et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Machida et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Wack et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Récemmentǡ  une  étude  a  montré  que  EW)Ǧʹwintǡ  un  partenaire  cellulaire  de  CDͺͳǡ exprimé  à  la  surface  des  cellulesǡ  bloquerait  efficacement  lǯentrée  virale  en  inhibant lǯinteraction (CVǦCDͺͳ ȏRochaǦPerugini et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ L̵absence de cet inhibiteur naturel de CDͺͳ dans les cellules hépatiques permettra ainsi l̵entrée du virus et contribuera au tropisme  hépatocytaire  du  (CVǤ  La  découverte  du  rôle  de  EW)Ǧʹwint  dans  les hépatocytes met en évidence  la complexité des mécanismes d̵entrée du (CV dans ses cellules cibles et laisse entrevoir de nouvelles approches thérapeutiquesǤ 
e )      La Claudine  Les travaux de lǯéquipe de Evans ont permis dǯidentifier la claudine ͳ ȋCLDNͳȌǡ comme étant impliquée dans lǯentrée du (CV ȏEvans et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Cette protéine appartient à la famille des Claudines qui comporte au moins ʹ͵ membresǤ Elle est exprimée dans toutes les  cellules  épithélialesǡ  plus  particulièrement  dans  le  foieǡ  pour  former  ainsi  des jonctions  serrées  ȏFuruse  et  alǤǡ  ͳͻͻͺȐǤ  Les  jonctions  serrées  sont  impliquées  dans  le transport paraǦcellulaireǡ dans le contrôle de la proliférationǡ de la différenciation et de la polarité cellulaire ȏCereijido et alǤǡ ͳͻͻͺǢ D̵Atri et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Turksen and Troyǡ ʹͲͲͶȐǤ En effetǡ  lǯexpression de  la CLDNͳ dans des cellules dǯorigine non hépatiques ȋʹͻ͵T et SWͳ͵Ȍ permet de les rendre permissives à lǯinfection par les (CVpp ȏEvans et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ De  plusǡ  lǯinfection  des  cellules  (uhǦ͹  peut  être  inhibée  par  mutation  de  la  CLDNͳ ȏEvans et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Néanmoinsǡ une  interaction directe entre  la CLDNͳ et  le virus nǯa pas été montréǤ La CLDNͳ a été suggéré comme étant un coǦrécepteur  impliquée dans les étapes tardives de  lǯinfectionǡ après  fixation du virus sur CDͺͳ ȏEvans et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Une étude récente a montré que la distribution de la CLDNͳ dans les jonctions serrées corrèle bien avec  la permissivité des  cellules  à  lǯinfection par  le (CV  ȏLiu  et  alǤǡ  ʹͲͲͻǢ 
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Yang  et  alǤǡ  ʹͲͲͺȐǡ  ce  qui  confirme  que  la  localisation  de  la  CLDNͳ dans  ces  jonctions semble être nécessaire à lǯentrée virale et au tropisme cellulaire du (CVǤ  Deux  autres  membres  de  la  famille  des  Claudinesǡ  CLDN͸  et  CLDNͻǡ  seraient  aussi impliquées dans lǯentrée virale ȏMeertens et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Zheng et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Comme pour la CLDNͳǡ elles sont aussi exprimées dans le foieǤ   
f )      L’Occludine  )l  a  été montré  précédemment  que  la  CLDNͳ  serait  essentiel  à  lǯinfection  des  cellules dǯhépatomesǡ cependant aucune interaction directe entre cette protéine et le virus nǯa pu être démontréeǤ De plusǡ des cellules de la lignée (ela et (ep( ȋCDͺͳ et SRǦBͳ positivesȌ qui  surexprime  la  CLDNͳǡ  seraient  résistantes  de  lǯinfection  (CVǡ  suggérant  ainsi lǯimplication dǯautres facteurs dans les processus dǯentrée du virus dans la cellule ȏEvans et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  Très  récemmentǡ  une  étude  réalisée  par  Liu  et  collaborateurs  a  permis  de mettre  en évidence un autre composant des  jonctions serréesǡ associé aux  claudinesǡ qui  jouerait un rôle important dans la phase dǯentrée du virus ȏLiu et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ LǯOccludine est une protéine de ͸Ͳ kDaǡ essentielle à lǯadhérence celluleǦcellule dans lǯespace paracellulaire ȏFuruse et alǤǡ ͳͻͻ͵ȐǤ  Une  diminution  de  lǯexpression  de  la  CLDNͳ  et  de  lǯoccludine  par  des  techniques  de siRNA et shRNA interférence inhiberait lǯentrée des (CVpp et des (CVcc dans la cellule ȏLiu  et  alǤǡ  ʹͲͲͻȐǤ Par microscopie  confocaleǡ  il  a  été montré  que  lǯoccludine  colocalise avec la protéine Eʹ au niveau du réticulum endoplasmique ȏBenedicto et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Ces observations  suggèrent  que  lǯoccludine  interagit  directement  avec  Eʹ  afin  de  faciliter lǯentrée de la particule virale à travers les jonctions serrées de la cellule hépatocytaireǤ Cette étape nécessitera une organisation bien structurée des protéines présentes dans les jonctions serréesǤ 
g )      Les lectines : DCǦSIGN et LǦSIGN  Les  lectines  constituent  une  autre  classe  de  molécules  qui  sont  impliquées  dans  la liaison  et  lǯentrée  de  plusieurs  virusǤ  LǦS)GN  ȋCDʹͲͻLȌǡ  une  intégrine  impliquée  dans 
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lǯadhésion  intercellulaire  spécifique  aux  ganglions  lymphatiques  présents  dans  le  foie ainsi  que  DCǦS)GNǡ  une  lectine  associée  aux  membranesǡ  sont  aussi  des  récepteurs présumés pour le (CVǤ Ces deux lectines ne sont pas les récepteurs spécifiques du (CVǡ car ils ne sont pas exprimés à la surface des hépatocytesǤ DCǦS)GN est davantage présent sur  certaines  cellules  dendritiques  immaturesǡ  et  on  retrouve  LǦS)GN  sur  les  cellules endothéliales sinusoïdales du foie et dans les nœuds lymphatiques ȏKoppel et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ La  forme  soluble  de  Eʹ  interagit  avec  ces  molécules  avec  une  forte  affinitéǤ  Cet attachement résulte de la glycosylation de Eʹǡ riche en mannoseǤ Lǯinteraction de Eʹ aux lectines  peut  permettre  lǯétablissement  ou  la  persistance  de  lǯinfection  par  le  (CV ȏGardner et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Lozach et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Néanmoinsǡ  il a été démontré que LǦS)GN et DCǦS)GN interagissent avec Eʹǡ mais ne sont pas responsables de lǯentrée du virus dans les  cellulesǡ  et permettent  seulement  lǯattachement du (CV aux  cellules exprimant  ces récepteurs à leur surfaceǤ Un  autre  membre  de  la  famille  des  lectines  de  type  Cǡ  le  récepteur  des asialoglycoprotéines  ȏStockertǡ  ͳͻͻͷȐ  exprimé  à  la  surface  des  hépatocytesǡ  serait capable de se lier aux (CVǦLPs mais son rôle dans lǯinfection reste à démontrer ȏSaunier et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ 
2.5.1.2.   Internalisation de la particule virale  Apres attachement à son récepteurǡ  le virus de  lǯhépatite C se  dirige vers  les  jonctions serrées où il va interagir avec la CLDNͳ et lǯoccludineǡ pour faciliter son internalisationǤ Par analogie aux autres Flavivirusǡ  lǯinternalisation du (CV se ferait par endocytose via une vésicule de clathrineǤ Cette vésicule fusionnerait ultérieurement avec la membrane dǯun compartiment endosomalǤ Ce mécanisme est p(Ǧdépendent avec un p( optimum à ͷǤͷǤ En effetǡ lǯentrée des (CVpp et (CVcc peut être inhibée par des substances bloquant l̵acidification  des  endosomes  précoces  ȏBlanchard  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ǣ  (su  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ǣ Koutsoudakis et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Meertens et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Les  glycoprotéines  dǯenveloppe  du  (CV  sont  des  protéines  de  fusion  de  classe  ))Ǥ  En effetǡ  les peptides de  fusion contenus dans Eͳ et Eʹ vont permettre  la pénétration des virions enveloppés dans la celluleǤ Cette étape de fusion entraine un réarrangement des hétérodimeres EͳǦEʹ  et conduit à la formation de pore de fusion ȏLavillette et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ 
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La fusion de la membrane du (CV avec celles des endosomes permettrait la libération de la nucléocapsideǤ LǯARN génomique serait alors dissocié de la capside pour servir dǯARN messager  permettant  la  synthèse  des  protéines  viralesǤ  Toutefoisǡ  lǯimplication  des candidats récepteurs du (CV dans la fusion n̵a pas été montrée à ce jourǤ  
2.5.2.  Traduction et maturation de la polyprotéine  

2.5.2.1.  Traduction de la polyprotéine  La  traduction  des  Flavivirus  et  des  Piconavirus  se  fait  via  un  mécanisme  coiffeǦindépendantǡ médié par des séquences ARN hautement structuréesǡ appelées )RESǡ pour lequel  lǯexpression  de  la  protéine  virale  est  régulée  par  un  recrutement  direct  de ribosomes au niveau du site dǯinitiation de la traduction ȏTsukiyamaǦKohara et alǤǡ ͳͻͻʹǢ Wang  et  alǤǡ  ͳͻͻ͵ȐǤ  Lǯ)RESǡ  localisé  dans  la  région  ͷǯ  NC  du  (CVǡ  permet  le positionnement de la sousǦunité ͶͲS du ribosome par lǯintermédiaire des domaines )) et )))ǡ  directement  au  contact  du  codon  initiateur  inclus  dans  sa  structureǤ  Ce  complexe )RESȀͶͲS va ensuite recruter le facteur dǯinitiation de la traduction ͵ ȋe)F͵Ȍǡ ainsi que le complexe  ternaire  Ͷ͵S  ȋelFǦʹȀ  MetǦARNtiȀGTPȌ  ȏSpahn  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐ  pour  former  un intermédiaire  nonǦcanonique  ͶͺSǡ  jusquǯà  la  transition  menant  à  la  formation  du complexe ͺͲS qui sǯaccompagne de remaniements de lǯ)RES ȏBoehringer et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Ji et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Otto and Puglisiǡ ʹͲͲͶȐǤ Le positionnement de lǯARN dans le sillon du ribosome permet ensuite  lǯassemblage du ribosome ͺͲS  fonctionnel qui commence  la  traduction de la polyprotéine précurseurǤ  Lǯactivité  )RES  est  modulée  par  plusieurs  facteurs  notamment  par  les  protéines cellulaires  telles  que  lǯautoǦantigène  La  ȏAli  et  alǤǡ  ʹͲͲͲǢ  )soyama  et  alǤǡ  ͳͻͻͻȐǡ 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L ȏ(ahm et alǤǡ ͳͻͻͺȐǡ pyrimidine tractǦbinding 

protein  ȋPTBȌ  ȏAli  and  Siddiquiǡ  ͳͻͻͷȐǤ  La  traduction  est  aussi  modulée  par  des interactions entre  les protéines virales et  lǯ)RESǤ Ainsiǡ  la protéine de  capside diminue lǯactivité de traduction de lǯ)RES en se fixant sur son domaine )))d ȏShimoike et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Shimoike et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Ces données suggèrent quǯelle est impliquée dans lǯinhibition de la traduction afin de favoriser la réplication ou lǯencapsidation du génome viralǤ Pour les 
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protéines non structurales ȋNSȌ du virusǡ les résultats sont contradictoiresǤ Lǯéquipe de Kato ȏKato et alǤǡ ʹͲͲʹȐ a montré que les protéines NSͶA et ͶB diminuent la traduction )RESǦdépendante  en  contexte  cellulaireǡ  alors  que  dǯautres  travaux  ȏ(e  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ȑ montrent au contraire une stimulation de ʹ à ͷ fois de lǯactivité de traduction de lǯ)RES en  présence  de  ces  protéinesǤ  A  lǯopposéǡ  les  travaux  réalisés  par  )mbert  et collaborateurs  ȏ)mbert  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ȑ  ont  montréǡ  en  contexte  cellulaireǡ  lǯabsence  de modulation  par  les  protéines  structurales  ou  non  structurales  de  lǯactivité traductionnelle de lǯ)RESǤ La région X de  lǯextrémité ͵ǯ non codante du génome viral  semble également  jouer un rôle régulateur dans  la  traduction de  lǯORFǡ peutǦêtre par  lǯintermédiaire de  la  fixation de la PTB qui faciliterait lǯinteraction avec la région ͷǯ non codanteǤ 
2.5.2.2.  Maturation de la polyprotéine  La  traduction  du  génome  conduit  à  la  synthèse  dǯune  large  polyprotéine  qui  donnera naissance à des protéines matures structurales et non structurales ȋFigure 7ȌǤ Le clivage de  la  polyprotéine  précurseur  est  assuré  par  au  moins  trois  protéasesǡ  dont  une cellulaire et deux virales ȏGrakoui et alǤǡ ͳͻͻ͵bȐǤ Les protéines structurales sont clivées par une peptidase située dans la lumière du réticulum endoplasmique ȏDubuisson et alǤǡ ͳͻͻͶȐǤ Les protéines non structurales sont clivées par deux protéases virales ȏGrakoui et alǤǡ  ͳͻͻ͵bǢ  (ijikata  et  alǤǡ  ͳͻͻͳȐǡ  dǯune  part  la  protéase  NSʹǦNS͵ǡ  dotée  dǯune  activité autocatalytique en cis permettant le clivage NSʹǦNS͵ ȏDe Francesco et alǤǡ ͳͻͻ͸Ǣ Pieroni et  alǤǡ  ͳͻͻ͹Ȑǡ  dǯautre  part  la  sérine  protéase NS͵  quiǡ  associée  à  son  coǦfacteur  NSͶAǡ assure le clivage de lǯensemble des jonctions situées en aval ȏGrakoui et alǤǡ ͳͻͻ͵bȐǤ Les protéines NSͷA et NSͷB sont secondairement phosphoryléesǡ et NSͷA pourrait subir un clivage  ultérieur  par  une  protéase  cellulaire  libérant  un  produit  doté  dǯun  site  de localisation nucléaire et de propriétés dǯactivateur transcriptionnel ȏSatoh et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ  

2.5.3.  Réplication du génome viral   La protéine NSͷB avec son activité ARN polymérase dépendante de lǯARN ȋRdRpȌ et les autres  protéines  non  structurales  ȋNSʹǡ  NS͵ǡ  NSͶAǡ  NSͶBǡ  NSͷAȌ  sǯassocient  à  des 
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protéines  cellulaires  de  lǯhôte  pour  former  le  complexe  de  réplication  ȋFigure  14Ȍ ȏ)shido et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ Ce complexe de réplication est associé aux structures membranaires et vésiculaires périǦnucléairesǡ appelées réseau membranaire ȋmembranous webȌǡ siège de la réplication ȏPietschmann et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Rouille et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Cette structure peut être induite  par  la  protéine  NSͶB  seule  ȏEgger  et  alǤǡ  ʹͲͲʹǢ  Gosert  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Plusieurs groupes de  chercheurs  ont montré  que dans  les  cellules (uhǦ͹  contenant  un  réplicon subgénomiqueǡ  la  réplication  se  ferait  dans  les  fractions  membranaires  ȏAizaki  and Suzukiǡ ʹͲͲͶǢ Miyanari et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ )l est admis par la suite que ce réseau membranaire dérive des membranes du RE ȏMottola et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Pietschmann et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Une fois le complexe  de  réplication  du  (CV  mis  en  place  dans  le  réseau  membranaireǡ  lǯARN polymérase  synthétise  un  brin  dǯARN  négatif  à  partir  du  génomeǡ  qui  sert  ensuite  de matrice  pour  la  synthèse  de  nombreux  brins  dǯARN  positifs  qui  seront  encapsidés  et enveloppés pour devenir les génomes des particules virales néoformées ou serviront de nouveaux messagers pour la synthèse des protéines viralesǤ )l a été montré que cette réplication virale est dépendante du métabolisme lipidiqueǤ En effetǡ  il  existerait  une  relation  entre  la  réplication  de  lǯARN  et  les  radeaux  lipidiquesǡ microdomaines  riches  en  cholestérol  et  sphingolipidesǤ  Ainsiǡ  des  inhibiteurs  de  la synthèse  de  novo  de  sphingolipides  ont  été montrés  capables  dǯinhiber  la  réplicationǡ probablement en bloquant lǯassociation des protéines non structurales avec les radeaux lipidiques ȏSakamoto et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Umehara et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ De plusǡ plusieurs protéines cellulaires capables dǯinteragir avec la protéine NSͷBǡ telles que la protéine associée aux vésicules associées aux protéines de membranes ȋVAPǦA et VAPǦBȌ  ȏGao  et  alǤǡ  ʹͲͲͶǢ  (amamoto  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐ  la FKBPͺ  ȏOkamoto  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ȑǡ  la FBLʹ  ȏKapadia  and  Chisariǡ  ʹͲͲͷǢ  Ye  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ȑǡ  la  growth  factor  receptorǦbound 

protein  2  adaptor  protein  ȏTan  et  alǤǡ  ͳͻͻͻȐǡ  la  SRCAP  ȏGhosh  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǡ  la Karyophérine b͵ ȏChung et alǤǡ ʹͲͲͲȐǡ ainsi que la protéine kinase RafǦͳ ȏBurckstummer et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑǡ ont été identifiéesǤ La protéine VAPǦA interagit avec VAPȂB via son domaine transmembranaireǤ  Elles  sont  toutes  les  deux  localisées  dans  le  RE  et  le  Golgi  et semblent  être  essentielles  dans  la  réplication  du  (CV  en  interagissant  à  la  fois  avec NSͷA  et  NSͷB  ȏ(amamoto  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  )l  a  été  montré  que  la  protéine  FKBPͺ  et  la (spͻͲ forment un complexe avec la protéine virale NSͷA et que ce complexe jouerait un rôle  important dans  la réplication du (CV ȏOkamoto et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Plusieurs études ont 
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montré lǯimportance de la géranylgéranylation des protéines dans la réplication du (CV ȏKapadia  and  Chisariǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Une  des  protéines  géranylgéranyléeǡ  la  FBLʹǡ  impliquée dans la voie de dégradation des protéinesǡ a été identifiée comme interagissant avec la protéine virale NSͷAǤ  Dǯautres études ont permis dǯidentifier dǯautres facteurs de lǯhôte pouvant participer à la réplication du (CV  tels que  la  cyclophiline B  ȏWatashi  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǡ  la p͸ͺ  ȏGoh et  alǤǡ ʹͲͲͶȐǡ la nucléoline ȏ(irano et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Shimakami et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑǡ et la hnRNP Aͳ ȏKim et alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  La  clyclophiline  Bǡ  une  peptidylǦprolylcisǦtransǦisoméraseǡ  interagit  avec  la partie  CǦterminale  de  la  polymérase  du  (CV  pour  augmenter  son  affinité  pour  lǯARN viral  et  ainsi  contribuer  efficacement  à  la  réplication  virale  ȏWatashi  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  La redistribution  de  la  p͸ͺǡ  une  ARN  hélicaseǡ  du  noyau  au  cytoplasme  se  ferait  par  sa liaison  à  NSͷBǡ  et  cette  interaction  servirait  de médiateur  à  la  réplication  ȏGoh  et  alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ  )l  a  été  aussi  montré  que  la  nucléolineǡ  la  phosphoprotéine  majoritaire  du nucléoleǡ  interagirait  elle  aussi  avec  la  polymérase  NSͷB  et  serait  essentielle  à  la réplication  du  (CV  ȏShimakami  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸ȐǤ  La  hnRNP  Aͳǡ  une  ribonucléoprotéine nucléaireǡ interagit aussi avec septin ͸ǡ ainsi que les ͷ̵ǦUTR et ͵̵ǦUTR de l̵ARN du (CVǡ et contient des éléments agissant en cis nécessaire pour la réplication viraleǤ De ce faitǡ hnRNP  Aͳ  et  Septin  ͸  joueraient  un  rôle  important  dans  la  réplication  via  des interactions protéineǦprotéine et protéineǦARN ȏKim et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ       
Figure 14: Complexe de réplication du HCV [Moradpour et al., 2007]Ǥ 

 a) Cellule HuhǦ7 transfectée par un réplicon sousǦgénomique du HCV. Une altération membranaire ou 

membranous  web  (fléches  rouges)  est  observée.  b)  Fort  grossissement  du  réseau  membranaire, 

constitué de petites  vésicules  enchâssées dans une matrice membranaire  et associé au RE. Ce  réseau 

contient  les protéines non  structurales et  l’ARN du HCV dans  les cellules HuhǦ7 et  représente donc  le 

site de la réplication du virus. ER : le réticulum endoplasmique, M : mitochondries, N : noyau. 
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2.5.4.  Assemblage et sécrétion des virions néoformés  Lǯabsenceǡ juste très récemmentǡ de systèmes de culture  in vitro standardisésǡ capables de produire des particules virales C infectieusesǡ a été un frein majeur dans lǯétude des étapes  ultimes  du  cycle  de  réplication  du  (CVǤ  Cependantǡ  le  développement  de plusieurs  modèles  viraux  a  permis  de  montrer  que  la  particule  (CV  mature  est constituéeǡ de lǯextérieur vers lǯintérieurǡ de ͵ structures ǣ ȋͳȌ une enveloppe lipidique au sein  de  laquelle  sont  ancrées  deux  glycoprotéines  dǯenveloppe  viralesǡ  Eͳ  et  Eʹǡ organisées  en  complexes  hétérodimériques  non  covalents  Ǣ  ȋʹȌ  une  capside  protéique formée par la polymérisation de la protéine de capside et ȋ͵Ȍ le génome viralǡ constitué dǯune molécule dǯARN simple brin ȋFigure 15ȌǤ        
Figure 15: Représentation schématique du virus de l’hépatite C 

Le virus de l’hépatite C est constitué d’un ARN simple brin, de protéine de capside et est entouré d’une 
enveloppe lipidique dans laquelle sont ancrées les deux glycoprotéines d’enveloppe, E1 et E2. 

 Comme pour plusieurs virus à ARNǡ lǯassemblage serait initié par la liaison de la protéine Core à  lǯARN viralǡ qui aboutit à  la  formation de  la nucléocapside ȏFan et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ La liaison à lǯARN et lǯoligomérisation de la protéine C sont des fonctions interdépendantes dans lǯassemblage ȏFan et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Shimoike et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ La protéine de la capside a la propriété  dǯinteragir  avec  elleǦmêmeǤ  Par  analogie  aux  Flavivirusǡ  les  nucléocapsides ainsi  formés  au  niveau  du  cytoplasme  pourraient  ensuite  sǯenvelopper  par bourgeonnement  à  lǯintérieur  du  réticulum  endoplasmiqueǤ  Les  interactions  entre  la protéine Core et les protéines dǯenveloppe Eͳ et Eʹ semblent être déterminantes pour la morphogénèse  viraleǤ  Ainsiǡ  des  études  de  cartographie  ont  permis  de  montrer 
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lǯimportance  des  régions  CǦterminales  de  Eͳ  et  de  Core  dans  lǯinteraction  des  deux protéines structurales ȏLo et alǤǡ ͳͻͻͷȐǤ Vu la diversité des particules virales C présents dans le sérum des patients infectésǡ il a été montré que  lǯassemblage du (CV ne nécessiterait pas obligatoirement dǯenveloppe ȏKlein et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ En effetǡ des nucléocapsides non enveloppées ont été observées dans le cytoplasme dǯhépatocytes de patients infectés ȏFalcon et alǤǡ ʹͲͲ͵Ȑ et dans le sérum de patients  infectés  ȏMaillard  et  alǤǡ  ʹͲͲͳȐǤ  Cependantǡ  le  pool  de  nucléocapsides  non enveloppées  serait  trop  faible  pour  permettre  une  analyse  plus  détailléeǤ  De  plusǡ Maillard  et  collaborateurs  ont  identifiés  un  domaine  FcɀR  à  la  surface  des nucléocapsides  purifiées  du  sérum  ȏMaillard  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Ainsiǡ  la  nucléocapside pourrait  aussi  lier  plusieurs  immunoglobulines  ȋ)gGȌ  à  sa  surface  afin  dǯempêcher  sa reconnaissance par le système immunitaire ȏNamboodiri et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Ce mécanisme de défense pourrait contribuer à la survie du virus dans lǯorganisme hôteǤ Dǯautres études ont  montré  que  la  nucléocapside  ainsi  formée  pouvait  interagir  avec  le  métabolisme cellulaire des lipides et expliquer la présence dans le sang circulant de particules virales associées aux lipoprotéinesǡ plus infectieuses ȏAndre et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ  Lǯétape de sécrétion des particules néoformées est actuellement mal connueǤ Toutefoisǡ lǯhypothèse dǯune sécrétion des virions de la cellule par exocytose est envisageableǤ Les particules enveloppées suivent les voies de sécrétion de la cellule pour être acheminées à la surfaceǤ En effetǡ les protéines structurales du (CV ont été observées aussi bien au niveau du RE que de l̵appareil de Golgi ȏSerafino et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ De plusǡ les complexes NǦglycanesǡ  qui  transitent  par  lǯappareil  de  Golgiǡ  ont  été  détectés  à  la  surface  des particules (CV isolées à partir de sérums de patients infectés ȏSato et alǤǡ ͳͻͻ͵ȐǤ Dǯautre partǡ  des  travaux  suggèrent  que  les  particules  virales  du  (CV  utilisent  la  voie  de sécrétion des LDLs ȏ(uang et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  
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3.  MODELES  D’ETUDE  DU  HCV 

 

3.1.   Le virus natif dérivé de sérum de patients HCV (+)  Plusieurs  études ont  été menées pour  caractériser  les différentes  formes particulaires du  (CV  circulant  dans  le  sérum  des  patients  infectés  chroniquement  par  ce  virusǤ Cependant  ces  virions  sont  en  quantité  relativement  faible  dans  le  sérum  et  présente une  hétérogénéité  de  populations  virales  dont  une  partie  est  complexée  avec  des lipoprotéinesǡ  des  immunoglobulines  ou  autres  composants  du  sérumǡ  rendant  leur caractérisation  difficileǤ  Ces  particules  virales  ont  une  densité  comprise  entre  ͳǡͲ͵  et ͳǡ͵Ͷ gȀml  ȏAndre et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Par ultracentrifugation en gradient de saccharose deux populations virales ont pu être individualisées dans le sérum des patients infectés par le (CVǤ  Une  population  de  haute  densité  ȋͳǡʹʹǦͳǡʹͷ  gȀmlȌ  correspondant  aux  virions complets  contenant  de  lǯARN  viralǡ  des  protéines  de  capside  et  des  protéines dǯenveloppe EͳEʹ exprimées à leur surface ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Ces particules virales ont une taille comprise entre ͵ͷ et ͹Ͳnm ȏKaito et alǤǡ ͳͻͻͶǢ Petit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Une deuxième population  de  faible  densité  ͳǡͲͻǦͳǡͳͲ  gȀml  a  été  aussi  retrouvée  dans  le  sérum  des malades  infectés  ȏMiyamoto  et  alǤǡ  ͳͻͻʹǢ  Petit  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ  Thomssen  et  alǤǡ  ͳͻͻʹǢ Trestard et  alǤǡ  ͳͻͻͺȐ  et  correspond aux ViroǦlipoǦparticles  ȋVLPȌ  ȏAndre  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ Ces  VLPsǡ  très  infectieusesǡ  sont  composées  de  lipoprotéines  riches  en  triglycérides contenant  de  lǯapolipoprotéine  ȋApoȌ  B  et  ApoEǡ  de  la  nucléocapside  virale  et  les protéines dǯenveloppe ȏAndre et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Diaz et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ )card et alǤǡ ʹͲͲͻǢ Nielsen et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑ et sont capables dǯinfecter  les chimpanzés  ȏBeach et alǤǡ ͳͻͻʹǢ Bradley et alǤǡ ͳͻͻͳȐǤ Vu lǯassociation de ces VLP avec les lipoprotéinesǡ le LDLǦR a été montré jouer un rôle  important  dans  lǯinfection  ȏAgnello  et  alǤǡ  ͳͻͻͻǢ Andre  et  alǤǡ  ʹͲͲʹǢ Bradley  et  alǤǡ ͳͻͻͳǢ  Monazahian  et  alǤǡ  ͳͻͻͻȐǤ  Cependantǡ  la  présence  de  lǯApoBͶͺǡ  normalement produite par les entérocytesǡ suggère quǯune partie des VLPs circulantes proviendrait de lǯintestin ȏDiaz et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ  Des nucléocapsides non enveloppées ont été aussi identifiées dans le sérum des patients infectésǤ Elles ont une densité de ͳǤ͵ʹ à ͳǤ͵Ͷ gȀml en gradient de césiumǤ Ces particules non  enveloppées  présentent  une  hétérogénéité  au  niveau  de  la  taille  avec  une 
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prédominance de ͵ͺ à Ͷ͵nm ȏMaillard et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Dǯautre partǡ des formes circulantes appelées complexes immuns circulantsǡ ont également été retrouvées ȏChoo et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Thomssen et  alǤǡ  ͳͻͻ͵ȐǤ En effetǡ  ces nucléocapsidesǡ outre  leur  liaison à des anticorps spécifiquesǡ  sont  capables  dǯinteragir  avec  le  domaine  Fcɀ  des  immunoglobulines ȏMaillard et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ 
3.2.  Les modèles viraux existants  
3.2.1.   La protéine E2 recombinante  En l̵absence de modèles efficaces de réplication  in vitro du (CVǡ la forme soluble de la glycoprotéine  recombinante  Eʹ  ȋsEʹȌ  a  été  utilisée  pour  identifier  les  candidats récepteurs  cellulaires  impliqués  dans  l̵entrée  viraleǤ  Lǯutilisation  de  sEʹ  a  permis lǯidentification de deux récepteurs majeurs du (CV ǣ  la tétraspanine CDͺͳ ȏPileri et alǤǡ ͳͻͻͺȐ et  le  scavenger récepteur   de class B  ȋSRǦB)Ȍ  ȏScarselli  et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Elle a aussi permis de mettre en évidence lǯinteraction Eʹ et les héparanes sulfates ȋ(SȌ ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲ͵Ȑǡ lǯétude structurale de Eʹǡ et la confirmation de son rôle dans lǯattachement viralǤ Cependantǡ bien que cette approche  soit  intéressante pour déterminer  les potentielles interactions  protéineȀprotéineǡ  elle  ne  peut  pas  être  utilisée  pour  étudier  les mécanismes  de  lǯentrée  viraleǤ  En  effetǡ  les  deux  glycoprotéines  dǯenveloppe  Eͳ  et  Eʹ forment  un  hétérodimère  à  la  surface  de  la  particule  virale  et  présente  donc  une structure  triǦdimensionnelleǤ  En  plus  des  hépatocytesǡ  la  protéine  sEʹ  se  lie  non spécifiquement  à  différentes  lignées  cellulaires  dǯorigine  humaine  ȏBarth  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ǣ Michalak  et  alǤǡ  ͳͻͻ͹ȐǤ  Ainsi  pour  étudier  le  rôle  des  glycoprotéines  Eͳ  et  Eʹ  dans lǯentrée du (CVǡ plusieurs modèles viraux ont été développésǤ 

 
3.2.2.   Les réplicons génomiques/subgénomiques  Lǯabsence de système de propagation du (CV in vitro a considérablement limitée lǯétude de  la  réplication  du (CV  jusquǯau  développement  en  ͳͻͻͻ  dǯun  système  dǯARN  sousǦgénomiqueǡ capable de sǯautoǦrépliquer de façon autonome ȏBartenschlager et alǤǡ ͳͻͻͶǢ Bukh  and  Purcellǡ  ʹͲͲ͸ȐǤ  Le  premier  réplicon  a  été  construit  à  partir  dǯun  ARN  du 
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génotype ͳbǡ  exprimant  le  gène de  résistance  à  la  néomycine  à  la  place  des protéines structuralesǡ  et  les  protéines  nonǦstructurales  sous  la  direction  de  lǯ)RES  de lǯencéphalomyocardite  ȋEMCVȌ  ȏLohmann  et  alǤǡ  ͳͻͻͻȐǤ  Après  transfection  de  cet  ARN dans la lignée hépatocytaire (uhǦ͹ǡ les colonies possédant la résistance à la néomycine sont ainsi sélectionnées et vont permettre dǯétablir des cultures de cellules produisant en continu des réplicons subgénomiquesǤ )l a été montré que certaines mutations dans les protéines NS confèrent une meilleure efficacité du réplicon ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲͲǢ Friebe et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Guo et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Krieger et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Lohmann et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Ces mutations ne semblent  pas  réduire  le  potentiel  cytopathogène  du  répliconǡ  ni  affecter  l̵activité enzymatique  des  protéines  NS͵  et  NSͷBǤ  Les  réplicons  constituent  alors  un  système dǯexpression des protéines virales très efficaceǡ standardiséǡ et stable dans le tempsǤ )ls ont  permis  dǯǯétudier  le  rôle  des  protéine  NS  dans  la  réplication  du  (CV  et  tout particulièrementǡ le fait que NSʹ nǯest pas nécessaire à la réplication a pu ainsi être mis en évidence ȏLohmann et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Tellinghuisen et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  Par  la  suite  une  amélioration majeure  a  été  apportée  à  cette  structure  génétique  par lǯajout de  séquences  codant pour  les protéines  structurales Cǡ  Eͳǡ Eʹǡ p͹ǡ  en vue de  la production  de  particules  virales  complètes  et  potentiellement  infectieusesǤ  Cette approche repose sur  lǯobtention dǯADNc de  lǯARN génomique viral  complet à partir de sérums de patients atteints dǯhépatite C  chroniqueǤ En effetǡ malgré une expression et une glycosylation correcte des protéines structuralesǡ ainsi quǯun  fort niveau réplicatif de  lǯARN  viralǡ  ce  système  de  réplicons  génomiques  ne  permet  pas  de  produire  des virions infectieux ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Pietschmann et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ 
 

3.2.3.  Les particules virusǦlike ou HCVǦLPs  Le premier modèle viral C a été développé par Baumert en ͳͻͻͺǤ Les (CVǦLPs ȋHepatitis 
C  VirusǦlike  particlesȌ  sont  produites  dans  des  cellules  dǯinsectes  infectées  par  un baculovirus  recombinant  codant  lǯensemble  des  protéines  structurales  du  (CV  ȋCoreǦEͳǦEʹȌ  et  une  partie  de  lǯ)RES  ȏBaumert  et  alǤǡ  ͳͻͻͺȐǤ  Les  protéines  produites  sǯautoǦassemblent en particulesǡ mais comme elles ne contiennent pas de génome entier elles ne  peuvent  pas  se  répliquerǤ  Ainsiǡ  les  particules  virales  ne  sont  pas  sécrétéesǡ  mais seraient plutôt retenues dans des vésicules intracellulairesǡ ce qui rend leur préparation 
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difficileǤ Elles sont par la suite purifiées à partir des lysats cellulaires et possèdent une morphologie  et  des  caractéristiques  biophysiques  similaires  aux  virions  provenant  de patients  infectés  ȏBaumert  et  alǤǡ  ͳͻͻͻǢ  Wellnitz  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Ces  (CVǦLPs  ont  un diamètre  de  ͵ͷ  à  Ͷͻ  nmǡ  expriment  les  protéines  structurales ȋCoreǡ  Eͳ  et  EʹȌ  et sédimentent à une densité comprise entre ͳǡͳͶ et ͳǡʹʹgȀml en gradient de saccharoseǤ Un  certain  nombre  dǯétude  ont  été  publiées  sur  l̵utilisation  de  ces  particules  pour étudier la structure et les fonctions des protéines de capside et dǯenveloppe ȏChoi et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Clayton et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Owsianka et alǤǡ ʹͲͲͳȐ ainsi que les interactions (CVǦcellule hôte  et  l̵entrée  viraleǡ  notamment  celles  avec  les  cellules  dendritiques  ȏBarth  et  alǤǡ ʹͲͲͷbȐǤ )l a été aussi montré que la liaison et lǯentrée des (CVǦLPs dans la cellule étaient inhibées par des anticorps antiǦEͳ et antiǦEʹǡ démontrant le rôle essentiel des protéines dǯenveloppe  dans  ce  processus  ȏTriyatni  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Barth  et  collaborateurs  ont démontré que  la  liaison entre  les glycoprotéines d̵enveloppe du (CV et  les héparanes sulfates est essentielle pour l̵initiation de l̵infection virale ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ  Cependantǡ bien quǯEͳ et Eʹ forment un complexe hétérodimérique dans ce systèmeǡ la glycosylation  dans  les  cellules  d̵insectes  est  différente  de  celle  dans  les  cellules humainesǤ En effetǡ la protéine Eͳ des (CVǦLPs présente deux formes glycosylées ȋ͵͵ et ͵Ͷ kdaȌ alors que chez les mammifèresǡ Eͳ est mono glycosylé ȋ͵ͶkdaȌǤ En sommeǡ les (CVǦLPs restent un modèle pour étudier lǯattachement des particules virales à la cellule et non un modèle pour étudier les mécanismes de fusion et de réplication virale puisque ces particules ne sont pas infectieusesǤ 
3.2.4.  Les pseudoǦparticules HCV ou HCVpp                 Une  autre  approche  pour  étudier  lǯentrée  du  (CV  a  été  le  développement  de pseudotypesǤ  Les  pseudoǦparticules  ont  été  construits  en  utilisant  le  virus  de  la stomatite vésiculeuse ȋVSVȌ ou le virus de la grippe ȋinfluenzaȌ exprimant les protéines Eͳ et Eʹ chimériques ȏFlint et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Lagging et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Matsuura et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Ces protéines dǯenveloppe ont été modifiées au niveau de leur domaine transmembranaire pour  permettre  le  transport  et  l̵assemblage  dans  les  cellules  hôtesǤ  Toutefoisǡ  ces modifications  affectent  la  conformation  correcte  des hétérodimères EͳǦEʹ  ȏLagging  et alǤǡ ͳͻͻͺȐ et pose aussi la question de l̵infectiosité de telles particules ȏBuonocore et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ  
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En  ʹͲͲ͵ǡ  Bartosch  et  collaborateurs  ont  généré  des  pseudoǦparticules  basées  sur lǯutilisation  de  rétrovirusǡ  le  MLV  ȋMouse  leukemia VirusȌ  ȏBartosch  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵aȐǤ  En effetǡ  les  rétrovirus  sont  bien  connus  pour  leurs  capacités  à  incorporer  dans  leur enveloppe une variété de glycoprotéines cellulaires et virales  ȏOttǡ ͳͻͻ͹Ǣ Sandrin et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ De plusǡ ils peuvent facilement empaqueter et intégrer des marqueurs génétiques dans  l̵ADN  des  cellules  hôtes  ȏNegre  and  Cossetǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Les  pseudoǦparticules rétrovirales  ou  (CVpp  ȋHepatitis  C  Virus  pseudoǦparticlesȌ  sont  ainsi  produites  après transfection de cellules ʹͻ͵T avec trois vecteurs d̵expression codant pour les protéines EͳȀEʹ  du  (CVǡ  les  protéines  gagǦpol  du  MLV  et  un  vecteur  compétant  pour lǯencapsidation  et  contenant  le  gène  marqueurǡ  la  GFP  ȋgreen  fluorescent  proteinȌ ȋFigure  16ȌǤ  Ces  (CVpp  expriment  des  complexes  protéiques  EͳEʹ  fonctionnelles  et sont  capables dǯinfecter des hépatocytes humains  ainsi  que des  cellules de différentes lignées hépatocytairesǡ (uhǦ͹ǡ (epGʹ et (ep͵B ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aǢ (su et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ L̵infection de ces cellules ȋparticulièrement (uhǦ͹Ȍ avec  les (CVpp a été utilisée pour étudier  lǯétape  d̵entrée  virale  et  les  données  ont  confirmé  le  rôle  de  CDͺͳ  dans  ce processus ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aǢ Bartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵bǢ (su et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Lavillette et alǤǡ ʹͲͲͷaǢ McKeating  et  alǤǡ  ʹͲͲͶǢ  Zhang  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Ainsiǡ  la  protéine  Eͳ  du (CV  a  été montré être impliquée dans la fusionǡ tandis que Eʹ se fixe sur les récepteurs cellulairesǡ tels  que  CDͺͳ  et  SRǦB)Ǥ  Trois  sites  putatifs  d̵interaction  avec  CDͺͳ  ont  été  identifiés dans Eʹ regroupant les régions Ͷ͹ͶǦͶͻʹǡ ͷʹʹǦͷͷͳ et ͸ͳʹǦ͸ͳͻǡ essentielles pour lǯentrée du virus ȏRothwangl et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Ce modèle (uhǦ͹Ȁ(CVpp a également été utilisée pour évaluer lǯactivité neutralisante des anticorps présents dans le sérum de patients infectésǤ )l  a  été montré  que  lǯentrée  des  (CVpp  était  inhibée  par  des  anticorps  antiǦEʹ  et  du sérum humain ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aǢ Keck et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Logvinoff et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ  Cependantǡ  le principal  inconvénient de ce système est qu̵il ne permet que lǯétude des étapes très précoces de lǯentrée viraleǡ de la fixation de la particule virale à la libération de la capsideǤ     
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Figure 16: Système des pseudoparticules rétrovirales HCVpp [Bartosch et al., 2003a].  

Les HCVpp  sont  produites  en  transfectant  trois  plasmides :  le  plasmide  1  exprime  les  glycoprotéines 

d’enveloppe E1E2 du HCV, le plasmide E2 exprime la protéine de capside d’un rétrovirus, le plasmide 3 

exprime un génome rétroviral défectif portant un marqueur de transfert : la Green Fluorescent Protein 

(GFP) ou la luciférase (LUC). Les HCVpp infectent les lignées hépatocytaires (HuhǦ7) et l’infectiosité est 

mesurée par cytométrie en flux (GFP) ou par luminescence (LUC). 

 

3.2.5.  Le système de propagation du virus en culture cellulaire, HCVcc  En ʹͲͲͷǡ le développement du premier modèle in vitro capable de reproduire l̵ensemble du cycle viral et de produire des particules virales  infectieuses  in vitro  et  in vivo  a été une avancée majeure dans lǯétude du virus de lǯhépatite C ȋFigure 17ȌǤ Ce modèle repose 
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sur  lǯutilisation  dǯun  réplicon  génomique  JF(Ǧͳ  ȋjapanese  fulminant  hepatitisȌ  de génotype ʹaǡ  isolé à partir dǯun patient atteint dǯune hépatite C fulminante ȋKato et alǤǡ ʹͲͲͳȌǤ  Cette  souche  a  la  particularité  de  se  répliquer  efficacement  dans  les  cellules dǯhépatome (uh ͹ et de produire des particules virales infectieuses sans avoir besoin de mutations adaptatives ȏDate et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Kato et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Wakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Une étude réalisée par Lindenbach a montré que  les  clones dérivés de  cellules (uhǦ͹  ȋ(uh͹Ǥͷ et (uh͹ǤͷǤͳȌ permettaient dǯaugmenter la production de virions infectieux ȏLindenbach et alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Les  virions  ainsi  produits  ȋenviron  ͳͲͷ  unités  infectieusesȀml  en  Ͷͺh  de cultureȌ présentent une morphologie sphérique de ͸Ͳ nm de diamètre et sédimentent à une densité dǯenviron ͳǡͳͷgȀml en gradient de saccharose ȏWakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ En plus de  leur  capacité  à  infecter  les  cellules (uhǦ͹  naïvesǡ  les  virions  produits  in  vitro  sont infectieux chez  le chimpanzé  ȏLindenbach et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Wakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐ et  la souris SC)DǦuPAǡ  un  modèle  animal  principalement  utilisé  pour  l̵évaluation  de  composés antiviraux  ȏMeuleman  and  LerouxǦRoelsǡ  ʹͲͲͺǢ Meuleman  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  La  réplication virale dans ce système a été montrée inhibée par lǯ)FNǦȽ ȏLindenbach et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Toutefoisǡ ce modèle présente quelques limitations importantesǤ Ainsiǡ la production de (CVcc  serait  limitée  dǯune  part  à  lǯutilisation  exclusive  de  deux  lignées  cellulaires défectives pour  le métabolisme des  lipoprotéines  ȋ(uhǦ͹ et L(ͺ͸Ȍ et dǯautre part  à  la restriction au génotype ʹaǤ Aujourdǯhuiǡ des réplicons chimériques ont été construits à partir  de  la  séquence  codant  les  protéines  structurales  des  différents  génotypes  ȋͳaǡ ͳbǡǥȌ  et  de  la  séquence  JF(Ǧͳ  codant  les  protéines  non  structurales  de  génotype  ʹa ȏPietschmann  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸ȐǤ  Ces  constructions  vont  permettre  dǯétudier  lǯinfluence  des protéines  structurales  de  différents  génotypes  dans  la  synthèse  de  particules  virales infectieuses et dǯaugmenter le titre infectieuxǤ A lǯheure actuelleǡ la construction la plus efficaceǡ en terme de titre infectieux est la chimère ʹaȀʹaǡ formée entre les souches J͸ et JF(Ǧͳ  ȏPietschmann et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑ mais elle se modifie rapidement après un passage en culture cellulaireǤ Malgré un titre viral faible permettant de caractériser les particules virales produitesǡ le modèle des (CVǦcc constitue à lǯheure actuelle un outil pour étudier les étapes du cycle viral du (CV afin de développer de nouvelles droguesǤ  
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Figure 17 : Génération de virions J6 et JFH1 en culture cellulaire et démonstration de leur 

pouvoir infectieux in vivo [Bukh and Purcell, 2006]. 

Ce  schéma  représente  l’étude  menée  par  Lindenbach  et  collaborateurs  (Lindenbach  et  al.  2006).  
L’ARN  transcrit   à   partir   du   génome   du    virus    chimérique    (J6/JFHǦ1)    est    transfecté   dans    les  
cellules  HuhǦ7.5.  Le surnageant  des  cellules  transfectées  est  filtré  et  est  utilisé  pour  infecter  des  
cellules  HuhǦ7.5  naïves.  Un immunomarquage réalisé à l’aide d’un anticorps spécifique de la protéine 
NS5A  est montré  (Lindenbach  et al. 2005). Des  virus  issus d’un  stock  viral  titré a  été  innoculé à des 
chimpanzés (par voie intraveineuse) et à des souris   SCIDǦuPA   humanisées   (voir     C.III.3).   Le   plasma  
d’une  des  souris  a  permis  la  réinfection  d’une  souris naïve. L’infectivité des sérums des chimpanzés 
et des souris a été déterminée sur des cellules HuhǦ7 naïves. 

 

3.3.   Les modèles cellulaires   Parallèlement  à  ces modèles  virauxǡ  différents modèles  cellulaires  ont  été  développés pour étudier le (CVǤ La réplication du génome du (CV se produit principalement dans les hépatocytesǤ Cependantǡ d̵autres types cellulaires se sont révélés être permissifs au 
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(CVǡ mais de façon moindreǡ tels que les cellules mononucléées du sang périphérique ou PBMC ȏCribier et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Lerat et alǤǡ ͳͻͻ͸Ȑǡ les cellules biliaires ȏLoriot et alǤǡ ͳͻͻͻȐet les  entérocytes  ȏDeforges  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Ainsiǡ  plusieurs modèles  cellulaires  combinant des cellules d̵origines diverses ont été développés ces dernières années et constituent des  outils  précieux  pour  étudier  la  biologie  du  (CV  et  tester  de  nouvelles  molécules antiviralesǤ 
3.3.1.  Lignées cellulaires pour l’étude du HCV   Différentes  lignées humaines ont été optimisées pour permettre  la réplication du (CVǡ notamment  celles  dǯorigine  hépatique  telles  que  les  cellules  (epGʹǡ  (uhǦ͹ǡ  P(ͷC(  et celles dǯorigine lymphocytaireǡ les cellules MOLTǦͶǡ MTǦʹ et DaudiǤ Parmi  les  lignées  dǯorigine  lymphoïdeǡ  les  cellules  MTǦʹ  ȋlignée  lymphocytaire  T humaine  infectée  par  le  (TLVǦͳȌ  sont  capables  de  répliquer  le  virus  ȏMizutani  et  alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ Les cellules Daudiǡ dǯorigine  lymphocytaire Bǡ semblent  être également de bons candidats en étant capables de répliquer le (CV ȏNakajima et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ  )l a également été montré que le surnageant de cellules Daudi infectées par le (CV pouvait être utilisé pour  inoculer  des  chimpanzésǡ  malgré  un  pouvoir  infectieux  relativement  faible ȏShimizu et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ  Les cellules P(ͷC(ǡ  immortalisées  à  lǯaide de  lǯantigène T du SVͶͲ ȏ)keda et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Noguchi  and  (irohashiǡ  ͳͻͻ͸Ȑ  expriment  certains  marqueurs  dǯhépatocytes  et  sont susceptibles  à  lǯinfection  avec  des  particules  virales  provenant  de  sérum  de  patients chroniquement  infectés par  le (CVǤ Toutefoisǡ  la production de  particules virales dans ces cellules hépatocytaires immortalisées semble être transitoireǤ De plusǡ lǯinfection de ces  cellules  activait  à  la  fois  la  voie  de  signalisation  de  lǯinterféron  et  une  réponse autophagique ȏAitǦGoughoulte et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Kanda et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Kanda et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  Les  cellules  dǯhépatomes  humains  ȋdont  les  cellules  (uhǦ͹Ȍ  ont  été  un  outil indispensable pour lǯétude des différentes étapes de la réplication du (CVǤ En ʹͲͲʹǡ des lignées particulièrement permissivesǡ  les (uhǦ͹ǤͷǤͳǡ  ont  été mises  au point  en  traitant des cellules hébergeant un réplicon sous génomique du (CV par lǯinterféron α ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Zhong et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Ces réplicons sous génomiques ont permis dǯétudier le rôle des  protéines  non  structurales  dans  la  réplication  du  (CVǤ  Par  la  suiteǡ  le  réplicon 
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génomique JF(ͳ de génotype ʹaǡ sǯest révélé répliquer efficacement en (uhǦ͹ sans avoir besoin de mutations adaptatives ȏKato et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Plusieurs groupes ont montrés une production  de  particules  (CVcc  infectieuses  dans  le  milieu  extracellulaire  après transfection de lǯARN génomique total du JF(ͳ ȋʹaȌ ou des chimères intraǦgénomique ou interǦgénomique ȋconstruction avec protéines structurales Ȁ protéines non structuralesȌ tels que J͸ ȋʹaȌ Ȁ JF(ͳǡ (͹͹ ȋͳaȌ Ȁ JF(ͳ ou Sͷʹ ȋ͵aȌ Ȁ JF(ͳ dans les cellules dérivées des (uhǦ͹ǡ  notamment  les  (uhǦ͹Ǥͷ  ȏGottwein  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹Ǣ  Lindenbach  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ Lindenbach et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Pietschmann et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Rouille et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Wakita et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Yi et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Zhong et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Ces particules ont été montrées être infectieuses pour les cellules (uhǦ͹ ainsi que in vivo pour les chimpanzésǤ Cependantǡ un problème majeur est  rencontré  avec  les  cultures  de  cellules  d̵hépatomes  ȋ(epGʹǡ  (ep͵B  et  (uhǦ͹Ȍ  au niveau de la réponse )FN au poly ȋ)CȌ et au virus notamment dans les différentes lignées (uh͹ provenant de différents laboratoires ȏKeskinen et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Lanford et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Li et  alǤǡ  ʹͲͲͷaǢ  Li  et  alǤǡ  ʹͲͲͷbȐǤ  Les  voies  de  signalisation  du TLR͵  et  de R)GǦͳ  ont  été démontrées comme étant défectives respectivement dans les cellules (uh͹ ȏLanford et alǤǡ  ʹͲͲ͵Ǣ  Preiss  et  alǤǡ  ʹͲͲͺȐ  et  dans  les  cellules  (uh͹Ǥͷ  ȏSumpter  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  )l  est probable que ces déficiences constituent un  inconvénient au niveau de  la permissivité élevée des cellules (uhǦ͹Ǥͷ pour  la réplication du (CVǤ De plusǡ  lǯinfection des cellules (uhǦ͹ avec du JF(ͳǡ semble être limitée par lǯutilisation de cellule non différenciéeǡ qui ne correspond pas aux conditions cellulaires rencontrées par le virus in vivo ȏDecaens et alǤǡ  ʹͲͲͻǢ  Moradpour  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  )l  a  été  récemment  suggéré  que  la  polarité  des hépatocytes serait important pour l̵entrée du virus du fait des interactions entre le (CV et  les  protéines  des  jonctions  serréesǡ  la  claudineǦͳ  et  lǯoccludineǡ  essentielles  à lǯabsorption  viraleǤ  En  effetǡ  de  récentes  études  suggèrent  que  la  polarité  des hépatocytes peut limiter l̵entrée du (CV ȏMee et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Mee et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ  Face à ces limitationsǡ  il  est  nécessaire  de  développer  de  nouveaux  systèmes  cellulaires  plus proches de lǯinfection in vivoǤ 
3.3.2.  Culture d’hépatocytes humains fœtaux  (HFH)  Les cultures dǯhépatocytes humains fœtaux ont été utilisées pour étudier lǯinfection par le (CV ȏCarloni et alǤǡ ͳͻͻ͵Ǣ  )acovacci et alǤǡ ͳͻͻ͹ȐǤ Pour celaǡ  les hépatocytes humains fœtaux  ont  été  cultivés  dans  un  milieu  sans  sérum  et  inoculés  avec  du  (CV  sériqueǤ 
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LǯARN viral  ainsi  que  les protéines  virales  ont  été détectés dans  ces hépatocytesǤ  Plus récemmentǡ Lazaro et collaborateurs ont caractérisés des hépatocytes non transformés provenant  de  foie  fœtal  humain  ȏLazaro  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹Ȑ  et  pouvant  supportés  une réplication virale après transfection de ces cellules avec de  lǯARN total de génotype ͳa ou après infection avec des particules (CV sériques de génotypes diversesǤ Lǯanalyse des hépatocytes  soit  transfectés  ou  infectés  révèle  la  présence  dǯARN  du  (CV  à  ͳͲ͸ copiesȀml avec un schéma cyclique et des particules virales qui sédiment à ͳǡͳ͹ gȀml en gradient de saccharoseǤ De plusǡ  il a été noté quǯune réinfection serait possible à partir dǯhépatocytes  transfectés  et  que  lǯ)FN  inhiberait  cette  infectionǤ  La  mort  cellulaire observée  dans  les  hépatocytes  infectés  suggère  que  le  virus  entraine  des  effets cytotoxiques dans ce modèleǤ Cependantǡ  les auteurs n̵ont pas pu établir si cette mort cellulaire est associée au taux dǯ(CV présent dans le milieuǤ 
 

3.3.3.  Culture primaires d’hépatocytes humains (PHH)  Différentes sources de tissu hépatiqueǡ provenant de donneurs d̵organesǡ de cadavresǡ dǯhépatectomies thérapeutiques ou de biopsies chirurgicalesǡ peuvent être utilisées pour préparer les cultures primaires dǯhépatocytes humains ȏBallet et alǤǡ ͳͻͺͶȐǤ Ces cultures primaires sont préparées par perfusion à la collagénase de ces  fragments de foieǤ Dans des conditions de culture appropriéeǡ ces cellules pourront être maintenues pendant des semaines  tout  en  préservant  plusieurs  marqueurs  phénotypiques  hépatocytaires  tels que la production de protéines du plasmaǡ de facteurs de coagulation du sangǡ de l̵uréeǡ l̵expression  de  systèmes  de  détoxication  ȋcytochromes  PͶͷͲǡ  les  enzymes  de conjugaisonǡ  les  transporteurs  membranairesȌǡ  la  réponse  aux  stimuli physiopathologiques par activation des voies de signalisationǡ etc ȏGuguenǦGuillouzo et alǤǡ ͳͻͺ͸Ǣ Guillouzoǡ ͳͻͻͺǢ (ewitt et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ PichardǦGarcia et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ En ͳͻͻ͸ǡ )to et collaborateurs  ont  été  les  premiers  à  démontrer  que  les  hépatocytes  isolés  chez  un patient (CV positifǡ pourrait être cultivé et continué à produire de manière stable des virions infectieux dans leur milieu extracellulaire ȏ)to et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ Par la suiteǡ lǯéquipe de  Fournier  a  démontrée  que  des  hépatocytes  isolés  de  patients  non  infectés  étaient sensibles à l̵infection par le virus (CV sérique et permissives à la réplication du génome viral ȏFournier et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ Depuis lorsǡ plusieurs groupes ont confirmé ces résultatsǤ Et malgré les performances de ces modèles de culture primaire variant d̵un laboratoire à 
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un  autreǡ  en  fonction  des  conditions  de  culture  cellulaireǡ  les  résultats  indiqués  sont cohérents  et  reproductiblesǤ  Lǯinfection  des  hépatocytes  primaires  humains  avec particules  virales  sériques  de  génotypes  différents  ȋde  ͳ  à  ͷȌ  a  été  évaluée  par  la détection  de  lǯARN  viralǡ  l̵augmentation  de  l̵accumulation  intracellulaire  de  lǯARN génomiqueǡ  la  production  de  virions  infectieuxǡ  la  génération  de  quasiǦespèceǡ  et l̵inhibition  de  la  réplication  par  l̵)FN  ȏBuckǡ  ʹͲͲͺǢ  Carriere  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹Ǣ  Castet  et  alǤǡ ʹͲͲʹǢ Chong et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Fournier et alǤǡ ͳͻͻͺǢ Molina et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ Molina et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Raymond et alǤǡ ʹͲͲͻǢ Rumin et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Les cultures primaires dǯhépatocytes humains hautement  différenciés  infectés  par  le  virus  sérique  représentent  actuellement  le modèle  cellulaire  le  plus  proche  de  la  situation  physiologiqueǤ  Dǯautres  études  ont montré que ces hépatocytes primaires humains seraient sensibles aux (CVpp ȏCodran et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Meertens et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Regeard et alǤǡ ʹͲͲͺȐ et aux (CVcc  ȏMolina et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Reynolds et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ  )ls ont été récemment utilisés pour évaluer comparativement  le transcriptome  induit  par  la  protéine  de  capsideǡ  NS͵  et  NSͷA  par  infection  avec  un adénovirus  ȏBudhu  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  Toutefoisǡ  lǯefficacité  de  ces  systèmes  dǯinfection  des cultures  primaires  semble  être  influencée  par  différents  paramètres  difficiles  à contrôlerǡ  comme  le  pouvoir  infectieux  du  sérum  de  malade  servant  dǯinoculumǡ  la présence dǯanticorps neutralisants antiǦ(CV dans le sérum et  la qualité de préparation des hépatocytesǤ  Ce  modèle  de  cultures  primaires  d̵hépatocytes  présente  quelques  inconvénients majeursǤ  L̵obtention  et  l̵utilisation  de  tissus  humains  requièrent  des  autorisations nécessaires  des  organismes  de  réglementation  et  le  consentement  des  donneursǤ  De plusǡ la qualité du tissu est variable d̵un échantillon de foie à un autre en raison de l̵état de  santé  du  donneurǡ  de  la  nature  de  la  lésionǡ  du  préǦtraitement  chirurgical  ou  à  la durée  du  transportǤ  Par  conséquentǡ  les  cultures  primaires  d̵hépatocytes  humains devraient  être  utilisées  pour  confirmerǡ  infirmer  ou  compléter  les  données  obtenues dans les autres systèmes plus artificiels décrits ciǦdessusǤ    
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3.4.  Les modèles animaux  
3.4.1.  Le chimpanzé (Pan troglodytes)  Durant  des  décenniesǡ  le  chimpanzé  ȋFigure 18Ȍ  a  été  utilisé  pour  étudier  la  biologie ainsi que les candidats thérapeutiques à la fois pour lǯinfection par le virus de lǯhépatite Bǡ  (BV  ȏPrince  and  Brotmanǡ  ʹͲͲͳȐ  et  pour  le  (CV  ȏBukhǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Actuellementǡ  il représente  le principal modèle animal pour  lǯinfection par  le (CVǤ Ce modèle a permis non seulement de caractériserǡ dǯidentifier et de cloner le (CVǡ mais aussi dǯobtenir des informations  importantes sur  la physiopathologie de cette  infection virale  ȏChoo et alǤǡ ͳͻͺͻȐǤ  Lǯavantage principal de ce modèle repose sur la facilité dǯanalyser les différentes étapes de la maladieǤ )l existe très peu de données sur les étapes précoces de lǯinfection par le V(C  chez  lǯhommeǡ  du  fait  que  la  phase  aiguë  de  l̵infection  est  majoritaire asymptomatique et n̵est souvent pas perceptibleǤ Ainsiǡ lǯinoculation expérimentale des chimpanzés permet dǯétudier les phases précoces de lǯinfection viraleǤ La clairance virale sǯobserve chez environ ͸ͲΨ des animaux infectés ȏBassett et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ De nombreuses études  ont  été  réalisées  pour  mieux  comprendre  les  phénomènes  impliqués  dans  la clairance ou  la persistance virale à  la phase précoce de  lǯinfection dans ce modèleǤ Ces études  ont  montré  lǯimportance  de  la  réponse  immunitaire  humoraleǡ  de  la  réponse cellulaire  et  de  la  variabilité  génétique  du  (CV  dans  lǯélimination  ouǡ  au  contraireǡ  la persistance virale  ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻʹǢ Farci et alǤǡ ͳͻͻͷǢ Farci et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ De plusǡ des expériences chez le chimpanzé ont montré quǯil nǯy avait pas dǯimmunité protectrice de la réexposition virale ȏBassett et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Farci et alǤǡ ͳͻͻʹǢ Weiner et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Enfinǡ ce modèle  chimpanzé a permis dǯidentifier  certains  éléments viraux pour  lǯinfectiosité du  virusǤ  En  effetǡ  lǯimportance  des  sites  actifs  des  enzymes  viralesǡ  comme  ceux  des protéasesǡ  de  lǯhélicase  et  de  la  polymérase  a  été  réaffirmée  ȏKolykhalov  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǤ Avec  le  développement  du  système  cellulaire  permettant  la  production  de  particule viraleǡ  il  a  été  montré  que  le  chimpanzé  peut  être  infecté  par  les  virions  produit  en culture cellulaire ȏWakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ  
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Néanmoinsǡ  ce  modèle  présente  quelques  limitations  importantes  puisque  les chimpanzés  infectés  par  le  (CV  développent  rarement  une  maladie  chronique comparativement aux personnes infectées par le virus ȏBassett et alǤǡ ͳͻͻͺȐǡ ce qui rend ce modèle moins approprié pour étudier les mécanismes de la pathogenèse du (CVǤ De plusǡ  les  chimpanzés  sont  coûteuxǡ difficiles à manipuler et moins disponibles puisque depuis ͳͻͺͺǡ cet animal a été inscrit comme espèce en danger ȏOatesǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Les autres primates comme le cynomolgusǡ le singe vertǡ le singe japonaisǡ tamarins et les babouins ne semblent pas être permissifs de l̵infection par le (CV ȏAbe et alǤǡ ͳͻͻ͵Ǣ Garson et alǤǡ ͳͻͻ͹Ǣ Sithebe et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Face à  toutes ces  limitations sur  le modèle chimpanzéǡ des modèles animaux alternatifs ont été développés pour la recherche sur le (CVǤ  
 

Figure 18: Pan troglodytes  
3.4.2.  Tupaia (Tupaia belangeri)  Le Tupaia belangeri a été proposéǡ par la suiteǡ comme modèle alternatif au chimpanzé pour étudier le (CV ȏXie et alǤǡ ͳͻͻͺȐ ȋFigure 19ȌǤ Cǯest un petit animal génétiquement proche des primatesǤ Des essais dǯinfection réalisés sur le tupaïa semblent indiquer que celuiǦci peut être  infecté  in vivo par  le (CV  ȏXie et alǤǡ ͳͻͻͺȐ ainsi que  les hépatocytes primaires  de  Tupaïa  ȏZhao  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Ces  dernières  permettent  une  production  de 
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particules virales infectieuses in vitroǡ et ont été utilisées pour étudier les récepteurs du (CVǤ Cependantǡ  toutes  ces  infections  in vivo et en  culture dǯhépatocytes primairesǡ ne  sont que transitoires et les difficultés de reproduction en laboratoire de ces animaux limitent lǯutilisation de ce modèle animalǤ 

Figure 19: Tupaia belangeri 

 

3.4.3.  La Souris  
3.4.3.1.   Modèle de souris transgèniques  Le  développement  dǯanimaux  transgéniquesǡ  permettant  dǯinsérer  ou  de modifier  des gènes  exogènesǡ  a  été  un  avancé majeur  dans  l̵analyse  in  vivo  des  gènes  de  fonction ȏBockamp  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Un  certain  nombre  de  modèles  de  souris  transgéniquesǡ exprimant  les  protéines  du  (CV  soit  individuellement  ou  ensembleǡ  a  été  développé pour  d̵étudier  l̵effet  de  ces  protéines  et  comprendre  les  mécanismes  moléculaires impliqués dans les interactions entre le virus et sa cellule hôteǤ Des études basées sur la souris  transgénique ont montrées que  la protéine de  capside du (CV  serait  suffisante pour  induire  une  accumulation  de  lipides  ȏKremsdorf  and  Brezillonǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ    De  plusǡ dans  une  étude  récente  cette  même  protéine  de  capside  a  été  montré  capable  de 
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sǯassocier  aux  gouttelettes  lipidiques  pour  jouer  un  rôle  important  dans  la morphogenèse et la production de particules virales ȏMiyanari et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ Shavinskaya et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  )l a été également suggéré que cette protéine de capside présenterait une activité oncogénique dans le foie avec le développement de carcinome hépatocellulaire chez  ces  souris  transgéniquesǤ  Une  augmentation  du  risque  de  cancer  a  été  observée chez  les  souris  transgéniques  exprimant  la  polyprotéine  complète  du  (CV  suggérant ainsi le rôle important de ces protéines virales dans la carcinogenèse ȏLerat et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Les souris transgéniques ont considérablement contribuées à une bonne compréhension des  interactions  in vivo entre  le (CV et son hôteǤ Toutefoisǡ puisque  la souris nǯest pas permissive  à  lǯinfection  (CVǡ  tous  les  résultats  obtenus  dans  le  modèle  des  souris transgéniques  ne  seront  pas  directement  applicables  à  lǯinfection  in  vivoǤ  Pour contourner cette limitationǡ des souris transgéniques chimériquesǡ repeuplées avec des hépatocytes humainsǡ ont été développéesǤ 
3.4.3.2.  Modèle de souris humanisées  Deux modèles de xénogreffes pour étudier le (CV ont été élaborés et sont actuellement utilisés pour comprendre la biologie du (CV et évaluer ainsi les thérapies antiǦ(CVǤ Ces deux modèles reposent sur la transplantation d̵hépatocytes humains chez la souris et la repopulation du foie de la sourisǤ Le  premier  modèle  utilise  des  souris  transgéniques  AlbǦuPAǡ  qui  surexpriment lǯǼurokinase plasminogen activator ǽ ȋuPAȌǡ un transgène sous le contrôle du promoteur de lǯalbumine du foie ȏ(eckel et alǤǡ ͳͻͻͲȐǤ Mercer et collaborateurs ont croisé des souris transgéniques  pour  la  molécule  uPAǡ  souffrant  dǯatteinte  hépatique  sévèreǡ  avec  des souris  SC)D  immunodéficientesǡ  pour  générer  des  souris  transgéniques  SC)DȀAlbǦuPA ȏLindenbach et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Mercer et alǤǡ ʹͲͲͳǢ Meuleman et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Dans ce modèleǡ les souris transgéniques sont transplantées avec une millions d̵hépatocytes humainsǡ et la prise de greffe a  lieu au  cours de ͶǦ͸  semaines  ȋFigure 20ȌǤ Ensuite du  sérum  infecté provenant de donneurs humains est inoculé aux sourisǤ La réplication virale est détectée après  ͵ͷ  semaines  chez  ces  animaux  avec  des  titres  viraux  compris  entre  ͳͲͶ  et  ͳͲ͸ copiesȀmlǤ  De  plusǡ  la  réplication  a  été  confirmée  par  le  passage  du  virus  aux  trois générations de sourisǡ au cours de laquelle les niveaux d̵ARN viral ont été augmentés de 
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͵͹ͷͲͲ foisǤ Ces résultats démontrent clairement que la réplication du génome du (CV et la production de particules virales infectieuses est possible dans ce modèle animalǤ Des études  récentes  ont  montré  que  le  modèle  des  souris  transgéniques  SC)DȀAlbǦuPA permettrait  dǯétudier  aussi  lǯactivité  antivirale  de  certaines  drogues  et  lǯeffet neutralisant in vivo des anticorpsǤ Deux publications ont permis dǯévaluer lǯefficacité de lǯinterféron alphaʹb ȋ)FNαȌ et de lǯinhibiteur de la protéase NS͵ du (CV ȋB)LNʹͲ͸ͳȌ sur ces  sourisǤ  Le  traitement  à  la  fois par  lǯ)FNα  et  le B)LNʹͲ͸ͳ  semble produire un  effet antiviral similaire chez lǯhomme et chez la souris SC)DȀAlbǦuPA puisque Ͷ jours après le traitement  avec B)LNʹͲ͸ͳǡ  le  titre  viral  a  diminué  de  ʹ  logǡ  ce  qui  a  déjà  été  observé dans  les  essais  cliniques  ȏKneteman  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ǣ  Vanwolleghem  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  Ces résultats  indiquent que  la souris  transgénique SC)DȀAlbǦuPA peut être utilisée comme modèle pour analyser la réponse aux traitements antiǦ(CV et étudier le métabolisme des médicaments in vivo au cours de l̵évaluation préǦclinique des candidats thérapeutiquesǤ De  plusǡ  ce  modèle  a  été  utilisé  avec  succès  pour  étudier  l̵efficacité  des  anticorps neutralisant  l̵infection  (CVǤ  Law  et  collaborateurs  ont  démontré  que  des  anticorps monoclonaux  humains  seraient  capables  de  neutraliser  des  particules  virales  de différents génotypes et confèrent une protection contre des quasiǦespèces du (CV ȏLaw et  alǤǡ  ʹͲͲͺȐǤ  Enfinǡ  ce modèle  de  souris  SC)DȀAlbǦuPA  est  intéressant  pour  plusieurs raisonsǤ Dǯabordǡ il est facile dǯaccès etǡ par rapport au chimpanzéǡ présente un moindre coûtǤ  Ensuiteǡ  il  peut  servir  à  évaluer  des  nouveaux  agents  antiviraux  in  vivoǡ  et également  à  identifier  des  anticorps  neutralisants  ou  encore  à  étudier  la  réponse immune contre le (CVǤ Un autre modèle de souris a été développé pour étudier la réplication du (CVǤ )l sǯagit de la  souris  Trimeraǡ  obtenue  après  destruction  des  cellules  du  sang  suivie  dǯune reconstitution par la moelle épinière provenant de souris immunodéficientes SC)DǤ Ces souris sont ensuite greffées de cellules hématopoïétiques humaines et de tissus tels que le foie avec ͺͷΨ de cellules implantées au bout dǯun mois ȏ)lan et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Lubin et alǤǡ ͳͻͻͳǢ  Lubin  et  alǤǡ  ͳͻͻͶȐǤ  L̵animal  qui  en  résulte  est  composé  de  trois  tissus génétiquement  différents  et  provenant  de  diverses  sourcesǤ  )nitialementǡ  ces  animaux ont  été  créés  pour  étudier  le  développement  des  cellules  B  et  T  humainesǡ mais  elles sont actuellement utilisées pour étudier le (CVǤ )lan et collaborateurs ont démontréǡ par la  suiteǡ  que  la  souris  Trimera  pouvait  également  être  utilisée  pour  évaluer  des 



MODELES  DǯETUDE  DU  (CV 

͸ͳ  

composés présentant une possible activité antiǦ(CV ȏ)lan et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Par conséquentǡ des  fragments  de  foie  humainǡ  infectés  ex  vivo  avec  du  sérum  (CV  positifǡ  ont  été transplantées  sous  la  capsule  rénaleǤ  La virémie  reste détectable  chez ͷͲΨ des  souris transplantées et pendant un mois avec des charges virales allant jusqu̵à ͳͲͷ copiesȀmlǤ Un inhibiteur de l̵)RES du (CV et un anticorps monoclonal dirigé contre la glycoprotéine Eʹ  du (CV  ont  été montrés  capables  de  réduire  de manière  sélective  la  charge  virale pendant  le  traitementǤ  Toutefoisǡ  avec  des  titres  viraux  faibles  et  des  modifications histologiques observées dans les tissus transplantés telles que l̵ischémieǡ la fibrose et la nécroseǡ le modèle de la souris Trimera présente de nombreux inconvénients ȏGalun et alǤǡ  ͳͻͻͷǢ  )lan  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Lǯapparition  de  ces  anomalies  histologiques  n̵est  pas surprenant  puisque  les  fragments  de  foie  sont  transférés  vers  une  destination  extraǦhépatiqueǤ Par conséquentǡ les études à long terme visant à évaluer la toxicité hépatique ne  sont pas  envisageablesǤ De plusǡ  il  est  impossible d̵utiliser  ce modèle pour  étudier lǯentrée  virale  et  sa  neutralisation  puisque  lǯinfection  in  vivo  de  souris  Trimera transplantées  avec  hépatocytes  humains  non  infectés  nǯa  pas  été  réalisé  avec  succès jusqu̵à présentǤ 
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Figure 20 : Modèle de souris chimériques AlbǦuPA/SCID pour l’étude du HCV. 

 Les  souris  hétérozygotes  AlbǦuPA  ont  été  croisées  avec  des  souris  homozygotes  SCID.  Les  souris 

résultant AlbǦuPA/SCID peuvent  être  transplantées avec des hépatocytes humains. Elles peuvent  être 

infectées  avec  soit  du  sérum  provenant  de  patient  infecté  par  le  HCV,  soit  avec  des  particules 

recombinantes HCVcc. Ce modèle a été utilisé avec succès pour étudier les interactions virusǦhôte dans 

les  hépatocytes  infectés,  ainsi  que  l'évaluation  des  stratégies  antivirales,  y  compris  les médicaments 

antiviraux et les anticorps monoclonaux. Dans l’avenir, l'évaluation des produits de thérapie cellulaire 

représentera une autre application de ce modèle. 
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4.  REPONSE IMMUNITAIRE CONTRE LE HCV  Lǯéradication de l̵infection par le (CV nécessite une interaction complexe et coordonnée entre  les  réponses  immunitaires  innée  et  adaptativeǡ  qui  en  cas  dǯéchec  mène  à  une infection chroniqueǤ  
4.1.  Mécanismes de défense de la cellule hôte   
4.1.1.   La réponse innée  Cǯest la première ligne de défense de l̵hôte face à l̵infection par le virus de lǯhépatite C ȏPawlotskyǡ ʹͲͲ͸Ǣ Steinman and (emmiǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Les cellules participant à cette réponse immunitaire  innée  correspondent  aux monocytesǡ macrophagesǡ  cellules  dendritiquesǡ leucocytesǡ cellules Ǽ natural killer ǽ ȋNKȌ et  les  lymphocytes NKTǤ Elles sont présentes dans  le  foie  et  ont  la  particularité  dǯexprimer  toutes  les  récepteurs  spécifiques  aux motifs moléculaires associés à un pathogène ou PAMP ȋPathogen Associated Molecular 

PatternȌǤ  Les monocytesǡ  les macrophages  et  les  leucocytes  sont  des  effecteurs  et  des régulateurs de l̵inflammation en raison de leur capacité à reconnaître lǯagent pathogène et à produire des radicaux d̵oxygène réactif et des cytokines pro et antiǦinflammatoiresǤ Les cellules dendritiques sontǡ quant à ellesǡ des cellules présentatrices dǯantigène et des activateurs des lymphocytes T à  travers lǯexpression de molécules de coǦstimulation et la production de cytokines ȏKaisho and Akiraǡ ʹͲͲͲǢ Steinman and (emmiǡ ʹͲͲ͸ȐǤ  Lors  de  lǯinfection par  le (CVǡ  différentes  voies  de  défense de  la  cellule  sont  activéesǤ Bien que le (CV soit un virus à ARN simple brinǡ il comporte des régions double brin qui sont reconnues comme des PAMPǤ Cette reconnaissance conduit à la production dǯ)FN et déclenche la réponse antivirale de la cellule infectée ȏFredericksen et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Sumpter et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Dans les hépatocytesǡ les voies indépendantes du gène inductible par lǯacide rétinoïque  )  ȋR)GǦ)Ȍ  et  la  voie  de  signalisation du TLR͵  ȋToll Like Receptor 3Ȍ  sont  les voies principales de la défense antivirale intracellulaire déclenchée par le (CV ȏLi et alǤǡ ʹͲͲͷbǢ  Sumpter  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ  Yoneyama  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐ  ȋFigure  21ȌǤ    R)GǦͳ  et  TLRǦ͵ activent  deux  voies  différentesǤ  R)GǦͳǡ  ARN  hélicaseǡ  est  impliquée  dans  les  réponses 
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antivirales  intracellulaires  ȏYoneyama  et  alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ  Elle  peut  reconnaitre  des  motifs double  brin  du  (CV  présents  dans  les  régions  ͷǯ  et  ͵ǯ  non  traduites  ȏSumpter  et  alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ  La  signalisation  liée  à  ce  récepteur  dépend  des  régions  homologues  à  CARD ȋcaspase recruitment domainȌ qui activent )RFǦ͵ ȋinterferon regulatory factorȌ et NFǦɈB ȋnuclear  factor  ɈBȌ  ȏRothenfusser  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ  Saito  and  Galeǡ  ʹͲͲͺǢ  Yoneyama  and )chidaǡ ʹͲͲͷȐǤ TLR͵ǡ également activée par lǯARN double brinǡ permet lǯexpression aussi de  lǯǯ)RFǦ͵  et  NFǦɈB  via  une  protéine  adaptatrice  appelée  TR)F  ȋTollǦinterleukinǦ1 

receptorǦdomainǦcontaining  adaptator  inducing  INFǦȾȌ  ȏAlexopoulou  et  alǤǡ  ʹͲͲͳǢ Yamamoto  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Lǯactivation  des  voies  R)GǦͳ  et  TLR͵  aboutissent  à  la phosphorylation dǯ)RFǦ͵ quiǡ sous forme de dimèreǡ est transloqué dans le noyau où il va activer ses gènes cibles dont  le gène codant lǯ)FN ȾǤ Ceci conduit à  la sécrétion dǯ)FN Ⱦ par  la  cellule  infectéeǡ  sécrétion  qui  permet  lǯexpression  des  gènes  induits  par  lǯ)FN ȋ)SGȌǤ Par ailleursǡ  lǯ)FN Ⱦ sécrété agit par voie paracrine et autocrine en se  fixant aux récepteurs à  lǯ)FNǡ qui activent  la voie  JAKǦSTATǤ Cette voie    JAKǦSTAT aboutit   à   une  seconde  vague  dǯexpression des  )SG  ȋoligo adenylate synthétaseǡ protéine kinase R ou PKRǡǥȌ dans    la    cellule    infectéeǤ  La PKR  est  une  protéine  kinase  cellulaire  antivirale mais également un effecteur de la réponse antivirale cellulaire ȏDelhem et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ  Un  autre )SGǡ  lǯ)RFǦ͹ est exprimé en réponse à  lǯ)FNǤ )l est phosphorylé puis  interagit avec )RFǦ͵ pour former un hétérodimère qui va activer lǯexpression de lǯ)FNǦȽǤ Lǯ)FNǦȽ va agir à son tour en diversifiant la gamme des )SGǤ  Cǯest cette voie )FNǦȽ qui est activée par le traitement  actuel  du  (CVǤ  Lǯ)FNǦȽ  induit  également  la  maturation  des  cellules immunitaires  effectricesǡ  ce  qui  potentialise  la  production  dǯautres  cytokines  proǦinflammatoiresǡ modulant les défenses de la cellule et lǯimmunité adaptativeǤ  La voie de signalisation de TLR͵ǡ importante pour la défense de la cellule face à un virus à ARNǡ semble être défectueuse dans les cellules (uh͹ ȏLanford et alǤǡ ʹͲͲ͵Ǣ Preiss et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ De plusǡ les cellules (uhǦ͹Ǥͷ qui sont utilisés pour produire des particules (CVcc sont déficientes pour la voie R)GǦ) du fait de la mutation dans le premier domaine CARD de la protéine ȏSumpter et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ  
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Figure 21: Voies de signalisation de la réponse innée induites par le HCV [Sklan et al., 2009]. Le  (CV  interfère  avec  de  nombreux  mécanismes  de  défense  de  lǯhôteǡ  incluant  la  détection  de  virusǡ lǯactivation  de  la  voie  de  signalisation  de  lǯ)FN  et  des  effecteurs  antivirauxǤ  TLR͵  et  R)GǦ)  sont  des récepteurs  aux  PAMP  dont  les  voies  de  signalisation  en  avalǡ  sont  bloquées  par  la  protéase  du  (CVǡ NS͵ȀͶAǤ Des protéines NSͷA et Capside bloque la signalisation de lǯ)FN via la voie JAKǦSTATǤ Eʹ et NSͷA inhibent à leur tour la PKRǡ un effecteur antiviralǡ qui conduit à l̵inhibition de la synthèse protéique dans les cellules infectéesǤ Abréviationsǣ )FNǡ interféronǢ )RF͵ǡ interferon response factor 3Ǣ PKRǡ protéine kinase RǤ 

 

4.1.2.   La réponse adaptative  Lorsque  lǯorganisme est  incapable d̵éliminer  le (CV malgré  l̵induction dǯune  réponse innée non spécifiqueǡ la réponse immunitaire spécifique du (CV est par la suite induite pour éliminer le virus résiduelǤ Cette réponse adaptative est divisée en deux types ǣ des effecteurs  cellulaires  composés de  lymphocytes T  cytotoxiques  ȋCTLȌ et des effecteurs humoraux composés d̵anticorps  sécrétés par  les  lymphocytes B activésǤ La Figure 22 montre le processus d̵induction de cette réponse cellulaire spécifique du (CVǤ Dans le foieǡ  les  antigènes  viraux  vont  être  pris  en  charge  par  les  cellules  dendritiques  ȋDCȌ myéloïdes  qui  vont  migrer  vers  les  ganglions  lymphatiques  pour  les  présenter  aux cellules  effectricesǤ  Au  niveau  du  ganglion  lymphatiqueǡ  les  DC  matures  activent  les cellules T helper ȋThȌ naïvesǤ Lǯ)nterleukineǦͳʹ ȋ)LǦͳʹȌ est produite principalement par les  DC  et  va  entrainer  la  différenciation  des  cellules  Th  en  Thͳ  quiǡ  à  leur  tourǡ  vont 
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secréter  de  lǯ)LǦʹ  et  )FNǦǲ  pour  induire  l̵activation  et  la  prolifération  des  CTL  et  des cellules NK ȋCerny et Chisari ͳͻͻͻǢ Cucchiarini et al ʹͲͲͲǢ Valiante et al ʹͲͲͲȌǤ Les CTL naïfs pourront reconnaître les antigènes viraux présents à la surface des DCǤ Une fois ces CTL  activésǡ  ils  vont  migrer  des  ganglions  lymphatiques  vers  le  foie  pour  ensuite éliminer les hépatocytes infectés grâce à lǯexpression de molécules (LA de classe ) à la surface  des  cellulesǤ  )l  a  été montré  que  les  CTL  spécifiques  du  (CV  jouaient  un  rôle important dans l̵éradication viraleǡ car en plus de lǯélimination des cellules infectéesǡ les cellules  CDͺΪ  seraient  capables  dǯinhiber  la  réplication  virale  ȏ(akamada  et  alǤǡ  ʹͲͲͶǢ Kaneko et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ Dans une autre étudeǡ il a été rapporté que les patients qui avaient éradiqué  spontanément  le  (CV  ͵ͷ  ans  plus  tôtǡ  présentaient  une  persistance  de  la réponse  T  CDͶΪ  et  CDͺΪ  spécifique  du  (CV  ȏWertheimer  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  De  plusǡ  une réponse  CDͺ  vigoureuse  et  multispécifique  est  en  fait  associée  à  lǯéradication  de lǯinfectionǡ aussi bien chez lǯanimal ȏCooper et alǤǡ ͳͻͻͻȐ que chez lǯhomme ȏLechner et alǤǡ  ʹͲͲͲȐǡ  et  ce  particulièrement  durant  la  phase  précoce  ȏGruner  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǤ Cependantǡ  il  a  été  montré  que  malgré  lǯexistence  des  réponses  CDͶΪ  et  CDͺΪ multispécifiques  lors  de  lǯinfection  virale  C  aiguëǡ  elles  nǯempêchent  pas  lǯévolution fréquente vers la chronicitéǤ Ce qui laisse supposer un certain niveau dǯinefficacité etȀou dǯinhibition de ces réponsesǤ L̵infection par le (CV est aussi à l̵origine de la production de très nombreux anticorpsǡ dirigés  à  la  fois  contre  des  épitopes  des  protéines  structurales  et  non  structurales  du virusǤ  Le  rôle  de  ces  anticorps  dans  le  contrôle  de  l̵infection  est  mal  connuǤ  La production d̵anticorps neutralisants est indispensable à la neutralisation des particules virales libres et à l̵inhibition de leur pénétration dans les cellules permissivesǤ Lorsque le virus pénètre dans ces cellulesǡ les réponses humorales peuvent contribuer à limiter la transmission virale de cellule à celluleǤ Leur effet sur les virus intraǦcellulaires est lié à la cytotoxicité  dépendante  du  complément  et  à  la  cytotoxicité  cellulaire  dépendante d̵anticorps  ȋantibodyǦdependent  cellular  cytotoxicity,  ADCCȌǤ  De  nombreux  anticorps sont produits au cours de l̵hépatite CǤ Plusieurs études ont montrées que les protéines dǯenveloppe ȋEͳ et EʹȌ du (CV sont les cibles majeures des anticorps neutralisantsǤ La région hypervariable ͳ  ȋ(VRͳȌǡ  située à  lǯextrémité NǦterminale de  la  région codant  la glycoprotéine  dǯenveloppe  ʹ  ȋEʹȌ  a  été  proposé  comme  étant  impliquée  dans  la neutralisation ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻ͸Ǣ Shimizu et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ De nombreux arguments plaident 
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pour la production d̵anticorps neutralisants au cours de l̵infection virale CǤ L̵infection 
in  vitro  de  lignées  cellulaires  lymphoïdes  peut  être  inhibée  par  l̵adjonction  de  sérum provenant de malades ayant une hépatite chronique C  ȏShimizu and Yoshikuraǡ ͳͻͻͶȐǤ Des sérums hyperimmuns obtenus après immunisation de lapins avec un peptide (VRͳ synthétique peuvent protéger des cultures cellulaires ou des chimpanzés de  l̵infection par  la  souche  de  (CV  correspondante  ȏFarci  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸Ǣ  Shimizu  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸ȐǤ  Les sérums de patients atteints d̵hépatite C aiguë ou chronique contiennent des anticorps capables d̵inhiber la fixation des protéines d̵enveloppe du virus à des lignées cellulaires 
in  vitroǡ  en  particulier  des  lignées  d̵origine  hépatocytaireǤ  Enfinǡ  des  anticorps  antiǦ(VRͳ  peuvent  précipiter  le  (CVǡ  inhiber  l̵attachement  viral  et  réduire  ou  inhiber l̵infection in vitro ou in vivo ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻ͸Ǣ Kojima et alǤǡ ͳͻͻͶǢ Shimizu et alǤǡ ͳͻͻ͸Ǣ Zibert  et  alǤǡ  ͳͻͻͷȐǤ  Cependantǡ  plusieurs  observations  justifient  une  réévaluation critique à la fois du rôle de (VRͳ dans la persistance de lǯinfectionǡ mais également du rôle protecteur de ces anticorpsǤ En effetǡ une transfection intraǦhépatique avec de lǯARN viral  C  complet  peut  être  suivie  dǯune  infection  persistante  sans  induire  de mutation dans les gènes structuraux ȏBukh et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ De plusǡ la transfection avec un ARN viral présentant une délétion de la région (VRͳ peut conduire à une infection résolutive chez le chimpanzé ȏForns et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ Ces résultats montrent que  la région (VRͳ nǯest pas nécessaire  à  la  progression  de  lǯinfection  vers  la  chronicitéǡ  ni  à  lǯéradication  de lǯinfection  après  une  hépatite  aiguëǤ  Le  rôle  protecteur  des  anticorps  a  été  remis  en cause puisque les anticorps antiǦ(CV ne protège pas de la réinfection des chimpanzés et des individus immunisés ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻʹȐǤ Le  développement  de  modèles  virauxǡ  tels  que  les  pseudoǦparticules  ȋ(CVppȌǡ  et  les particules recombinantes ȋ(CVccȌǡ a permis de détecter et de caractériser des anticorps neutralisants dans ces systèmes ȏBarth et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Lavillette et alǤǡ ʹͲͲͷbǢ Pestka et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ  von  (ahn  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹Ǣ  Zeisel  et  alǤǡ  ʹͲͲͺȐǤ  Récemmentǡ  des  anticorps  humains ȋ(CVͳ  et  ͻͷǦʹȌ  obtenus  après  immunisation  de  souris  transgéniques  avec  la  forme soluble de Eʹ de génotype ͳa ȋ(͹͹Ȍ ont été caractérisésǤ Ces anticorps reconnaissent un épitope dans la région Eʹ ȋͶͳʹǦͶʹ͵Ȍ et semblent être neutralisants dans le système des (CVpp  ȏBroering  et  alǤǡ  ʹͲͲͻȐǤ Meunier  et  collaborateurs  ont  identifié  deux  anticorps monoclonaux humains capables de neutraliser spécifiquement  les (CVpp de différents génotypes ȏMeunier et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Lǯépitope reconnu par ces anticorps a été déterminé et 
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correspond à la région de Eͳ englobant les acides aminés ͵ͳ͵Ǧ͵ʹ͹Ǥ Cela supporte donc lǯimplication non seulement de Eʹ mais également de Eͳ dans lǯinfectivité du (CVǤ  

 
Figure 22: Induction de la réponse des cellules T cytotoxiques (CTL) spécifiques du HCV [Hiroishi et 

al., 2008].  

Après avoir pris en charge les antigènes du HCV dans le foie, les cellules dendritiques myéloïdes (DC) migrent 

vers le ganglion lymphatique. La DC mature va ensuite activer efficacement les cellules T helper naïfs (Th) en 

exprimant des HLA de classe II et des molécules de coǦstimulation (CD80 et CD86). La stimulation des cellules 

Th va entrainer l’activation des DC par l'expression du ligand CD40 (CD40L), ainsi que la sécrétion de tumor 

necrosis  factorǦȽ  (TNFǦȽ).  L'interleukine  (IL)  Ǧ12  produite  par  les  DC  myéloïdes  va  permettre  la 

différenciation des cellules Th en Th1. ILǦ2 et l'IFNǦɀ sécrétées par les cellules Th1 vont induire l'activation et 

la prolifération des CTL et des cellules NK. Dans  la suite de ce processus,  les CTL naïfs vont reconnaître  les 

antigènes du HCV présentés sur le DC. Les cellules CTL activées vont quitter les ganglions lymphatiques pour 

le  foie.  Elles  peuvent  reconnaitre  les  antigènes  du HCV  exprimés  avec  les molécules HLA  de  classe  I  à  la 

surface  des  hépatocytes  infectés,  et  entrainer  ainsi  leur  destruction.  MHC,  complexe  majeur 

d’histocompatibilité ; TCR, récepteur des cellules T. 
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4.2.  Persistance de l’infection virale  La  persistance  de  l̵infection  après  une  hépatite  aiguë  résulte  de  l̵incapacité  des réponses immunes à éliminer efficacement l̵infection viraleǤ Les mécanismes exacts par lesquels  le  (CV  échappe  à  cette  réponse  immunitaire  ne  sont  pas  bien  définisǤ  La recherche actuelle met lǯaccent sur les défauts de fonctionnement à plusieurs niveaux du système  immunitaire  et  l̵implication  des  différents  types  cellulairesǡ  des  cellules présentatrices d̵antigène aux cellules effectrices maturesǤ 
4.2.1.   HCV interfère avec la reconnaissance immunitaire innée  Plusieurs  équipes  ont  suggéré  que  le  (CV  pourrait  interférer  avec  l̵activation  de  la réponse immunitaire innéeǤ Les protéines non structurales du (CVǡ en particulier NS͵ǦͶA ont été montrées capables dǯinteragir avec différentes molécules de l̵hôte en vue de perturber les voies dǯinduction de lǯ)FN ȋFigure 21ȌǤ R)GǦ)ǡ activée par l̵ARN viralǡ se lie à la protéine )PSǦͳ ȋinterferon promoter stimulator, appelée aussi V)SAǡ CARD)F et MAVSȌ et déclenche une cascade de signalisation qui aboutit à la transcription de lǯ)FN ȏFoy et alǤǡ  ʹͲͲͷǢ  Li  et  alǤǡ  ʹͲͲͷaǢ  Meylan  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  La  protéine  )PSǦͳ  est  habituellement localisée  dans  les  membranes  des  mitochondriesǤ  La  protéase  du  (CVǡ  NS͵ǦͶA  a  été montré  capable  de  cliver  lǯ)PSǦͳ  entrainant  sa  délocalisation  de  la  membrane mitochondriale et empêcher ainsi le signal R)GǦ) ȏFoy et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Li et alǤǡ ʹͲͲͷaȐǤ Des échantillons de  tissu hépatique provenant de patients  infectés  par  le (CV montrent  la délocalisation de lǯ)PSǡ ce qui suggère que ce mécanisme est cliniquement relevant ȏLoo et  alǤǡ  ʹͲͲ͸ȐǤ  NS͵ǦͶA  a  été  aussi  montré  responsable  de  l̵inactivation  de  la  protéine cellulaire  TR)F  ȋTollǦinterleukineǦ1  receptorǦ  domainǦcontaining  adaptor  inducing  IFNȌ ȏLi et alǤǡ ʹͲͲͷbȐǤ TR)F est une protéine adaptatrice qui est une composante essentielle de la voie de signalisation TLR͵Ǥ En clivant )PSǦͳ et en inactivant TR)Fǡ le (CV perturbe la capacité de la cellule à détecter sa présenceǤ En conséquenceǡ la production d̵)FN est diminuée et les défenses de l̵hôte sont affaibliesǤ Cette capacité du virus à échapper à sa détection est d̵une importance clinique particulière car il suggère que les inhibiteurs de protéase actuellement en essais cliniques peuvent non seulement bloquer la réplication viraleǡ mais peut aussi stimuler l̵immunitéǤ 
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Le (CV est également capable d̵interférer avec les mécanismes de défense spécifique de l̵hôte  qui  sont  induits  par  lǯ)FNǤ  Le  facteur  cellulaire  PKR  bloque  la  production  de protéines  dans  les  cellules  infectéesǤ  Cette  stratégie  est  un mécanisme  cellulaire  pour empêcher le détournement de la cellule pour la production de protéines viralesǤ )l a été montré que les deux protéines du (CVǡ Eʹ et NSͷAǡ inhibaient la protéine PKR dans des cultures cellulaires ȏGale et alǤǡ ͳͻͻ͹Ȑ ȋFigure 19ȌǤ De plusǡ la capacité de NSͷA à inhiber la  PKR  semble  être  spécifique  du  génotype  et  pourrait  être  une  des  raisons  du pourcentage  élevé  de  répondeurs  complets  observé  chez  les  patients  infectés  par  le génotype ʹ ȏNoguchi et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ 
 

4.2.2.  HCV interfère avec l’activation de la réponse adaptative par les 
cellules du système innée  

4.2.2.1.   Inhibition des cellules dendritiques  Les  cellules  présentatrices  d̵antigèneǡ  comme  les  cellules  dendritiquesǡ  jouent  un  rôle central dans lǯactivation du système immunitaireǤ Plusieurs études suggèrent que le (CV agit  dés  les  premiers  stades  de  lǯactivation  de  la  réponse  adaptative  en  altérant  le fonctionnement des cellules dendritiquesǤ Ainsiǡ  la protéine de capside et NS͵ du (CV altèrent la fonction des DCǡ qui reconnaissent les protéines du (CV via le TLRʹ ȏSzabo et alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  )l  a  été  aussi  montré  que  les  protéines  de  capside  et  dǯenveloppe  Eͳ  sont capables  dǯinhiber  la  maturation  des  DC  ȏSarobe  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  De  plusǡ  les  cellules dendritiques  cultivées  en  présence  de  peptides  du  (CV  ont  une  capacité  limitée  à stimuler  les  composantes  principales  de  la  réponse  immunitaire  adaptativeǡ  les lymphocytes T helper ȋCDͶΪȌ et les cellules effectrices ȋCDͺΪȌ ȏDella Bella et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Ce dysfonctionnement serait lié à une altération du profil de sécrétion des cytokines qui a été observé dans les DC isolées à partir du sang de patients  infectés par le (CVǤ Ceci conduit  probablement  à  une  activation  défectueuse  des  cellules  T  ȏDella  Bella  et  alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ  Tsubouchi  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Les  cytokines  entrainent  la  différenciation  et  la maturation du système immunitaire et une modification dans leur production pourrait entrainer des perturbationsǤ Chez les patients (CV positifsǡ lǯexpansion des lymphocytes T régulateurs ȋTregȌ CDͶΪ CDʹͷΪ par les DC conduit à une modification de la production 
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de facteurs humorauxǡ responsables de la régulation de l̵activation des autres cellules T ȏDolganiuc et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ   Cependantǡ  notre  compréhension  des  mécanismes  par  lesquels  le  (CV  altère  les fonctions  des  cellules  dendritiques  est  incomplèteǤ  Des  études  supplémentaires  sont nécessaires pour  identifier  les  cibles qui peuvent être modifiés pour ainsi  restaurer  la réponse immune chez les patients infectés par le (CVǤ 
4.2.2.2.   Les cellules NK  Les  cellules  Natural  Killer  ȋNKȌ  constituent  un  part  important  dans  la  réponse immunitaire  innée  aux  infections  viralesǡ  mais  aussi  aux  cellules  néoplasiquesǡ  et participent  également  à  l̵amorçage  de  l̵immunité  adaptative  ȏLee  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  Les cellules  NK  sont  responsables  de  la  cytolyse  perforine  dépendante  ainsi  que  de  la sécrétion  de  cytokines  et  des  chimiokines  ȏLee  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  )l  a  été  montré  que  la protéine Eʹ du (CV en se fixant à CDͺͳ inhibe la cytotoxicité non spécifique médiée par les  cellules NKǡ  ainsi que  la production dǯ)FNǦɀ par  les NK  ȏTseng and Klimpelǡ  ʹͲͲʹȐǤ Ainsiǡ  le  (CV  peut  supprimer  directement  les  fonctions  des  cellules  NKǤ  Toutefoisǡ lǯinfiltration de cellules NK peut être observée dans le foie des patients après ͳ semaine de  traitement  )FNǤ  La  cytotoxicité  des  cellules  NK  est  alors  considérée  comme  un indicateur  de  l̵efficacité  de  l̵)FNǤ  Plusieurs  études  ont  montrées  lǯévidence  que  les cellules  NK  sont  impliquées  dans  l̵élimination  du  (CVǡ  alors  que  leur  suppression pourrait être impliquée dans la persistance de lǯinfectionǤ La protéine de capside du (CV augmente  lǯexpression  des molécules  du  complexe majeur  d̵histocompatibilité  ȋCM(Ȍ de classe ) en augmentant lǯexpression de la protéine TAPͳ ȋtransporter  associated  with  

antigen  processingȌ et de pͷ͵ ȏ(erzer et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Par conséquentǡ la surexpression de CM( de classe ) contribue à la persistance du lǯinfection par la suppression de lǯactivité cytotoxique des cellules NKǤ Toutefoisǡ il a été suggéré qu̵un inhibiteur du récepteur des cellules NKǡ K)RʹDL͵ǡ serait impliqué dans l̵éradication du (CV ȏAhlenstiel et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ 
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4.2.3.  Mécanismes d’échappement à la réponse adaptative  En plus de se soustraire au système immunitaire innéǡ le (CV a développé des moyens efficaces pour éviter le système immunitaire adaptatif via deux méthodes ǣ  la première est  liée à  la prédisposition du virus à établir une  infection chronique et  la seconde est liée à son habilité à limiter les capacités de l̵hôte à développer une immunité protectrice ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻʹȐǤ 
4.2.3.1.  Evasion de la réponse humorale par le HCV  Dans  la plupart des  infectionsǡ  les anticorps ont un rôle clé dans  l̵élimination d̵agents pathogènes  par  la  neutralisation  viraleǡ  lǯopsonisation  et  de  la  dégradation  des antigènesǤ Le mécanisme le plus fréquemment évoqué pour expliquer la progression de lǯinfection virale aiguë C vers la chronicité est le contournement de la réponse immune humorale  par  la  sélection  de  variants  viraux  non  reconnus  par  les  anticorps neutralisants  synthétisés  par  lǯhôte  ȋmécanisme  dǯéchappement  du  virus  à  la  réponse neutralisanteȌǤ  La  base  moléculaire  de  lǯéchappement  est  le  taux  élevé  de  mutations nucléotidiques  spontanées  survenant  au  cours  de  la  réplication  et  lǯabsence  dǯactivité correctrice de lǯARN polymérase dépendante de lǯARNǤ Le taux exact de mutations de la polymérase  virale  est  inconnuǤ  Plusieurs  études  ont  permis  dǯidentifier  des  résidus critiques au niveau des protéines d̵enveloppe du (CV ȏFarci et alǤǡ ͳͻͻ͹ȐǤ Dans certaines régionsǡ telles que la région hypervariable ͳ ȋ(VǦRͳȌ située à lǯextrémité NǦterminale de la  région  codant  pour  la  glycoprotéine  dǯenveloppe  ʹ  ȋEʹȌǡ  ce  taux  est  beaucoup  plus élevéǤ  )l  a  été  rapporté  que  certains  anticorps  antiǦ(VRͳ  peuvent  protéger  certaines cellules  et  les  chimpanzés  de  lǯinfection  expérimentale  par  le  (CV  ȏFarci  et  alǤǡ  ͳͻͻ͸Ǣ Shimizu et  alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ Cependant ces anticorps antiǦEʹ apparaissent plus précocementǡ plus  fréquemment  et  à  un  plus  haut  titre  chez  les  chimpanzés  et  les  individus  qui progressent vers la chronicité que chez ceux qui ont une infection résolutive ȏBassett et alǤǡ ͳͻͻͻǢ Prince et alǤǡ ͳͻͻͻȐǤ Deux observations justifient une réévaluation critique du rôle de  la  région (VRͳ dans  la persistance de  lǯinfection  liée  au (CVǤ Dǯune partǡ   une  transfection  intraǦhépatique  avec  de  lǯARN  viral  C complet  peut  être  suivie  dǯune  infection   persistante   ȋjusquǯà   une   annéeȌ   sans    induire   de mutation dans les gènes structuraux ȏBukh et alǤǡ ͳͻͻͺȐǤ Dǯautre partǡ la transfection avec un ARN viral  dont  la  
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région    (VRͳ    a    été    délétée    peut    conduire    à    une    infection    résolutive    chez    le chimpanzé  ȏForns  et  alǤǡ  ʹͲͲͲȐǤ Ces  résultats montrent que  cette  région hypervariable nǯest pas nécessaire à la progression de la maladie vers la chronicitéǡ ni à lǯéradication de lǯinfection  après  une  hépatite  aiguëǤ  Ainsi  la  production  dǯanticorps  dirigés  contre  un répertoire élargi dǯépitopes viraux pourrait être un objectifǤ  
4.2.3.2.  Evasion de la réponse cellulaire par le HCV  La fonction des CTL spécifiques du (CV comme effecteurs est fortement réduite durant l̵infection chroniqueǤ )l a été montré que chez les porteurs chroniquesǡ une diminution d̵expression de  la chaîne Ƀ de CD͵ǡ cruciale pour  le  fonctionnement des cellules Tǡ est observée sur des lymphocytes périphériques ȏMaki et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Les réponses CTL sont fonctionnellement  défectives  avec  une  faible  production  dǯ̵)FNǦɀǡ  de  perforineǡ  et  une diminution  de  leur  capacité  de  prolifération  et  de  pouvoir  cytotoxique  ȏMissale  et  alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ  La  protéine  de  capside  du  (CVǡ  présente  dans  les  cellules  infectées  et  dans  le  sang périphériqueǡ inhibe l̵activation et la prolifération des cellules T ainsi que la production d̵)FNǦɀ par ces cellules T  ȏKittlesen et alǤǡ ʹͲͲͲǢ Yao et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ La protéine NSͶAȀB bloque l̵expression de molécules (LA de classe ) à la surface des cellules en inhibant le trafic  du  réticulum  endoplasmique  vers  le  Golgi  ȏKonan  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Cǯest  une  des raisons  pour  lesquelles  les  CTL  ont  tendance  à  ne  pas  reconnaitre  les  hépatocytes infectésǤ Tous ces dysfonctionnements peuvent conduire à la persistance de l̵infectionǤ  Durant  la  phase  aiguë  de  l̵hépatite  Cǡ  l̵activité  cytotoxique  des  cellules  T  mémoires CCR͹ǦCDͺΪ  est  altéréeǤ  )l  a  été  rapporté  que  l̵)LǦʹ  permettrait  aux  CTL  de  compléter leur  fonction  effectrice  ȏFrancavilla  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ    Par  conséquentǡ  un  déficit  en  )LǦʹ pendant la phase dǯactivation des cellules T peut être responsable de la différenciation incomplète  des  CTL  mémoiresǡ  observée  chez  des  patients  présentant  une  infection aiguëǤ  )l  est  supposé  que  la  protéine  de  capside  du  (CV  supprime  l̵)LǦʹ  et  la transcription du gène de son récepteur Ƚ via l̵inhibition de la phosphorylation de ERK ȋextracellular signalǦregulated kinaseȌ et de  la mitogenǦactivated ERK kinase  ȏYao et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ De plusǡ lǯexpression de la protéine PDͳ ȋprogrammed cell death 1Ȍǡ responsable 
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de lǯinhibition de la fonction effectrice des cellules Tǡ a été montré être activée dans les cellules CDͺ spécifiques du (CV durant la phase aiguë de lǯinfection ȏUrbani et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ La phase chronique est elle caractérisée par la présence de cellules T CDͶΪ spécifiques du (CV avec une prolifération altéréeǤ La production d̵)LǦͳͲ et du facteur de croissance TGFǦȾ ȋtransforming growth factorǦȾȌ est observéeǤ )l a été suggéré que ces phénomènes conduisent à  l̵infection persistante via  lǯinhibition de  la prolifération et de  lǯactivation des cellules T helper et des CTL ȏ(iroishi et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ  Dans  le  foieǡ  dǯautres  cellules  immunitairesǡ  telles  que  les  cellules  endothéliales sinusoïdales  et  les  cellules  de  Kupfferǡ  peuvent  présenter  des  antigènes  virauxǤ Cependantǡ  elles  expriment  quelques molécules  de  coǦstimulationǡ  comme  le  CDͺͲ  et CDͺ͸Ǥ  Ces  cellules  ne  sont  donc  pas  en  mesure  de  stimuler  de  manière  efficace  les cellules T et peuvent induire une tolérance immunitaire ȏMehal et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ 

 

Figure 23: Effets des protéines du HCV sur la réponse immunitaire  [Hiroishi et al., 2008] 

Les  effets    inhibiteurs  des  différentes  protéines  du  HCV  sur  les  réponses  immunitaires  de  l’hote  ont  été 

reportés.  Abbréviations :  DC,  les  cellules  dendritiques ;  IFN,  interféron,  IL,  interleukine;  IRF,  interferon  

regulatory  factor;  CMH,  complexe  majeur  d'histocompatibilité;  NK,  natural  killer;  Treg,  cellules  T 

régulatrices; ac, anticorps.   
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4.3.  La réponse humorale neutralisante   Les anticorps neutralisants spécifiques dǯun virus sont définis comme étant capables de bloquer  l̵entrée  du  virus  dans  les  cellules  et  constituent  un moyen  de  contrôle  de  la propagation  viraleǤ  Cette  observation  sǯappuie  sur  le  fait  que  de  nombreux  vaccins antiviraux  efficaces  sont  basés  sur  l̵induction  d̵anticorps  neutralisantsǤ  Ces  anticorps neutralisants  peuvent  intervenir  à  différents  stades  de  lǯentrée  viraleǡ  dans  les interactions  virusȀcellule  ȋl̵attachement  au  récepteurǡ  la  fixation  du  virus  et  la  fusion membranaireȌǡ  ainsi  que  dans  le  processus  de  pénétrationǤ  Ainsiǡ  lǯisolement  et  la caractérisation d̵anticorps  ciblant  les différentes étapes d̵entrée virale  constituent un outil important dans le développement de vaccin contre le (CVǤ  Lǯimportance de tels anticorps pour la clairance du (CV peut sǯexpliquer par le fait que ʹͲΨ  des  patients  infectés  par  ce  virus  évoluent  vers  une  guérison  spontanéeǤ  Leurs cibles  sont  les protéines dǯenveloppe Eͳ  et Eʹ du (CV empêchant  ainsi  le  virus de  se fixer aux cellules cibles ȏPinschewer et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Actuellementǡ la nature et la spécificité des anticorps neutralisant lǯinfection virale C in vivo restent inconnueǤ   Plusieurs  groupes  ont  utilisé  des  modèles  dǯinfection  du  (CV  pour  étudier  lǯactivité neutralisante des anticorps provenant de patients en phase aiguë ou chroniqueǤ Lǯéquipe de Steinmann a développé un modèle basé sur lǯutilisation des (CVǦLP avec des lignées de  cellules  d̵hépatomeǡ (uhǦ͹  et (epGʹ  ȏSteinmann  et  alǤǡ  ʹͲͲͶȐǤ  Ainsiǡ  la  liaison  des (CVǦLP  avec  ces  cellules  a  été  montré  être  spécifiquement  inhibée  de  façon  dose dépendante par des anticorps présents dans le sérum de patients ayant une hépatite C aiguë  ou  chroniqueǤ  Cependantǡ  la  présence  de  ces  anticorps  n̵est  pas  associée  à  la clairance virale in vivoǤ  En utilisant le test de neutralisation basé sur les (CVppǡ il a été montré que les sérums de  patients  hémodialysés  infectés  ȋgénotype  ͳbȌ  soit  inhibent  ou  augmentent lǯinfectiosité  des  (CVpp  ȋEͳȀEʹ  génotype  ͳa  ou  ͳbȌ  ȏLavillette  et  alǤǡ  ʹͲͲͷbȐǤ  L̵effet inhibiteur  inversement  corrélé  avec  l̵ARN  du  (CV  dans  le  sérum  suggère  que  les anticorps inhibiteurs peuvent être impliquésǡ au moins en partieǡ dans le contrôle de la réplication  virale  in  vivoǤ  Cependantǡ  en  utilisant  un  système  similaireǡ  Meunier  et collaborateurs  ont  observé  que  la  présence  de  ces  anticorps  neutralisants  n̵était  pas 
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nécessaire à  lǯélimination virale ȏMeunier et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ D̵autre partǡ une augmentation de l̵infectiosité des (CVpp a été observée préférentiellement avec le sérum de patients ou de chimpanzé présentant de titres viraux élevésǡ ainsi qu̵avec le sérum des patients non  infectéesǤ  Lǯapolipoprotéine  Cͳǡ  composante  des  (DLǡ  a  été  démontré  être responsable de  cette  activation  ȏMeunier  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ Owsianka et  collaborateurs  ont utilisé  les  (CVpp  pour  évaluer  la  réactivité  et  la  capacité  de  neutralisation  des antisérums et des anticorps monoclonaux dirigés contre certaines régions de la protéine Eʹ du (CV ȏOwsianka et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Lǯantisérum de lapin dirigé contre la région (VRͳ ou contre  lǯectodomaine  de  Eʹ  présente  une  neutralisation  spécifique  mais  limitéeǤ  Par contreǡ  l̵anticorps monoclonal AP͵͵  ȋreconnaissant  les  résidus  ͶͳʹǦͶʹ͵ de Eʹǡ  région très  conservée  entre  les  différents  génotypesȌ  a  été  montré  capable  de  neutraliser lǯinfectiosité  des  (CVpp  de  différents  génotypesǤ  Toutefoisǡ  Boo  et  collaborateurs  ont étudié  la  capacité  des  anticorps  de  patientsǡ  soumis  à  un  traitement  antiviralǡ  à neutraliser  les (CVpp  ȏBoo  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  Aucune  corrélation n̵a  été  observée  entre  la charge virale initialeǡ la présence de quasiǦespècesǡ le taux d̵anticorps neutralisants et la réponse  au  traitement  )FNǦPEG  et  ribavirineǤ  Plus  récemment  (aberstroh  et collaborateurs en utilisant les (CVpp dans des tests de cinétique et de fusion a montré la présence dǯanticorps neutralisantsǡ  dans  la majorité des  individus  infectés par  le (CVǡ ciblant les étapes précoces d̵entrée virale via lǯinteraction (CVǦCDͺͳǡ SRǦB) et la fusion membranaire ȏ(aberstroh et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ  Cependantǡ  une  séroneutralisation    croisée    de    différents    génotypes    du   (CV    a  été montrée  par  lǯutilisation  dǯanticorpsǡ  issus  de  sérums  de  patients  chroniquement infectésǡ  sur  des  particules  lentivirales  pseudotypées  exprimant  les  protéines dǯenveloppe du (CV ȋles (CVppȌ ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aǢ Logvinoff et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Meunier et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ  Ces  anticorps  sont  rares chez  les  individus qui ont résolu leur infection ȏBartosch et alǤǡ ʹͲͲ͵aǢ Logvinoff et alǤǡ ʹͲͲͶǢ Meunier et alǤǡ ʹͲͲͷȐǡ  suggérant  quǯils ne sont  pas  impliquées  dans  lǯéradication  de  ce  virusǤ  La  nature  et  la  spécificité  des anticorps neutralisants restent donc à déterminerǤ    
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Pour  étudier  le  rôle  neutralisant  de  lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲ  in  vitro  et  déterminer  la signification  biologique  des  anticorps  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǦlike  in  vivo,  nous  avons développé  plusieurs  techniques  basées  sur  lǯutilisation  dǯoutils  originaux  développés dans notre  laboratoireǤ  Les  caractéristiques de  lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ  ȋAcMoȌǡ des particules (CV sériques et des cellules (epaRG sont décrites ciǦdessousǤ   
1.  L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTIǦHCV E1E2/D32.10 ȋPET)T ET ALǤǡ JBC ʹͲͲ͵Ȍ  Dans le but dǯobtenir plus dǯinformations sur la nature exacte des interactions entre Eͳ et  Eʹǡ  Petit  et  collaborateurs  ont  produit  des  anticorps  monoclonaux  murins  dirigés contre  les  complexes  dǯenveloppe  EͳEʹǡ  exprimés  à  la  surface  des  particules  (CV naturellesǤ Lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ a ainsi été obtenu par immunisation de souris avec  des  particules  virales  provenant  de  sérum  dǯun  patient  chroniquement  infecté ȋ(CVǦLǡ génotypeͳbȌǤ Ces particules virales ont été  isolées à partir de plasmaphérèses dǯun  patient  infecté  de  manière  chronique  par  le  (CV  par  des  étapes  successives dǯultracentrifugation  ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Les  souris  BALBȀc  ont  été  ensuite  inoculées avec  ͳͲͲ  ρg  de  cette  préparation  virale  en  ʹ  injections  ȋcorrespondant  à  ͳͲ͸  copies dǯARN  du  (CVȌ  puis  stimulées  par  ͷͲ  ρg  ȋdeux  injectionsȌ  avant  la  fusion  avec  des cellules de myélome X͸͵ ȏButtin et alǤǡ ͳͻ͹ͺȐǤ Les surnageants provenant de ces cultures dǯhybridomeǡ ont été sélectionnés en fonction de la présence d̵anticorps spécifiques du (CVǤ Les résultats de cette étude ont permis de montrer que lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ se fixe spécifiquement sur les particules (CV sériques d̵origines diverses ȋsousǦtypes ͳa et ͳbȌǡ  avec  une  grande  affinitéǤ  Lǯanalyse  en  western  blot  en  conditions  réductrices  a montré que le D͵ʹǤͳͲ réagit fortement avec un doublet à ͸ͲǦ͸ͺ kDa et plus faiblement avec  un  autre  doublet  à  ͵ͳǦ͵Ͷ  kDaǡ  suggérant  que  lǯanticorps  reconnaît  les  protéines d̵enveloppe Eͳ et Eʹ à différents stades de glycosylationǤ En effetǡ il existe de nombreux sites de NǦglycosylation dans Eͳ  ȋ͸ sitesȌ et Eʹ  ȋjusqu̵à ͳͳ sitesȌ dans  tous  les  isolats connus du (CV de génotypes ͳǦͶ ȏOkamoto et alǤǡ ͳͻͻʹȐǤ En conditions non réductricesǡ lǯAcMo  D͵ʹǤͳͲ  reconnait  des  protéines  de  haut  poids  moléculaire  correspondant vraisemblablement aux complexes EͳEʹ associés de manière covalente ȋʹͲͲ kDaȌǤ 
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Pour identifier les résidus impliqués dans la reconnaissance avec lǯanticorps D͵ʹǤͳͲǡ la méthode  du  phage  display  a  été  utiliséeǤ  Cǯest  une  technique  de  présentation  dǯune banque  aléatoire  de  peptides  mimant  in  vitro  la  sélection  naturelle  de  séquences moléculaires  nucléotidiques  en  fonction  des  propriétés  des  peptides  correspondantsǤ Ainsi  plusieurs  régions  de  Eͳ  et  Eʹ  ont  été  sélectionnées  puis  utilisées  dans  une approche  de  Spotscan  afin  de  tester  leur  réactivité  visǦàǦvis  du  D͵ʹǤͳͲǤ  Une immunoréactivité  a  été  observée  avec  les  régions  suivantes ǣ  Eͳ ʹͻʹTFSPRR(WTTQGCNC͵Ͳ͸ǡ et Eʹ ͶͺͲPDQRPYCWHYPPKPCͶͻͶǡ ͸ͲͺLVDYPYRLWHYPCT)͸ʹʹǤ Les  deux  régions  identifiées  dans  Eʹ  contiennent  le même motif  ȋWHYȌ  rapporté  par Yagnik  ȏYagnik et alǤǡ ʹͲͲͲȐ comme étant  impliqué dans  lǯhétérodimérisation de EͳEʹǤ Les  trois  régions  identifiées  contiennent  des  résidus  cystéine  ȋCȌǡ  qui  pourraient  être impliqués  dans  les  ponts  disulfures  intra  etȀou  intermoléculairesǤ  Les  résidus  Cys͵Ͳ͸ǡ CysͶͻͶǡ  et  Cys͸ʹͲǡ  situés dans  la partie CǦterminale de  chaque peptideǡ  ont  été montrés critiques pour la reconnaissance de lǯanticorps par la technique dǯAlaScan ȋsubstitution des aminoǦacides par alanineȌǤ Enfinǡ des anticorps de même spécificité que  le D͵ʹǤͳͲ ȋappelés  ici  D͵ʹǤͳͲǦlikeȌ  ont  été  retrouvés  dans  le  sérum  des  patients  infectés  par  le (CVǤ   
2.  LES PARTICULES VIRALES C DERIVEES DU SERUM DE PATIENTS 

OU HCVsp ȋPET)T ET ALǤǡ V)ROLOGY ʹͲͲͷȌ   En  utilisant  lǯanticorps  monoclonal  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǡ  Petit  et  collaborateurs  ont identifiés puis caractérisés des particules (CV sériques ou (CVsp ȋPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȌǤ Ces particules  virales  ont  été  purifiées  à  partir  de  plasmaphérèses  de  patients  atteints dǯhépatite  C  chroniqueǤ  Le  premier  patient  ȋ(CVǦLǡ  génotype  ͳbȌ  a  développé  une hépatite C chronique après une transplantation hépatiqueǤ Le second patient ȋ(CVǦFanǡ génotype  ͳaȀʹaȌ  présentait  aussi  une  hépatite  C  chronique  mais  associée  à  une cryoglobulinémie  de  type  ))  avec  une  vascularite  cutanée  sévère  qui  nécessite  des échanges plasmatiques ȏ(enrard et alǤǡ ͳͻͻͺȐǡ permettant ainsi de purifier les particules (CV à partir de grands volumesǤ La purification des particules (CV a été réalisée par des étapes successives dǯultracentrifugation permettant ainsi de concentrer le matériel viralǤ 
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Lǯanalyse  des  différentes  populations  virales  par  sédimentation  sur  gradient  de saccharose montre  la  présence  de  deux  sousǦpopulations  bien  distinctes  ȋFigure 24ȌǤ Une première population virale qui  sédimente à une densité  comprise entre ͳǡͲ͸ǦͳǡͲͺ gȀml  correspondant  aux  particules  associées  aux  lipoprotéines  ȋLVP  pour  LipoǦViroǦ

ParticlesȌǡ décrits par André ȏAndre et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Une seconde population virale avec une densité  comprise  entre  ͳǡͳ͹Ǧͳǡʹͳ  gȀml  correspondant  aux  virions  complets  qui expriment les protéines dǯenveloppe Eͳ et Eʹ et contiennent lǯARN du (CV et lǯantigène de capsideǤ Une analyse en microscopie électronique ȋMEȌǡ apres  immunoprécipitation avec  lǯanticorps  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  a  permis  de  visualiser  les  particules  exprimant lǯépitope  D͵ʹǤͳͲ  et  de  determiner  la  taille  des  particulesǤ  Ainsiǡ  ces  particules  ont  un diamètre compris entre ͵ͺ et Ͷ͸ nmǤ Par une approche dǯimmunomarquage à lǯor en MEǡ nous  avons montré  que  lǯépitope Eͳ  ȋʹͻ͹Ǧ͵Ͳ͸ȌǦEʹ  ȋͶͺͲ  ǦͶͻͶȌ  ȋ͸ͳ͵Ǧ͸ʹͳȌ  reconnu par lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ était présent à la surface des (CVsp enveloppésǤ  

 

Figure 24: Caractérisation des particules HCV sériques ou HCVsp [Petit et al., 2005].      

(A)Distribution des différentes populations virales en  fonction de  leur densité. (B) expression des protéines 

d’enveloppe E1 et E2 par western blot avec l’anticorps D32.10. (C) Expression de la protéine de capside par 

western blot. (D) Analyse des HCVsp par microscopie électronique et détermination de la taille des particules 

virales. (E) Expression de l’épitope E1E2 à la surface des particules HCV sériquesǤ  
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͵Ǥ  LES CELLULES PROGENITRICES DU FOIE, HepaRG ȋGR)PON ET ALǤǡ PNAS ʹͲͲʹ ǢPARENT ET ALǤǡ GASTROENTEROL ʹͲͲͶ ǢMA)RE ET ALǤǡ BBRC ʹͲͲͺȌ  Dans  notre  laboratoireǡ  une  lignée  originaleǡ  la  lignée  (epaRGǡ  a  été  obtenue  et caractérisée en collaboration avec lǯunité )nserm ͷʹʹ ȋCǤ GuguenǦGuillouzoǡ RennesȌǤ Ces cellules (epaRG ont été isolées à partir d̵une tumeur d̵Edmonson de grade ͳǡ résultant dǯune  infection  chronique  à  long  terme  par  le  (CVǤ  Cette  lignée  constitue  le  premier système dǯétude dǯun cycle de réplication complet du (BV ȏGripon et alǤǡ ʹͲͲʹȐǤ Lǯétude réalisée par RǤ Parent dans le cadre de sa thèse au sein de notre équipe a permis de  caractériser  ces  cellules  (epaRG  aussi  bien  sur  le  plan  phénotypique  que morphologique ȏParent et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Les résultats ont permis de mettre en évidence  le caractère  bipotent  de  ces  cellulesǤ  Sur  un  plan  morphologiqueǡ  lǯobservation  en microscopie à contraste de phase à différents stades de culture a permis dǯidentifier ȋͳȌ une  population  homogène  de  type  épithélial  non  différencié  au  stade  prolifératif  qui évolue  progressivement  vers  ȋʹȌ  deux  types  cellulaires morphologiquement  distinctsǡ lǯun  hépatocytaire  ȋ(Ȍǡ  lǯautre  apparenté  aux  cellules  biliaires  ȋBȌ  ȋFigure 25ȌǤ  Sur  le plan  phénotypiqueǡ  le  profil  d̵expression  des  marqueurs  de  cellules  hépatocytaires ȋcytokératine ͳͺ ou CKͳͺǡ albumine et (PǦͳou hepatocyteǦspecific antigenȌǡ de cellules bilaires ȋCKͳͻȌ et de cellules souches ȋMʹǦPKǡ OVͳǡ OVʹ et CD͵ͶȌ a été analyséǤ Tous ces marqueurs  sont exprimés dans  ces  cellules au  stade différenncié avec une  localisation spécifique  selon  le  type  cellulaireǤ  Tout  au  long  de  la  cultureǡ  les  (epaRG  acquièrent progressivement  un  phénotype  hépatocytaire  polarisée  avec  lǯexpression  de  CDʹ͸ǡ  la CadhérineǦE ȋmarqueurs respectifs du pole apical et latéralȌǡ et ZOǦͳ ȋun marqueur des jonctions serréesȌǤ Enfin lǯexpression de CKͳͺǡ CKͳͻ et de marqueurs des cellules ovales ȋMʹǦPK  et  OVͳȌ  dans  le  tissu  hépatique  dont  sont  issues  les  cellules  (epaRG  a  été analyséeǤ  Ces  expériences  ont  clairement  montré  la  coǦexpression  de  tous  ces marqueurs  dans  les  zones néoductulairesǤ  Cette  étude  a  permis  de démontrer que  les cellules  (epaRG  constituent  la  première  lignée  de  cellules  progénitrices  hépatiques humaines  ȋCKͳͺǡ  CKͳͻǡ MʹPK  et  CD͵Ͷ  positivesȌ  qui  peuvent  se  différencier  en  deux types cellules ȋcellules hépatocytaires et biliairesȌ après ʹͺ jours de cultureǤ 
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Plusieurs études ont montré la fonctionalité de ces cellules tant sur le plan métabolique ȋferǡ cytochrome PͶͷȌ ȏAninat et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Kanebratt and Anderssonǡ ʹͲͲͺȐ quǯen terme de réponse  immunitaire  innée ȏMaire et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Dans notre équipeǡ Maire et Parent ont  étudié  les  effets  du  poly  ȋ)ǣCȌǡ  un  analogue  d̵ARN bicaténaireǡ  sur  lǯexpression  de lǯ)FNǦȾ et des chimiokines ainsi que sur  la  fonctionnalité de  la voie de signalisation de l̵)FNǦȽ dans les cellules (epaRG ȏMaire et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Ces résultats ont montré que la voie de signalisation induite par lǯARN double brin ȋdbȌ via le TLR͵ est fonctionnelle dans les cellules (epaRGǡ contrairement aux cellules d̵hépatome ȏLanford et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ En effetǡ l̵exposition des cellules (epaRG au poly ȋ)ǣCȌ entraine une induction de lǯ)FNǦȾ capable dǯinhiber  la  réplication  du  (CV  et  de  certaines  chimiokines  ȋCXCLǦͳͲǡ  )LǦͺǡ  CXCLǦͳͳȌ ainsi que de leurs récepteursǤ Ainsiǡ      les  cellules (epaRG se  révèlent  être  très  intéressantes  car elles possèdent des propriétés  fonctionnelles  voisines  des  hépatocytes  humaines  normaux  ȋ((NȌ  en cultures primairesǡ et permettent de retrouver des conditions  in vitro proches de celles rencontrées in vivo 

Figure 25: Cinétique morphologique des cellules HepaRG (Parent et al., 2004).  Les cellules ont été observées en microscopie en contraste de phase à différentes phases de culture : (A) début 

de la phase de prolifération (Jour 2), (B) Phase proliférative avancée (Jour 4Ǧ5), (C) Phase intermédiaire ou 

stationnaire  (Jour  7Ǧ14),  et  (D)  la  phase  de  différenciation  (Jour  28Ǧ35).  Abréviations H,  hépatocytes ;  B, 

cellules biliaires (Grossissement x100). 
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4.  OBJECTIFS DES TRAVAUX  Lǯétude de la réponse humorale neutralisante contre le virus de lǯhépatite C a longtemps été  difficile  du  fait  de  lǯabsence dǯun  système  complet  dǯinfection  avec  une  réplication virale  efficaceǤ  Contrairement  au  (BVǡ  le  stigmate  de  guérison  de  lǯhépatite  C  est inconnuǤ  Si  environ  ͺͲΨ des  patients  infectés  par  le  (CV  évoluent  vers  la  chronicitéǡ jusquǯà  présent  nous  ne  savons  pas  pourquoi  ni  comment  environ  ʹͲΨ  guérissent spontanémentǤ  Nous  supposons  la  présence  dǯanticorps  capables  de  neutraliser efficacement lǯinfection et responsables de la guérison mais leur existence nǯa jamais été démontréeǡ ni a fortiori leur spécificitéǤ   Le  développement  du modèle  des  pseudoparticules  virales  ou (CVpp  ȏBartosch  et  alǤǡ ʹͲͲ͵aȐǡ et de celui des virions recombinants infectieux produits en culture cellulaire ou (CVcc  ȏWakita  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐ  a  permis  de  mettre  au  point  de  tests  de  détection  des anticorps  neutralisants  le  (CVǤ  Seul  le  système  des  (CVcc  permet  de  détecter  des anticorps  inhibant  lǯinfectiosité  des  particules  lors  de  la  réinfection  des  cellulesǤ  Les anticorps actuellement identifiés dans ces systèmes sont des anticorps dirigés contre la région hypervariable (VRͳ de la protéine Eʹ de lǯenveloppe virale et sont présents aussi bien  précocement  chez  les  patients  évoluant  favorablement  que  tardivement  chez  les patients  porteurs  chroniques  avec  réplication  virale  active  ȏBartosch  et  alǤǡ  ʹͲͲͷǢ Lavillette et alǤǡ ʹͲͲͷbȐǤ De ce  faitǡ  ces anticorps ne sont donc pas discriminatifs dǯune évolution vers la guérison ou vers la chronicitéǤ  Durant  cette  thèseǡ  nous  avons  essayé  de  tirer  profit  des  propriétés  et  des caractéristiques uniques de lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ En effetǡ les trois régions ȋEͳǡ  EʹA  et  EʹBȌ  qui  constituent  son  épitope  sont  hautement  conservées  entre  les différents génotypes du (CVǤ )l a été montré que les régions EʹA et EʹB sont impliquées dans des interactions avec des candidats récepteurs du (CV tels que CDͺͳ ȏRothwangl et alǤǡ ʹͲͲͺȐ et les GAGs ȏOlenina et alǤǡ ʹͲͲͷȐ ȋFigure 26ȌǤ De plusǡ la région ȋʹͻ͹Ǧ͵Ͳ͸Ȍ de Eͳ a  été montré être une  cible de  la  réponse  cellulaire T CDͶΪ spécifique du virus ȏvon (ahn et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ La région EʹB est quant à elle un épitope reconnu par les cellules T cytotoxiquesǡ CTL ȏSarobe et alǤǡ ʹͲͲͳȐǤ Nous avons montré quǯune réponse anticorps de même spécificité que le D͵ʹǤͳͲ pourrait être détectée chez des patients infectés par le (CVǤ  
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Figure 26: Importance fonctionnelle & structurale de l’épitope D32.10  

Les 3  régions  correspondant à  l’épitope  reconnu par  l’AcMo D32.10  sont  impliquées dans des  interactions 
virusǦcellule et constituent des cibles reconnues par la réponse immunitaire de l’hote. 

 Vu  lǯimportance structurale et  fonctionnelle de cet épitope EͳEʹǡ un de nos objectifs a été dǯétudier dǯabord lǯeffet inhibiteur de lǯentrée et la capacité de neutralisation in vitro de  lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲ  ȋFigure  27ȌǤ  Pour  celaǡ  nous  avons  développé  plusieurs techniques in vitroǡ un test de liaison cellulaire ou Ǽ cellǦbinding ǽ basé sur le marquage à lǯ)ode ͳʹͷ des particules (CV  sériques  ȋ(CVspȌ  et  un  système dǯinfection original  des cellules (epaRG par des particules (CVspǤ  Lǯautre objectif que nous nous sommes fixé et qui constitue la plus grande partie de mon projet de thèseǡ a été dǯanalyser la séroprévalence des anticorps de même spécificité que le  D͵ʹǤͳͲ  ȋantiǦEͳEʹAǡBȌ  dans  différents  groupes  de  patients  (CV  positifs  et  de déterminer  ensuite  la  relevance  clinique  de  cette  réponse  humorale  in  vivo  durant lǯinfection (CV ȋFigure 27ȌǤ Pour celaǡ nous avons développé un  test de détection des anticorps antiǦEͳEʹAǡB dont le principe repose sur lǯutilisation de peptides synthétiques correspondant aux trois régions reconnues par lǯanticorps ȋEͳǡ EʹA et EʹBȌ adsorbés sur une surface solideǤ  
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Lǯensemble des résultats in vitro et in vivo a fait lǯobjet de Ͷ articles dont lǯun a été publié dans le ǼJournal of Medical Virology ǽǡ un est en révision dans (epatologyǡ un est soumis et un en préparationǤ  

                                                                                                                          
Figure 27: Interactions entre les particules HCVsp et les cellules HepaRG : Capacité de neutralisation 

in vitro et in vivo de l’anticorps D32.10 ?   
 

     

phase proliférative

phase différenciation

HCVsp=Particules dérivées de sérum de patients infectés par le (CV ȋPetit et alǤǡ Virology ʹͲͲͷȌ

HepaRGα Cellules humaines progénitrices de foie ȋParent et alǤǡ GastroenterolʹͲͲͶ Ǣ                        Maireǡ Parent et alǤǡ BBRC ʹͲͲͺȌ

D32.10 = Anticorps monoclonal antiǦEͳEʹ                                       ȋPetit et alǤǡ JBC ʹͲͲ͵Ȍ

1ǦEffet inhibiteur  in vitro de l’entrée ?

2ǦCapacité de neutralisation in vitro de 
l’infection ?

3ǦSignification biologique des anticorps 
antiǦE1E2A,B/D32.10Ǧlike in vivo ?
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1.  ARTICLE 1 : L’INHIBITION DES INTERACTIONS ENTRE LES 

PARTICULES HCV SERIQUES (HCVSP) ET LES HEPATOCYTES 

HUMAINS PAR L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTIǦE1E2/D32.10    
Inhibition of the Binding of HCV Serum Particles to Human Hepatocytes by       

E1E2ǦSpecific D32.10 Monoclonal Antibody 

 Ndiémé Ndongoǡ Yassine Rechoumǡ Sylvie De Sequeiraǡ Fabien Zoulimǡ                   Christian Trépoǡ Emmanuel Drouet et MarieǦAnne Petit    
Journal of Medical Virology ͺͳǣͳ͹ʹ͸Ȃͳ͹͵͵ ȋʹͲͲͻȌ      
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Dans  le  premier  articleǡ  nous  avons  étudié  les  mécanismes  dǯinteraction  entre  les particules  virales  circulantes  ȋ(CVspȌ  et  leurs  cellules  ciblesǡ  les hépatocytes humains ȋ(uhǦ͹ et (epaRGȌ Ǣ ainsi que la capacité de lǯanticorps monoclonal antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ à inhiber  ces  interactionsǤ  Dǯabordǡ  les  particules  (CVsp  ont  été marquées  à  lǯ)ode  ͳʹͷ ȋ)ͳʹͷȌ par la chloramine TǤ Le principe de cette technique consiste en la fixation de lǯ)ͳʹͷ sur  les  noyaux  aromatiques  de  la  protéine  ȋessentiellement  les  tyrosines  et  les histidinesȌ  par  substitution  dǯatomes  dǯhydrogèneǤ  Lǯiode  réagit  sur  les  cycles aromatiques  sous  forme  de  cations  )ΪǤ  Ce  cation  est  obtenu  par  oxydation  sous  lǯeffet dǯagents  chimiques  tels  que  la  choramine  TǤ  Nous  avons  montré  que  les  protéines dǯenveloppe Eͳ et Eʹ étaient bien marquées à  lǯ)ͳʹͷ  comme  illustré par  la Figure 1 de lǯarticleǤ  

Par  cette  technique  de  marquage  et  de  repérageǡ  nous  avons  étudié  les  interactions entre  les (CVsp  et  les  cellules  dǯhépatome  ȋ(uhǦ͹Ȍ  ou  les  cellules (epaRG aux  stades prolifératif ou différenciéǤ La majorité des expériences de fixation ont été réalisées avec la population totale purifiée (CVspǦLat de génotype ͵Ǥ La fixation spécifique est calculée en  soustrayant  la  fixation  non  spécifique  ȋvirus  non marqué  en  excès  en  compétition avec  le  virus  radiomarquéȌ  de  la  fixation  totale  ȋparticules  radiomaquées  fixées  en fonction  des  particules  radioactives  non  fixéesȌǤ  Les  résultats  obtenus  montrent  une fixation spécifiqueǡ saturable entre les (CVsp et les différentes cellules (uhǦ͹ǡ (epaRG à différents stades ȋprolifératif et différenciéȌ ȋFigure 2ȌǤ Toutefoisǡ nous avons noté que la liaison spécifique représente ͹ͷΨ de la liaison totale dans le cas des cellules (epaRG différenciéesǡ  alors  quǯelle  ne  représente  que  ʹͷΨ  dans  le  cas  des  cellules  (uhǦ͹Ǥ Lǯanalyse  des  résultats  par  Scatchard  permet  de  déterminer  le  nombre  de  site  et  la constante de dissociation ȋKdȌǤ Ce Kd permet de déterminer lǯaffinité du ligand pour son 
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récepteurǤ  Lǯaffinité  est  dǯautant  plus  élevée  que  la  constante  de  dissociation  est  plus faibleǡ et inversementǤ Ainsiǡ nous avons montré que lǯinteraction des (CVsp avec soit les cellules (uhǦ͹ ou soit les (epaRG en prolifération impliquait deux types de fixationǡ une de basse affinité avec un Kd α ͷǦͳͲ ρgȀml et une de haute affinité avec un Kd α ͲǡͳǦ Ͳǡͷ ρgȀmlǤ Par une approche de type scatchardǡ environ ͷͲͲ à ʹͲͲͲ sites de haute affinité et ʹͲͲͲǦͳͲͲͲͲ sites de basse affinité pour ͳͲ͸  cellules ont été estimés ȋFigure 2A et BȌǤ Concernant  les  cellules (epaRG  différenciéesǡ  seuls  des  sites  de  haute  affinité  ont  été identifiés avec ͶͲͲͲ sites estimés ȋFigure 2CȌǤ Ces résultats suggèrent que les particules (CVsp se  fixent plus spécifiquement avec une  forte affinité sur  les cellules (epaRG au stade différencié que sur les cellules dǯhépatome (uhǦ͹Ǥ Ainsi  les sites de haute affinité seraient  préférentiellement  exprimés  à  la  surface  de  ces  cellules  qui  sont  constituées dǯenviron ͶͲΨ de cellules de type hépatocytaireǤ Apres  avoir  validé  ce  test  de  Ǽ cellǦbinding ǽǡ  nous  avons  étudié  lǯeffet  inhibiteur  de lǯanticorps monoclonal  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǤ Nous  avons démontré que  cet  anticorps  est capable  dǯinhiber  spécifiquement  de  façon  dose  dépendante  et  jusquǯà  ͳͲͲΨ  les interactions  entre  (CVspǦLat  et  les  cellules  (uhǦ͹  et  (epaRG  ȋprolifératives  ou différenciéesȌ  ȋFigure  3AȌǤ  Lǯ)CͷͲ  du  D͵ʹǤͳͲ  ou  la  concentration  nécessaire  pour obtenir ͷͲΨ dǯinhibition a été déterminée et est de Ͳǡͷ ρgȀml pour les cellules (uhǦ͹ et les  cellules  (epaRG  prolifératives  et  entre  ͳǦʹ  ρgȀml  pour  les  (epaRG  différenciéesǤ Alors  quǯaucune  inhibition  non  spécifique  nǯa  pas  été  observée  avec  des immunoglobulines  de  souris  ȋ)gGͳȌ  irelevantes  dans  le  cas  des  cellules  (epaRG différenciéesǤ  Avec  des  cellules  (uhǦ͹  et  des  cellules  (epaRG  en  proliférationǡ  une inhibition non spécifique a été obtenue de ͳͲΨ à ʹ ρgȀml et jusquǯà ͶͲΨ à ͳͲͲ ρgȀmlǤ Ceci  suggère  une  activité  inhibitrice  spécifique  et  efficace  de  lǯanticorps  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ ȋ)CͷͲ ζ ͳǦʹρgȀmlȌ sur les interactions entre les (CVsp et les hépatocytes 
via  les sites de haute affinitéǤ Dans ce systèmeǡ nous avons analysé lǯactivité  inhibitrice de  lǯanticorps monoclonal AP͵͵ qui  reconnait  un  épitope  linéaire  dans  la  protéine Eʹ ȋͶͳʹǦͶʹ͵Ȍ et qui a été montré comme étant neutralisant dans les systèmes des (CVpp et des (CVccǤ Nous avons démontré que lǯAP͵͵ inhibe seulement les interactions entre les (CVspǦLat et les cellules (epaRG en prolifération de manière dose dépendante entre ʹͲ et ͳͲͲ ρgȀml avec une )CͷͲ de ͷͲ ρgȀml ȋFigure 3BȌǤ A des concentrations inférieures à ͳͲ  ρgȀmlǡ  lǯAP͵͵  présente  un  effet  inhibiteur  faible  ȋδ  ͵ͲΨȌ  en  comparaison  avec  le 
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D͵ʹǤͳͲǤ Par conséquentǡ l̵activité inhibitrice de lǯAP͵͵ apparaît beaucoup moins efficace ȋ)CͷͲ x ͳͲͲȌ que celle exercée par le D͵ʹǤͳͲǤ Ensuiteǡ en utilisant sélectivement la population de particules (CV enveloppée ȋ(CVspǦLat EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ positifȌǡ obtenue après ultracentrifugation sur gradient de saccharoseǡ dans les essais de Ǽ cellǦbinding ǽǡ nous avons montré une fixation spécifique et saturable dés  une  concentration  de  Ͳǡͷ  ρg  de  virusȀml  ȋFigure 4AȌǤ  Lǯanalyse  des  données  par Scatchard  permet  dǯidentifier  uniquement  des  sites  de  haute  affinité  ȋKd  très  faible  α ͲǡͲ͹  ρgȀmlȌǤ  Ces  observations  suggèrent  que  les  particules  (CVsp  enveloppées  sont impliquées sélectivement dans  les  interactions de haute affinité ȋFigure 4BȌǤ Dans ces conditionsǡ lǯactivité inhibitrice du D͵ʹǤͳͲ a été déterminée et est maximale entre ͸Ͳ et ͳͲͲΨ pour des  concentrations de Ͳǡͷ à ͷ ρgȀml avec une  )CͷͲ  inférieure à Ͳǡͷ ρgȀml ȋFigure 4CȌǤ  Pour confirmer nos  résultatsǡ nous avons utilisé une autre approche expérimentale de type cavRNA ȋcell associated virus RNAȌ préalablement développé par Germi  ȏGermi et alǤǡ  ʹͲͲʹȐǤ Cǯest une méthode de quantification par RTǦPCR en  temps  réel de  lǯARN du (CV  associé  aux  cellules  après  inoculation  viraleǤ  Lǯinoculation du  virus  a  été  réalisée avec un sérum (CV ȋΪȌ de génotype ͳb et la capacité de fixation sur des cellules (uhǦ͹Ǥ Lǯinoculation  du  virus  avec  des  concentrations  croissantes  dǯanticorps  a  montré  que lǯanticorps est capable dǯinhiber de ͸Ͳ à ͹ͲΨ lǯadsorption des particules (CVsp sur les cellules  (uhǦ͹  pour  des  concentrations  de  Ͳǡʹ  à  ʹ  ρgȀml  ȋFigure  5ȌǤ  A  ces concentrations un effet exercé par un anticorps irelevant est δ à ͳͲΨ alors que pour des concentrations comprises entre ʹͲ et ͳͲͲ ρgȀml cet effet est η ͶͷΨǤ Ainsiǡ nous avons démontré que lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ inhibe spécifiquement et efficacement l̵adsorption des particules  (CVsp  sur  les  cellules  (uhǦ͹  avec  une  concentration  optimale  de  ʹ  ρgȀmlǡ comme  précédemmentǤ  Ces  résultats  apparaissent  donc  indépendants  du  sérotype  du virus  et  de  lǯapproche  expérimentale  utiliséeǤ  Lǯanticorps  monoclonal  d͵ʹǤͳͲ  sǯavère alors  particulièrement  efficace  pour  inhiber  ces  interactions  entre  les  (CVsp  de génotype  ͵  ou  ͳb  avec  des  hépatocytes  polarisés  proches  des  hépatocytes  humains normauxǤ En  conclusionǡ  les  résultats  obtenus  au  cours  de  cette  étude  suggèrent  que  les interactions  de  haute  affinité  ȋavec  un  Kd  faibleȌ  impliquent  sélectivement  lǯépitope 
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EͳEʹǡ  reconnu  par  lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲ  et  exprimé  à  la  surface  des  particules  (CVsp enveloppéesǡ  ainsi  que  des  récepteurs  présents  sur  les  cellules  (epaRG  hautement différenciées ȋFigure  28ȌǤ 

                                                                                                                         
Figure 28: Inhibition des interactions entre les particules HCVsp et les cellules hépatocytaires par 

l’anticorps monoclonal D32.10 Les  particules (CVsp  interagissent  avec  les  cellules  hépatocytaires  ȋ(uhǦ͹  et (epaRGȌ  via  des  sites  de haute  ȋ(AȌ  ou  basse  affinité  ȋBAȌǤ  Par  des  études  de  cellǦbindingǡ  lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ  a  été montré  capable dǯinhiber ces interactions de haute affinité avec une )CͷͲαͲǡͷ ρgȀmlǤ   
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2.  ARTICLE 2 : L’ETABLISSEMENT DE L’INFECTION, LA 

PRODUCTION ET LA PROPAGATION DU VIRUS DE L’HEPATITE C 

SERIQUE DEPENDENT DE L’ETAT DE PROLIFERATION/ 

DIFFERENCIATION DE CELLULES HUMAINES PROGENITRICES DU 

FOIE : INHIBITION PAR L’ANTICORPS MONOCLONAL ANTIǦ

E1E2/D32.10   
Infection settling, replication and propagation of serum hepatitis C virus            

particles (HCVsp) depend on the proliferation/differentiation stage                                      

of human HepaRG liver progenitor cells:                                                                       

inhibition by E1E2Ǧ specific D32.10 monoclonal antibody 

 Ndiémé Ndongoǡ Sylvie De Sequeiraǡ Simone Peyrolǡ                                                               Christian Trépoǡ MarieǦAnne Petit     
Manuscrit en préparation          
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Le but de cette étude est de développer un système dǯinfection in vitro du (CV avec des composantes  fonctionnellement  proches  de  lǯinfection  in  vivoǤ  Pour  celaǡ  nous  avons utilisé dǯune part des particules virales provenant de sérum de patients chroniquement infectés par le (CV ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐ et dǯautre part des cellules progénitrices du foieǡ les  cellules (epaRG présentant des propriétés  fonctionnelles  voisines des hépatocytes humains normaux ȋ((NȌ en cultures primaires ȏGripon et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Parent et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Dans  un  premier  tempsǡ  nous  avons  étudié  lǯexpression  des  récepteurs  potentiels  du virus à la surface de ces cellules (epaRGǤ  
 

1) Expression  des  candidats  récepteurs  du  HCV  à  la  surface  des  cellules 

HepaRG Lǯexpression de la protéine SRǦB) sur les cellules (epaRG a été étudiée en comparaison avec  les  cellules  (epGʹ  qui  ont  permis  dǯidentifier  cette  molécule  comme  récepteur potentiel du (CVǡ et  les cellules (uhǦ͹ et  leurs dérivées ȋ(uhǦ͹ǤͷȌ ȏBlight et alǤǡ ʹͲͲ͵ȐǤ Les résultats représentés sur la Figure 29 montrent la présence dǯune bande de ͺͲǦͺʹ kDa correspondant à la forme monomérique de la protéineǤ Toutefoisǡ une relative faible expression  de  SRǦB)  est  observée  dans  les  cellules (epaRG  comparée  à  celle  détectée dans  les  cellules  (epGʹ  ainsi  que  dans  les  cellules  (uhǦ͹et  (uhǦ͹Ǥͷ  pour  une  meme quantité  de  protéines  cellulaires  déposées  et  un  signal  identique  pour  lǯactineǤ  Une analyse semiǦquantitative permet dǯestimer cette expression dans les cellules (epaRG à ͷͲΨ de celle des cellules (uhǦ͹ et ʹͷΨ de cellules des cellules (epGʹǤ 

Figure 29: Expression de SRǦBI sur les cellules d’origine hépatique. 

 L’expression  de  la  protéine  SRǦBI  sur  les  cellules  hépatiques  (HepG2,  HepaRG,  HuhǦ7  et  HuhǦ7.5)  a  été 

analysée en western blot en utilisant l’anticorps antiǦSRǦBI (ClaI) de BD Biosciences. 
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Parallèlementǡ  nous  avons  étudié  lǯexpression  du  récepteur  aux  LDL  ȋLDLǦRȌ  sur  ces mêmes cellulesǤ En conditions réductricesǡ nous notons la présence dǯune bande de ͳʹͲ kDa correspondant à la forme mature du LDLǦR seulement dans les cellules (epaRG et une bande de ͳͳͷ kDa dans les cellules dǯhépatome (uhǦ͹ et (uhǦ͹Ǥͷ ȋFigure 30ȌǤ Une bande  de  ͳͲͲ  kDa  ȋforme  de  liaison  du  LDLǦRȌ  est  présente  dans  les  cellules  (epGʹǡ (uhǦ͹  et  (uhǦ͹Ǥͷ  mais  absente  dans  les  cellules  (epaRGǤ  La  présence  de  plusieurs formes moléculaires du LDLǦR ȋͳʹͲǡ ͳͳͷ et ͳͲͲ kDaȌ en conditions réductrices confirme lǯhétérogénéité de  ce  récepteurǤ  )l  a  déjà  été  rapporté que  les hépatocytes  en  cultures primaires  expriment  faiblement  le  LDLǦR  contrairement  aux  cellules  transformées ȏNahmias et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Ceci peut  expliquer  la différence dǯexpression du LDLǦR sur  les cellules (epaRG et sur les cellules dǯhépatomes humains ȋ(epGʹǡ (uhǦ͹ et (uhǦ͹ǤͷȌǤ  

                                                                                                                         
Figure 30 : Expression de LDLǦrécepteur sur les cellules hépatiques.  

Les cellules HepG2, HepaRG, HuhǦ7 et HuhǦ7.5 sont analysées par western blot en conditions réductrices (R). Lǯexpression  de  la  tétraspanine  CDͺͳǡ  récepteur  potentiel  du  (CV  impliquée  dans  le processus  dǯentrée  viraleǡ  a  été  analysée  en western  blot  en  utilisant  lǯanticorps  antiǦCDͺͳ  ȋTSͺͳȌ  qui  nous  a  été  fourni  par  EǤ  Rubinstein  ȋ)NSERM  U͸Ͳʹǡ  ParisȌǤ  Ces anticorps antiǦCDͺͳ ne permettent pas  la détection de  la protéine dans  les différentes cellules hépatocytairesǤ Par une approche de cellǦbinding après marquage de lǯanticorps avec  lǯ)ode ͳʹͷǡ nous avons  recherché  lǯexpression de CDͺͳ dans  les  cellules (epaRGǤ Nous avons estimé environ ͺͷͲͲ sites de relative haute affinité dans les cellules (epaRG avec une constante de dissociationǡ Kd α ͳͲ nM ȋFigure 31ȌǤ 
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Figure 31: Expression de la protéine CD81 à la surface des cellules HepaRG 

L’AcMo antiǦCD81  (TS81  de Rubinstein) a  été utilisé  dans  des  expériences  d’inhibition de  cellǦbinding. De 

nombreux sités (8500) ont été estimés et la constante de dissocciation, Kd est de 10nM. 

 En conclusionǡ nous avons montré que  les cellules (epaRG expriment à  leur surface  la protéine  CDͺͳ  de  façon  comparable  aux  cellules  (uhǦ͹  ȋrésultats  non  montrésȌǡ  la protéine  SRǦBͳ  en  quantité  moindre  par  rapport  aux  cellules  dǯhépatome  ainsi différentes formes du récepteur aux LDL ȋLDLǦRȌǤ   
2) Les cellules HepaRG sont susceptibles à l’infection au stade prolifératif 

 Lǯinfection  des  cellules  (epaRG  a  été  réalisée  en  utilisant  des  particules  (CVsp  de génotype  ͵a  provenant  dǯun  patient  porteur  chronique  ȋFigure 32ȌǤ  Ces  cellules  sont infectées avec un MO) ȋmultiplicity of infectionȌ de ͳ au troisième jour ȋJ͵Ȍ après la mise en  culture  des  cellules  en  présence  de  sérum humain  normal  ȋS(NȌ  qui  a  été montré favorisant  lǯinfectivité des (CVppǤ LǯARN viral a été analysé par RTǦPCR puis quantifié par RTǦPCR en temps réel à partir des surnageants de cultureǤ  
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Figure 32: Protocole expérimental d’infection des cellules HepaRG  La  cinétique  obtenue  est  représentée  sur  la Figure 33. Dans  ces  conditionsǡ  de  lǯARN viral  en  quantité  importante  a  été  détectée  dans  les  surnageant  à  JͶ  et  J͹  post ensemencement  ȋpǤeȌǡ  ce  dernier  étant  probablement  constitué  du  virus  nǯayant  pas pénétré  dans  les  cellulesǤ  )l  sǯen  suit  une  négativation  de  lǯARN  du  (CV  dans  le surnageant à  JͳͶ qui permet dǯéliminer  lǯhypothèse selon  laquelle  lǯARN viral détectée serait  un  reliquat  de  lǯinoculum  de  départǤ  Une  production  de  particules  virales contenant de lǯARN est observée à partir de Jʹͳ et jusquǯà J͸͵ pǤeǤ avec un maximum de détection à  JͶʹ et  JͶͻ correspondant à Ͷ x ͳͲͷ  copiesȀmlǤ Des bandes non spécifiques sont détectées pour certains échantillons et laissent supposer à lǯexistence de mutations adaptativesǤ  Lǯinfection  au  stade  prolifératif  en  lǯabsence  de  S(N  résulte  en  une productionȀdétection de lǯARN du (CV similaire mais avec un profil cyclique décalé dans le  tempsǤ  De  ce  faitǡ  le  S(N  semble  avoir  un  effet  sur  lǯinfection  et  permet  dǯavoir  un profil de production virale continu et une meilleure synchronisation de lǯinfectionǤ   Nous avons ainsi démontré que lǯinfection par le (CV sérique sǯétablit dans les cellules (epaRG en phase de proliférationǤ La production de lǯARN du (CV est alors observée au stade  différencié  où  ces  cellules  présentent  une  morphologie  ȋpolarisationǡ  jonctions 
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serréesǡ  canalicules  biliairesǡǤǤȌ  et  une  fonctionnalité  ȋtransport  GolgiȀRE  actifǡ augmentation  du  flux  de  protéines  sécrétéesǡ  métabolisme  normalǡ  ǥȌ  proches  des hépatocytes  humains  normauxǤ  Lǯinfection  au  stade  différencié  donne  des  résultats beaucoup  moins  satisfaisants  et  reproductiblesǤ  Nous  avons  par  contre  obtenu  des résultats reproductibles dans plusieurs mains lorsque les cellules (epaRG sont infectées avec les particules (CVsp au stade prolifératif en présence de S(N avec une production dǯARN viral au stade différenciéǤ 
« D » = différenciation 
J21/J28ååååååå

M 0      4      7      14    21    28    36    42    49    56    63    66   neg pos

+ 1% SHN 
pendant le 
processus 
d’infection

Ͳ 269 pb 

3

M.O.I = 1
HCVsp infection

Jours postͲplating

4x105 copies/ml (J42 + J49)

« P » = prolifération
J0 å J7/J14 HCVsp (5 μg)

 
Figure 33: Cinétique de production d’ARN du HCV.  

L’infection des  cellules HepaRG  se  fait au  stade prolifératif  (Jour 3 post  inoculation) avec un MOI de 1 en 

présence de sérum humain normal (SHN)  
3) Caractérisation des particules virales produites 

 Les particules (CV ont été purifiées à partir de surnageants de culture par des étapes successives dǯultracentrifugationǤ Le culot obtenu est ainsi enrichi en particules virales et utilisé pour des études immunologiques et physicoǦchimiquesǤ  
3.1. Activité antigénique E1E2 

 Lǯactivité  antigénique  des  particules  produites  a  été  analysée  par  EL)SA  en  utilisant lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǤ Les résultats représentés sur le Figure 34 montrent une forte  réactivité  EͳEʹ  visǦàǦvis  du  D͵ʹǤͳͲ  entre  Jʹͺ  et  JͶͻ  ȋphase  de  différenciationȌ correspondant au pic de détection de lǯARN viralǤ La limite de dilution des échantillons à différents  temps  ȋJʹͺǡ  JͶʹ  et  JͶͻ  pǤeǤȌ  a  été  déterminé  et  est  ε  ͳȀͳͲͲǤ  Ces  résultats 
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montrent  quǯil  existe  une  bonne  corrélation  entre  lǯactivité  antigénique  EͳEʹ  et  la détection  de  lǯARN  ȋΪȌ  du  (CVǤ  Ainsiǡ  des  particules  (CV  contenant  de  lǯARN  viral  et exprimant lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ sont nouvellement synthétisées entre Jʹͷ et JͶͶ soit environ ͸ semaines après infectionǤ 

 

Figure 34: Titration de l’activité antigénique E1E2 des particules virales.  Les  particules  virales  purifiées  ont  été  analysées  par  ELISA  à  différentes  dilutions  (1/5 ;  1/10 ;  1/50  et 

1/100). La réactivité E1E2 est étudiée en utilisant l’anticorps D32.10.    

   
3.2. Propriétés physicoǦchimiques des particules HCV 

 Nous avons ensuite étudié la distribution de la densité des particules virales en fonction de  leur  réactivité  EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  par  EL)SA  et  la  détection  de  lǯARN  viral  par  RTǦPCR quantitative en gradient dǯiodixanol ȋ͸ Ǧ ͷ͸Ψ Ǣ OptiprepȌ selon la technique décrite par Nielsen  ȋFigure  35Ȍ  ȏNielsen  et  alǤǡ  ʹͲͲ͸Ȑ  et  en  gradient  de  saccharose  comme précédemment ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ      
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Figure 35: Ultracentrifugation isopycnique en gradient d’iodixanol 

. Le culot enrichi en particules HCV est déposé sur un gradient d’iodixanol (6Ǧ56%). La densité des différentes 

fractions est déterminée par réfractométrie.  Une  seule  population  virale  de  faible  densité  ȋͳǡͲ͸  Ǧ  ͳǡͳʹ  gȀmlȌ  a  été  identifiée  en gradient  dǯiodixanol  et  présente  une  forte  réactivité  EͳEʹ  visǦàǦvis  de  lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ ȋFigure 36BȌǤ Cette activité antigénique EͳEʹ est observée dans les fractions ͵ à ͹ avec un maximum pour la fraction Ͷ ȋdensité αͳǡͲͺ gȀmlȌ correspondant au pic dǯARN viralǤ )l existe une bonne corrélation entre lǯactivité antigénique EͳEʹ et la détection de lǯARN viralǤ Cette population (CV enveloppée positive pour EͳEʹ contient la  majorité  de  lǯARN  viral  soit  ͸ǡͺ  xͳͲ͵  copies  dǯARN  viralȀmlǤ  Ces  observations  sont spécifiques  aux  particules  virales  puisque  aucune  activité  antigénique  EͳEʹǡ  ni  de détection  dǯARN  viral  ne  sont  observées  avec  le  surnageant  de  cellules  non  infectées préparé dans  les mêmes conditions et utilisé comme témoin négatif ȋFigure 36AȌǤ Par contre  en  gradient  de  saccharoseǡ  cette  population  virale  se  retrouve  à  une  densité comprise entre ͳǡͳ͹ et ͳǡʹͲ gȀmlǤ Ainsiǡ ces particules virales présentent des propriétés physicoǦchimiques  identiques  aux  particules  (CV  circulantes  comme  précédemment montré ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Lǯanalyse de  lǯEL)SA des différentes  fractions du gradient dǯiodixanol pour  la présence des  apolipoprotéines  B  et  E  ȋApoB  et  ApoEȌ  révèle  que  ces  particules  virales enveloppées  contenant  de  lǯARN  viral  ȋΪȌ  sont  associées  à  lǯApoB  et  à  lǯApoE  et sédimentent entre ͳǡͲ͸ et ͳǡͳʹ gȀmlǤ Comme précédemment décrit ȏNielsen et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑǡ cette population de faible densité ȋͳǡͲͺ gȀmlȌ contient la majorité de lǯARN viral et nous montrons quǯelle exprime les protéines dǯenveloppe EͳEʹ identifiées par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ associées à lǯApoB et à lǯApoE ȋFigure 36CȌǤ  
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Figure 36: Analyse des différentes populations virales. 

 Les particules virales purifiées sont soumises à une ultracentrifugation isopycnique en gradient d’iodixanol 

(B). La densité de chaque  fraction est déterminée par réfractométrie. Ces  fractions  sont ensuite  testées en 

ELISA avec  l’anticorps monoclonal D32.10,  l’antiǦApoB et  l’antiǦApoE (C). L’ARN viral est quantifié par RTǦ

PCR  en  temps  réel.  Le  surnageant  des  cellules  non  infectées  est  préparé  dans  les  mêmes  conditions 

(ultracentrifuagtion successives) et utilisé comme témoin négatif (A). 
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3.3. Réinfection des cellules naives 

 Les  cellules  (epaRG  na˫ves  ont  été  infectées  à  J͵  post  ensemencement  avec  du surnageant  Jʹͳ  de  la  première  infectionǤ  Les  résultats  de  RTǦPCR  réprésentés  sur  la 
Figure 37 montrent une détection de lǯARN viral avec amplification du signal au début de  la phase de différenciation avec un maximum à JʹͳǤ Ces résultats suggérent que  les particules virales produites dans ce systéme sont infectieusesǤ   

 

Figure 37: Réinfection des cellules naives 

 

4) Détection des antigènes viraux dans les cellules HepaRG infectées 

 La  présence  des  antigènes  du  (CV  est  analysée  dans  les  cellules  (epaRG  à  Jʹͺ  post ensemencement en utilisant  lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ qui a été montré capable de détecter  les  protéines  dǯenveloppe  du  (CV  dans  des  biopsies  de  foie  de  patients cirrhotiques et  tumorales  ȏGaly et alǤǡ ʹͲͲ͹Ȑ et  lǯanticorps antiǦcapside  ȋC͹ǤͷͲǡ AbcamȌ pour la détection de lǯantigène de capsideǤ Les résultats dǯimmunohistochimie montrent que les antigènes dǯenveloppe EͳEʹ et de capside du (CV sǯaccumulent dans le cytosol des  cellules  infectées  avec  un  fort  marquage  ȋFigure  38b,  c,  dȌǤ  Ce  marquage cytoplasmique  est  spécifique  puisque  aucun marquage  nǯest  observé  dans  les  cellules non infectées ȋavec ou sans anticorpsȌ servant de contrôle négatif ȋaȌǤ Un mois après la mise  en  culture  ȋJʹͺȌǡ  environ  ͸ͲΨ  des  cellules  (epaRG  seraient  infectées  et  ce pourcentage  diminue  ensuite  à  Jͷ͸  où  ͵ͲΨ  des  cellules  sont  marquéesǤ  Tous  ces résultats  confirment  lǯinfection  des  cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVsp  et  que lǯAcMo  D͵ʹǤͳͲ  constitue  un  bon  outil  pour  la  détection  des  protéines  EͳEʹ  dans  les cellules infectéesǤ 
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Figure 38: Localisation des antigènes viraux dans les cellules infectées.  

L’anticorps  antiǦE1E2/D32.10  et  l’antiǦcapside  C7.50  sont  utilisés  en  immunohistochimie  pour  détecter 

respectivement  les protéines d’enveloppe E1E2 (b et c) et  la capside du HCV (d). Les cellules non  infectées 

sont utilisées comme contrôle négatif (a). 

  
5) Persistance de l’infection 

 Les  cellules  (epaRG  infectées  ȋ(CVspǦRGȌ  ont  été  congelées  à  Jͷ͸  puis  remises  en culture  à  faible  densitéǤ  Apres  un  ou  trois  repiquages  ȋPͳ  et  P͵Ȍǡ  le  processus  de différenciation a été induit et la production de particules enveloppées EͳEʹ positives et contenant de lǯARN viral recherchée ȋFigure 39ȌǤ LǯARN viral a été détecté puis quantifié par RTǦPCR en temps réel entre J͵ͷ et Jͷ͸ postǦensemencement après ͵ repiquages ȋP͵Ȍ et  induction de  la phase de différenciationǤ Dans ces conditionsǡ  le  taux dǯARN du (CV est  compris  entre  ͳ  et  ʹ  x  ͳͲ͵  copiesȀml  ȋFigure 39AȌǤ  Nous  avons  noté  que  ce  taux dǯARN viral détecté est moins important après ͵ repiquages quǯaprès un seul repiquage avant  lǯinduction  de  la  différenciationǤ  Ceci  suggère  que  les  cellules  (epaRG  sont chroniquement  infectées  avec  persistance  de  lǯinfectionǤ  Les  culots  des  surnageants correspondant  aux  Pͳ  et  P͵  ont  ensuite  été  soumis  à  une  ultracentrifugation isopycnique en gradient de saccharose ȋͳͲǦ͸ͲΨȌǤ Lǯanalyse des résultats de lǯEL)SA des différentes  fractions  montrent  une  forte  activité  antigénique  EͳEʹ  aux  densités comprises entre ͳǡͳͷ et ͳǡʹͲgȀml ȋBȌǤ En fonction de la présence ou de lǯabsence dǯARN viralǡ  nous  avons  subdivisé  cette  population  virale  en  deux  sous  populationsǤ  Une 
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première population correspondant aux fractions ͳͳ et ͳʹ et qui sédimente à ͳǡͳͶ Ǧ ͳǡͳͷ gȀmlǤ  Ces  particules  virales  expriment  plus  de  protéines  dǯenveloppe  à  leur  surface associées à la majorité de lǯApoBȀE ȋCȌ mais elles ne contiennent pas dǯARN viralǤ De ce faitǡ ces virions identifiés correspondent vraisemblablement aux particules enveloppées videsǤ  Par  contreǡ  la  seconde  sousǦpopulation  virale  ȋfractions  ͳͶǡ  ͳͷ  et  ͳ͸Ȍ  contient jusquǯà ͳͲͷ copies dǯARN du (CV Ȁml et présente une activité antigénique EͳEʹ et une expression dǯapolipoprotéies B et E moins importantesǤ Ces particules virales complètes qui  sédimentent  à  une  densité  comprise  entre  ͳǡͳͺ  et  ͳǡʹͲ  gȀml  seraient potentiellement infectieusesǤ 

 

Figure 39: Caractéristiques des particules provenant des cellules chroniquement infectées (HCVspǦ
RG).   
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L’ARN  viral  est  détecté  puis  quantifié  par  RTǦPCR  en  temps  réel  (A).  Les  particules  HCV  purifiées  sont 

soumises à une ultracentrifugation  sur gradient de  saccharose  (B). Les  fractions  sont analysées par ELISA 

avec l’AcMo D32.10 et l’antiǦApoB et l’antiǦApoE(C). 

 

6) Etudes morphologiques des cellules infectées Par microscopie électronique et marquage à  lǯorǡ des études morphologiques ȋAȌ et de localisation  intraǦcellulaire des antigènes EͳEʹ et  capside  ȋBȌ ont  été  réalisées  sur  les cellules  infectées  de  façon  persistante  ȋ(CVspǦRGȌ  comparativement  aux  cellules  non infectéesǤ  Ainsi  en  microscopie  électroniqueǡ  les  cellules  infectées  présentent  des altérations  morphologiques  visualisées  sur  la  Figure  40  avec  la  présence  de  corps multivésiculaires  associés  à  la membrane  et  un  épaississement  sous membranaire  du cytosquelette  au  pole  apicalǤ  De  plusǡ  des  structures  multi  lamellaires  successives  et régulières  ȋʹʹ  nmȌ  provenant  de  la  membrane  du  réticulum  endoplasmique  ont  été observées  dans  les  cellules  infectéesǤ  Ces  réarrangements  membranaires  ont  été retrouvés associés à  la réplication des virus à ARN ȏSchwartz et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Nous avons également  noté  la  présence  de  corps  apoptotiques  dans  certaines  de  ces  cellules infectées de manière chroniqueǤ Lǯétude de la localisation cellulaire des antigènes viraux a été réalisée par une approche dǯimmunomarquage à lǯor en ME en utilisant les anticorps monoclonaux D͵ʹǤͳͲ et C͹ǤͷͲ ȋAbcamȌ pour détecter respectivement les protéines dǯenveloppe et de capside du (CVǤ Lǯexpression  des  antigènes  EͳEʹ  et  de  la  capside  dans  les  cellules  (CVspǦRG  est observée  avec  une  localisation  sousǦmembranaireǡ  membranaire  et  très  souvent associée  à  des  vésicules  ressemblant  à  des  exosomesǤ  Lǯépitope  EͳEʹ  reconnu  par lǯAcMo  D͵ʹǤͳͲ  est  exprimé  dans  les  cellules  infectéesǤ  Ces  observations  suggèrent  un possible bourgeonnement des virions via les exosomes puisquǯil a été montré quǯil existe une  association  des  protéines  dǯenveloppe  EͳEʹ  du  (CV  avec  des  exosomes ȏMasciopinto et alǤǡ ʹͲͲͶȐ 
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Figure 40: Etude morphologique et localisation intraǦcellulaire des antigènes viraux dans les 
cellules infectées 

L’analyse par microscopie électronique a permis d’observer les modifications morphologiques au niveau des 
cellules infectées. L’analyse de la localisation subcellulaire des antigènes viraux a été réalisée en utilisant les 
anticorps antiǦE1E2/D32.10 et antiǦcore/C7Ǧ50.  

 

7) Inhibition de l’infection par l’anticorps monoclonal antiǦE1E2/D32.10 Enfinǡ  nous  avons  testé  lǯactivité  inhibitrice  du  D͵ʹǤͳͲ  dans  ce  système  dǯinfection  in 

vitro  fonctionnel  des  cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVspǤ  Ainsiǡ  lǯanticorps monoclonal antiǦEͳEʹ a été utilisé dans ces expériences dǯinhibition de lǯinfection à une concentration égale à Ͳǡͷ ρgȀml correspondant à lǯ)CͷͲ de lǯanticorps déterminée dans nos études dǯinhibition du cellǦbinding  ȏNdongo et  alǤǡ  ʹͲͲͻȐǤ Des études préliminaires montrent une  inhibition quasiǦtotale de  lǯinfection des  cellules (epaRG par  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ jusquǯà ͻͷ Ψ dǯinhibition à JͳͶ et ͺͲ Ψ à Jʹͳ post ensemencement ȋFigure 41ȌǤ Cet  effet  inhibiteur  sǯobserve  précocement  suggérant  une  action  de  lǯanticorps  aux stades  précocesǡ  dǯattachement  et  dǯentrée du  virus  qui  impliqueraient  lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ comme précédemment montré ȏNdongo et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ    
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Figure 41: Inhibition de l’infection par l’anticorps monoclonal D32.10.  

L’ARN viral est détecté par RTǦPCR classique puis quantifié par RTǦPCR en temps réel exprimé en nombres de 

copies/ml. En  conclusionǡ  nous  avons montré  pour  la  première  fois  que  les  cellules  (epaRG  qui expriment  les  récepteurs  potentiels  du (CV  sont  infectables  au  stade prolifératif  avec une  production  dǯARN  viral  sous  forme  particulaire  infectieux  associé  aux  protéines dǯenveloppe et aux apolipoprotéines B et E au stade différenciéǤ Lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ a été montré exprimé dans les cellules (epaRG infectéesǤ De plusǡ ces cellules  (epaRG  sont  infectées  de  façon  persistanteǤ  A  ce  stadeǡ  elles  présentent  de nombreuses modifications morphologiques associées à une réplication virale des virus à ARNǤ  Dans  ce  systèmeǡ  lǯAcMo  D͵ʹǤͳͲ  est  capable  dǯinhiber  fortement  les  étapes précoces du cycle viralǡ vraisemblablement au niveau de lǯattachement et de lǯentrée du virus dans la cellule ȋFigure 42ȌǤ 
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Figure 42 : Infection des cellules HepaRG par les particules HCVsp : inhibition par l’anticorps antiǦ

E1E2/D32.10          
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3.  ARTICLE 3 Ǧ EXPRESSION DE E1E2 SUR LES PARTICULES 

LIBEREES A PARTIR DE CULTURE PRIMAIRES D’HEPATOCYTES 

PROVENANT DE FOIE DE PATIENTS CIRRHOTIQUES 

 

 

 

Expression of E1E2 on hepatitis C RNAǦcontaining particles released from primary 

cultured human hepatocytes derived from infected cirrhotic livers  Ndiémé Ndongoǡ Subjini Selliahǡ Pascale  Berthillonǡ ValérieǦAnn Raymondǡ Christian Trépoǡ Marc Bilodeau et MarieǦAnne Petit 
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Dans  la  troisième  étudeǡ  nous  avons  recherché  lǯexpression  de  lǯépitope EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ sur  les  particules  (CV  dérivées  de  foies  de  patients  infectés  par  le  (CV  ȋ(CVǦlpȌ  et analysé  leurs  propriétés  physicoǦchimiquesǤ  Pour  celaǡ  des  hépatocytes  humains provenant de biopsies chirurgicales de foie ont été  isolés puis cultivésǤ Ce travail a été rendu  possible  grâce  à  une  collaboration  avec  Dr  Marc  B)LODEAU  du  Service dǯ(épatologie Cellulaire du C(UǦ(ôpital SaintǦLuc de MontréalǤ Après deux  jours de  cultureǡ  les  surnageants  ont  été  collectés  et  les particules (CVǦlp secrétées à partir de ces cultures primaires dǯhépatocytes humains ont été purifiées par des  étapes  successives  dǯultracentrifugationǤ  Ainsiǡ  trois  préparations  virales  ȋVPȌ  ont été obtenues provenant de trois patients différentsǡ ʹ de génotype ͳb ȋVPͳ et VPʹȌ et un de  génotype  ʹb  ȋVP͵ȌǤ    les  trois  VPs  ont  été  analysées  en  terme  de  quantification  de lǯARN  viralǤ  Elles  contiennent  de  ʹ  x  ͳͲ͸  à  ͵ǡ͹  x  ͳͲ͹  copies  dǯARN  du  (CVȀml correspondant  à  une  activité  spécifique  dǯenviron  ͳͲ͸  à  ͳͲ͹  copies  Ȁmg  de  protéine ȋTable 1ȌǤ  Lǯactivité antigénique dǯenveloppe EͳEʹ de VPͳǡ VPʹ et VP͵ a été analysée par  EL)SA  en  utilisant  lǯanticorps  monoclonal  D͵ʹǤͳͲǤ  Cette  réactivité  EͳEʹ proportionnelle à la concentration en protéine présente une limite de dilution dǯenviron ͳͲ  ρgȀml  pour  VPͳ  et  ζ  ͷρgȀml  pour  VPʹ  et  VP͵  ȋFigure  1AȌǤ  Lǯexpression  des protéines dǯenveloppe du (CV a été également analysée par une approche western blotǤ Les protéines Eͳ ȋ͵ͳkDaȌ et Eʹ ȋ͸ͲǦ͸ͺ kDaȌ ont été détectées fortement dans les trois préparations virales ȋFigure 1BȌǤ Nous avons observé une bonne corrélation entre  les résultats  obtenus par  les  techniques dǯEL)SA et  de western blot  ȋVPͳδVPʹδVP͵Ȍ  ainsi quǯentre  la  réactivité EͳEʹ et  la quantification de  lǯARN du (CVǤ Nous avons confirmé que  lǯanticorps  D͵ʹǤͳͲ  était  capable  de  détecter  aussi  bien  les  protéines  Eͳ  et  Eʹ  de génotype ʹ que celles de génotype ͳǤ Lǯexpression de  lǯantigène de capside a aussi été analysée par western blot en utilisant un anticorps polyclonal commercial antiǦcore ȋC͵ǡ USBiologicalȌ  ȋFigure 1CȌǤ  La  protéine  de  capside  est  clairement  détectée  sous  forme monomérique à ʹͷ kDa dans la VPʹ associée à des formes multimériques ȋͷͲǡ ͹ͷ et ͳͷͲ kDaȌǤ Ces multiméres de ʹͷ kDa sont également observées dans VP͵ ȋͷͲ kDaȌ et VPͳ ȋ͹ͷ kDaȌ mais la forme monomérique est faiblement détectée dans la VP͵ et absente dans la VPͳǤ  Ces  résultats  déjà  observés  dans  les  particules  (CVsp  confirment  une  grande hétérogénéité moléculaire de  la protéine de capsideǤ Ainsiǡ nous avons montré que  les 
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(CVǦlp ȋVPͳǡ VPʹ et VP͵Ȍ contiennent lǯARN viralǡ des protéines de capside et expriment à leur surface les protéines Eͳǡ Eʹ détectées par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǤ Sur le plan physicoǦchimiqueǡ nous avons séparé les différentes sous populations virales en fonction de leur densité après sédimentation par ultracentrifugation sur gradient de saccharose  ȋͳͲ  à  ͸ͲΨȌǤ  Nous  avons  ainsi  identifié  une  population  majoritaire  qui sédimente à une densité comprise entre ͳǡͳͷ et ͳǡʹͷ gȀml pour les ͵ VPs ȋFigure 2A, B 

et CȌǤ Cette population contient ʹ x ͳͲͷ copies dǯARNȀml pour VPͳ ȋfractions ͳͳ et ͳʹȌǡ ͵ǡͺ  x  ͳͲͶ  pour  la  VPʹ  ȋfraction  ͳʹȌ  et  ͵ǡ͵  x  ͳͲͶ  copiesȀml  pour  la  VP͵  ȋfraction  ͳͳȌǤ Lǯexpression des protéines dǯenveloppe Eͳ et Eʹ a également été analysée en EL)SA et en western  blot  avec  lǯanticorps  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǤ  En  conditions  réductrices  ȋRȌǡ  les formes monomériques de Eͳ et Eʹ sont détectées dans  les  fractions correspondant au pic en EL)SAǤ En conditions non réductrices  ȋNRȌǡ  seules des bandes     η ʹͲͲ kDa sont détectées  qui  correspondent  aux  formes homoǦhétérodimériques  des  complexes EͳEʹ comme observé avec les particules (CVspǤ Ces résultats montrent quǯil existe une étroite corrélation entre la détection maximale des complexes dǯenveloppe EͳEʹ et la présence dǯARN  viralǤ  Ainsiǡ  les  particules  (CV  dérivées  de  foie  de  patients  cirrhotiques  qui contiennent  lǯARN  du  (CVǡ  expriment  lǯépitope  EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  et  sédimentent  à  ͳǡͳͷǦ ͳǡʹͷ  gȀml  en  gradient de  saccharoseǤ  Ces  signaux  sont bien  spécifiques des particules (CV puisque lǯARN viral en RTǦPCR quantitative et lǯactivité antigénique EͳEʹ en EL)SA sont négatifs sur une préparation obtenue dans les mêmes conditions à partir dǯun foie non infecté ȋFigure 2DȌǤ Enfinǡ nous avons étudié lǯexpression des antigènes viraux dans les hépatocytes humains infectés en immunohistochimieǤ Pour cela nous avons utilisé les anticorps monoclonaux antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǡ antiǦEʹȀDͶǤͳʹǤͻǡ obtenus par immunisation avec des particules (CV sériques  ȋ(CVspȌ  et  un  anticorps  polyclonal  antiǦcapside  commercial  ȋclone  ͳͳǦB͵ǡ CͺAʹͳ͸Mǡ Biodesign )nternationalȌǤ Ainsiǡ en présence des anticorps D͵ʹǤͳͲ et DͶǤͳʹǤͻǡ nous  avons  observé  un  fort  marquage  avec  une  localisation  cytoplasmique  avec  la préparation virale VPʹ de génotype ͳb ȋFigure 3B, CȌǤ Des résultats similaires ont été obtenus  avec  des  hépatocytes  primaires  de  génotype  ʹb  correspondant  à  VP͵Ǥ  Ces observations démontrent une expression à la fois des épitopes EͳEʹ et Eʹ reconnus par ces  deux  anticorps  dans  les  hépatocytes  infectés  par  le  (CV  provenant  de  patients cirrhotiquesǤ  Lǯantigène  de  capside  a  également  été  détecté  dans  les  hépatocytes 
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humains  infectés par  le (CV de génotype ͳb avec  la même  localisation  cytoplasmique ȋFigure  3DȌǤ  Cependantǡ  lǯanticorps  utilisé  dans  ces  expériences  ne  reconnait  pas lǯantigène de  capside du (CV de  génotype ʹǤ Aucun marquage nǯest  observé dans des hépatocytes  humains  provenant  de  foie  de  patient  non  infecté  avec  des immunoglobulines irrelevantes ȋFigure 3AȌǤ Ces résultats montrent que lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ est exprimé parallèlement à lǯantigène Eʹ et à la capside dans le cytoplasme des hépatocytes infectés ȋFigure 43ȌǤ  

 
Figure 43: Caractéristérisque des particules HCVǦlp         

Particules virales secrétéesouHCVǦlp: 
HCVRNA 
E1E2 
Capside

Expression de l’épitopeE1E2/D32.10 sur les 
particulesHCVǦlpet dans les hépatocytes

infectés in vivo

L’anticorps antiǦE1E2 /D32.10 (et antiǦE2/D4.12.9) = Outil de détection des antigènes d’enveloppe E1E2 du HCV
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4.  ARTICLE 4 Ǧ ASSOCIATION DES ANTICORPS ANTIǦE1E2 A LA 

GUERISON SPONTANEE OU A LA REPONSE VIROLOGIQUE SOUTENUE 

AUX TRAITEMENTS ANTIVIRAUX AU COURS DE L’INFECTION                             
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Association of antiǦE1E2 antibodies with spontaneous recovery or sustained 

virological response to therapy in patients with HCV 
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Lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ reconnait un épitope combinatoire impliquant une région de la protéine Eͳǡ et deux régions de la protéine Eʹǡ exprimé à la surface des particules (CV  sériques  ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Cet  anticorps  présente  des  propriétés  pertinentes puisque  nous  avons  montré  par  différentes  approches  in  vitroǡ  quǯil  était  capable dǯinhiber  efficacement  les  interactions  entre  les  (CVsp  et  les  cellules  hépatocytaires ȋ(uhǦ͹ et (epaRGȌ et pouvait avoir un effet neutralisant sur lǯinfection des (epaRG par les virions sériquesǤ De plusǡ il a été montré que des anticorps de même spécificité que le D͵ʹǤͳͲ étaient présents dans le sérum de patients infectés par le (CVǤ Par une approche EL)SA  spécifiqueǡ  nous  avons  recherché  la  prévalence  des  anticorps  antiǦEͳEʹ  chez différents groupes de patients infectés par  le (CV afin de déterminer  leur signification cliniqueǤ Le test de détection de ces anticorps a été décrit ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐ puis mis au point  au  sein  de  notre  équipeǤ  Son  principe  repose  sur  lǯutilisation  de  trois  peptides biotinylés ȋEͳǡ EʹA et EʹBȌǡ correspondant aux trois régions reconnues par  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲǡ  qui  sont  adsorbés  séparément  sur  une  surface  solide  via  la  streptavidine ȋFigure 44ȌǤ  Le  seuil  de  positivité  est  calculé  en  ajoutant  ͵  déviations  standards  à  la moyenne des contrôles négatifs  ȋsérums humains normaux provenant de donneurs de sang  (CVǡ  (BV  et  ()V  négatifsȌ  ȋFigure  ͳȌǤ  Ainsiǡ  un  échantillon  est  considéré  positif pour les anticorps antiǦEͳEͳAǡB quand il est positif pour chacun des peptides Eͳǡ EʹA et EʹBǤ  Ce  test  a  été  validé  aussi  bien  sur  le  plan  de  la  sensibilité  que  sur  le  plan  de  la spécificité avec des variations intra et interǦessais ζ ͷΨǤ  

 

Figure 44 : Test ELISA de détection des anticorps antiǦE1E2A,B [Petit et al., 2005].  

Les 3 peptides biotinylés (E1, E2A, E2B) sont adsorbés sur une surface solide via  la streptavidine. Les 
anticorps antiǦE1E2A,B sont recherchés à partir de sérums de patients  infectés par  le HCV. L’étape de 
révélation se fait en ajoutant les anticorps antiǦIgGs humaines couplés à la peroxydaseǤ 

Peptides Biotinylés :

Anti-IgGs Humaines 

(peroxydase)

E1 (292-306) E2A (480-494) E2B (608-622)

Streptavidine

Ac anti-E1E2A,B/D32.10-like 

dans le sérum des patients

1/50ĺ1/250-500 --> 1/2000
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Au cours de cette étudeǡ nous avons dǯabord recherché la séroprévalence des anticorps antiǦEͳEʹAǡB  chez  des  patients  qui  ont  guéris  spontanément  de  leur  infection  (CV ȋvirémie  négative  et  transaminases  normalesȌ  comparés  à  des  patients  virémiques porteurs  chroniques du (CV et  ayant  reçu  aucun  traitement  antiviralǤ  Sur ͷʹ patients guérisǡ  Ͷ͸  sont  positifs  pour  les  antiǦEͳEʹAǡB  ce  qui  représente  un  pourcentage  de ͺͺǡͷΨ avec des titres en anticorps très élevés η ͳȀͳͲͲͲ dans ͺͲΨ des cas ȋFigure 2ȌǤ A lǯinverseǡ  seulement  ͹  patients  porteurs  chroniques  sur  ͷͲ  ȋͳͶΨȌ  ont  été  retrouvés positifs  pour  ces  anticorpsǤ  Des  résultats  similaires  ont  été  obtenus  avec  les immunoglobulines  purifiées  à  partir  du  sérum  de  ces  différents  groupes  de  patients ȋFigure 3ȌǤ Cela  confirme  la  spécificité de cette anticorps et  suggère que  les anticorps antiǦEͳEʹAǡB ȋou D32.10ǦlikeȌ pourraient être des anticorps de guérison et sont associés au contrôle de lǯinfection (CVǤ Dans un deuxième tempsǡ nous avons comparé ͷʹ patients répondeurs complets ȋRCȌ et ͶͲ non répondeurs ȋNRȌ à des traitements antiviraux successifs avec de lǯ)FN standard ou pégylé associé à la ribavirineǤ Les résultats ont montré que seuls ͳͲΨ des NR étaient positifs pour  les anticorps antiǦEͳEʹAǡB contre ͶͲǡͶΨ pour  les RC  ȋFigure 4ȌǤ Le  titre des  anticorps  chez  ces  patients  RC  qui  ont  complètement  éliminé  le  virus  après  une thérapie antiviral est variable et relativement faible ζ ͳȀͷͲͲ dans ͷͲΨ des casǤ Ce taux partiel  de  réponse  antiǦEͳEʹAǡB  chez  les  patients  RC  pourrait  sǯexpliquer  par  une variabilité du temps de récupération des échantillons après arrêt du traitementǤ En effetǡ les ʹͳ échantillons trouvés positifs sur les ͷʹ testés correspondent à des prélèvements obtenus relativement précocement après lǯarrêt du traitement ȋ͸ mois à ͳanȌ tandis que les échantillons négatifs ȋ͵ͳȀͷʹȌ correspondent à des prélèvements obtenus entre ͳet ͷ ans après lǯarrêt du traitementǤ Ceci suggère que la réponse humorale antiǦEͳEʹAǡB chez les  répondeurs  complets  pourrait  décroitre  en  fonction  du  temps  après  lǯarrêt  du traitementǤ  Pour  déterminer  la  cinétique  dǯapparition  des  anticorps  antiǦEͳEʹAǡBǡ  nous  avons réalisé une étude  longitudinale de ces anticorps chez ͻ patients RC et ͹ patients NR à différents  temps  avantǡ  pendant  et  après  traitement ǣ  ͳ mois  ȋMǦͳȌ  avant  le  début  du traitement ȋTRTȌǡ au temps Ͳ ȋMͲȌ du TRTǡ ͳ mois ȋMΪͳȌǡ ʹ mois ȋMΪʹȌǡ ͵ mois  ȋMΪ͵Ȍǡ ͸ mois ȋMΪ͸Ȍ et ͳʹ mois ȋMΪͳʹȌ après le début du TRTǡ et ͸ mois ȋΪ͸MȌ après l̵arrêt du TRT ȋFigure ͷȌǤ Nos résultats montrent une absence des anticorps antiǦEͳEʹAǡB chez les 
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NR  tout  au  long  du  suiviǤ  Cependantǡ  cette  réponse  humorale  a  été  trouvée significativement  ȋp  δͲǡͲͷȌ  positive  pour  tous  les  échantillons  du  groupe  des  RC  par rapport au groupe des NRǡ notamment à ͳ mois avant  ȋMǦͳȌ et ͵ mois  ȋMΪ͵Ȍ après  le début de la TRT ȋM Ϊ͵Ȍ avec une probabilitéǡ p δͲǡͲͲͳǤ Cette réponse anticorps présente un  profil  fluctuant  Ǽ en  dent  de  scie ǽ  avec  un  pic  à  ͳ  mois  ȋMͳȌ  après  le  début  du traitementǡ puis une diminution à MΪʹ et un maintien ou une remontée à MΪ͵ ou MΪ͸Ǥ Bien que toujours positifs à MΪͳʹ après le début du traitement et à ͸ mois après lǯarrêt du traitementǡ  le  taux dǯanticorps antiǦEͳEʹAǡB semble diminuer dans  le  tempsǡ ce qui pourrait expliquer les résultats de lǯétude transversale avec seulement ͶͲΨ de sérums positifs  chez  les  patients  RCǤ  Lǯanalyse  de  ces  résultats  par  le  tracé  des  courbes  ROC ȋreceiver  operating  characteristicȌ  a  permis de déterminer  la  sensibilité des  anticorps antiǦEͳEʹAǡB  pour  la  prédiction  de  la  réponse  au  traitement  à  différents  temps ǣ MǦͳǡ MΪ͵ǡ MΪ͸Ǥ Des valeurs seuils ont ainsi pu être calculées et les patients avec des valeurs supérieures  à  ce  seuil  sont  considérés  comme  répondeurs  aux  traitements  alors  que ceux  avec  des  valeurs  inférieures  au  seuil  ne  sont  pas  des  répondeurs  virologiques soutenusǤ La spécificité et la valeur prédictive positive ȋVPPȌ du test sont aussi de ͳͲͲΨ alors que la sensibilité et la valeur prédictive négative ȋVPNȌ sont de ͺ͹ǡͷΨ à MǦͳǡ MΪͳ et MΪ͵ ȋTable ʹȌǤ Les résultats obtenus au cours de ces études  longitudinales montrent que  les  anticorps  antiǦEͳEʹAǡ  B  sont  présents  précocementǡ  avant même  le  début  du traitement chez les patients répondeurs complets et peuvent donc être prédictifs d̵une réponse virologique soutenue à une thérapie antiviraleǤ En  conclusionǡ  les  résultats  obtenus  au  cours  de  cette  étude  in vivo  suggèrent  que  les anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  pourraient  être  des  anticorps  de  guérison  associés  à  une éradication  complète  spontanée  du  (CV  chez  les  patients  infectés  et  sont  prédictifs dǯune réponse virologique complète chez les patients porteurs chroniques soumis à une thérapie antivirale  standard  ȋ)FN pégylé Ϊ  ribavirineȌ  ȋFigure 45ȌǤ Ces anticorps antiǦEͳEʹAǡB représentent un nouveau marqueur du (CV dont  la  recherche dans  le sérum parallèlement  à  lǯARN  viral  pourrait  constituera  un  outil  décisionnel  précieux  pour  la prise en charge des patients infectés par le (CVǤ    
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Figure 45 : Pouvoir neutralisant in vivo de l’anticorps antiǦE1E2/D32.10             

Réponse humorale antiǦE1E2A,B/D32.10Ǧlike durant l’infection  HCVnaturelle  in vivo       
= Prédictive de la réponse virologique soutenue à une thérapie antivirale                          

(VPP& VPNγ 100% & 86% à MǦ1)
î VALORISATION DE L’AcMoD32.10 = Applications diagnostiques et thérapeutiques

Infection in vivo

Immunité stérile

hépatocyteParticules (CV
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L̵infection  par  le  (CV  est  à  l̵origine  de  la  production  de  très  nombreux  anticorpsǡ dirigés  à  la  fois  contre  des  épitopes  des  protéines  structurales  et  non  structurales  du virusǤ  Le  rôle  de  ces  anticorps  dans  le  contrôle  de  l̵infection  est  mal  connuǤ  La production d̵anticorps neutralisants est indispensable à la neutralisation des particules virales libres et à l̵inhibition de leur pénétration dans les cellules permissivesǤ Lorsque le  virus  pénètre  dans  la  celluleǡ  les  réponses  humorales  peuvent  aussi  contribuer  à limiter la transmission virale de cellule à celluleǤ Leur effet sur les virus intraǦcellulaires est  lié  à  la  cytotoxicité  dépendante  du  complément  et  à  la  cytotoxicité  cellulaire dépendante  d̵anticorps  ȋantibodyǦdependent  cellular  cytotoxicityǡ  ADCCȌǤ  Farci  et collaborateurs ont été  les premiers à avoir décrit  la présence dǯanticorps neutralisants antiǦ(CV chez le chimpanzéǡ ceuxǦci étaient dirigés contre des épitopes situés au niveau de  la région (VRͳ de EʹǤ Par  la suiteǡ plusieurs données ont suggéré que  les anticorps neutralisants  ont  un  impact  réel  sur  lǯinfection  par  le  (CVǤ  Ainsiǡ  une  meilleure connaissance  des  aspects  moléculaires  de  lǯinteraction  entre  le  virus  et  les  anticorps neutralisants devrait faciliter la compréhension de lǯhistoire naturelle de lǯhépatite C et permettre de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques et prophylactiquesǤ 
Des progrès remarquables ont été réalisés ces dernières années avec le développement de  modèles  dǯétudes  in  vitro  qui  ont  permis  de  déterminer  les  cibles  de  la  réponse humorale  contre  le  (CVǤ  Le  modèle  des  (CVpp  a  été  le  premier  modèle  permettant dǯidentifier  des  anticorps  capables  de  neutraliser  in  vitro  lǯinfectivité  des  pseudoǦparticules dans ce systèmeǤ Cette première étude fonctionnelle nǯa pas permis de mettre en  évidence  la  présence  dǯanticorps  neutralisants  chez  les  patients  qui  guérissent spontanémentǤ De ce faitǡ ces anticorps détectés ne confèrent pas une immunité stérile et ne sont donc pas neutralisantsǤ  
Dans  le  cadre  de  ce  travail  de  thèseǡ  nous  nous  sommes  focalisés  sur  lǯétude  de  la réponse humorale neutralisante au cours de lǯhépatite C et plus précisément sur le rôle potentiellement neutralisant de lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲǤ Cǯest un anticorps qui a été  isolé  puis  caractérisé  dans  notre  équipe  et  qui  pourrait  avoir  un  intérêt  clinique majeurǤ  )l  est  spécifique  du  (CV  et  reconnait  un  déterminant  antigénique  discontinuǡ composé dǯun site dans la protéine Eͳ ȋʹͻ͹Ǧ͵Ͳ͸Ȍ et de ʹ sites dans Eʹ ȋͶͺͲǦͶͻͶͻȌ ȋ͸ͳ͵Ǧ͸ʹͳȌ  ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵ȐǤ  Cet  épitope  D͵ʹǤͳͲ  est  exprimé  à  la  surface  des  (CVsp naturelles  ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐ  et  est  impliqué  dans  les  interactions  (CVǦcellule  via  les 
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sites de liaison avec CDͺͳ et les GAG ȏOlenina et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Rothwangl et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Yagnik et alǤǡ ʹͲͲͲȐǤ La connaissance de la structure du complexe dǯenveloppe EͳEʹǡ exprimé à la  surface  des  particules  virales  C  naturellesǡ  est  essentielleǤ  Cǯest  pourquoi  il  est important  dǯétudier  les  interactions  entre  le  (CV  sérique  et  ses  cellules  ciblesǡ  les hépatocytes humains et les mécanismes de la neutralisation dans un tel systèmeǤ  
L’anticorps monoclonal D32.10  présente  des  propriétés  neutralisantes  in 

vitro 
Le D32.10 inhibe l’interaction des HCVsp avec les cellules hepatocytaires Dans  la  première  étudeǡ  un  test  in  vitro  de  cellǦbinding  ȏGodard  et  alǤǡ  ͳͻͻʹȐ  a  été développé puis adapté aux particules (CVǤ Cette approche consiste en la fixation dǯiode ͳʹͷ sur la protéine ligand ȏMcConahey and Dixonǡ ͳͻ͸͸Ȑ et permet de mesurer ensuite le marquage  spécifique  des  (CVsp  fixées  à  différentes  concentrations  du  radioligandǤ Lǯutilisation de concentrations croissantes de ligand radioactif permet de construire une courbe de saturationǤ A partir de cette courbeǡ il est possible de déterminer la constante de  dissociation  ȋKdȌ  qui  traduit  lǯaffinité  du  ligand  pour  son  récepteur  et  le  nombre maximal  de  sites  ȋBmaxȌ  de  fixationǤ  Kd  et  Bmax  sont  déterminés  à  partir  dǯune transformation  des  données  de  la  courbe  de  saturationǡ  transformation  dite  de Scatchardǡ qui représente la relation entre la quantité de ligand fixé de façon spécifique ȋau niveau du  récepteurȌ  et  le  rapport  radioligand  fixéȀradioligand  libreǤ   Nous  avons montré au cours de cette étude quǯil existe une fixation spécifique et saturable entre les (CVsp et les cellules dǯhépatome ȋ(uhǦ͹ et (epaRGȌǤ Cette interaction entre les (CVsp et  les cellules prolifératives (uhǦ͹ et (epaRG se  ferait selon deux types dǯinteraction  ǣ une interaction de haute affinité ȋ(AȌ avec un Kd de Ͳǡͳ à Ͳǡͷ ρgȀmlǡ et une interaction de basse affinité ȋBAȌǡ avec un Kd de ͷǦͳͲ ρgȀmlǤ L̵interaction (A est plus difficilement identifiable sur les cellules (uhǦ͹ qui semblent exposer préférentiellement des sites de liaison BAǤ En revancheǡ seules  les  interactions (A ont été  identifiées clairement entre les (CVsp et  les  cellules (epaRG différenciées  suggérant que  ces  interactions  seraient plus fortes et spécifiques lorsque les hépatocytes sont polarisés ȏParent et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ Ces deux types d̵interactions peuvent être facilement identifiés avec les cellules (epaRG au stade prolifératifǤ 
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En  outreǡ  lorsquǯon  utilise  sélectivement  les  particules  (CVsp  enveloppées ȋEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  positivesȌ  avec  les  cellules  (epaRG  prolifératives  dans  des  études  de 
bindingǡ  seules  les  interactions  (A  ȋKd  très  faible  δͲǡͳ  ρgȀmlȌ  sont  observéesǤ  Ces résultats  suggèrent  que  les  interactions  spécifiques  (A  impliquent  préférentiellement l̵épitope EͳEʹ exprimé à la surface des particules (CVsp et reconnu par le D͵ʹǤͳͲ et les récepteurs exprimés sur les cellules (epaRG différenciéesǤ Dans nos mainsǡǡ  lǯanticorps antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  a  été  montré  capable  dǯinhiber  spécifiquement  lǯinteraction  entre (CVsp et (uhǦ͹ ou (epaRG avec une  )CͷͲ de Ͳǡͷ ρgȀmlǡ et  serait  encore plus efficace lorsque  la  population  virale  enveloppée  est  sélectivement  utilisée  ȋ)CͷͲ  δͲǡͷ  ρgȀmlȌǤ Lorsque nous utilisons dans ce système un anticorps irrelevantǡ aucun ou un faible effet inhibiteur ȋͳͲǦͳͷΨȌ est observée pour des concentrations δ ͳͲ ρgȀmlǡ alors quǯun effet inhibiteur  de  ʹͷǦͶͲΨ  peut  être  observé  pour  des  concentrations  ε  ͳͲ  ρgȀmlǤ  Ceci suppose que lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ présente un effet inhibiteur très spécifique sur les interactions entre les (CVsp et les cellules hépatocytairesǤ  Dans cette étudeǡ nous avons aussi testé  lǯactivité inhibitrice de lǯanticorps monoclonal AP͵͵ dans ce système puisque cet anticorps a été montré capable de neutraliser lǯentrée et  l̵infectiosité virales dans  le système des (CVpp et des (CVcc ȏTarr et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Un effet  inhibiteur  dose  dépendant  a  été  observée  seulement  pour  des  concentrations relativement élevées ȋε ͳͲ ρgȀmlȌǤ L̵anticorps monoclonal AP͵͵ présente une inhibition maximale de l̵ordre de ͸ͷΨ pour une concentration de ͳͲͲ ρgȀml avec une )CͷͲ de ͷͲ ρgȀml  dans  notre  systèmeǤ  Cette  observation  est  en  accord  avec  les  résultats  obtenus précédemment dans le système des (CVccǡ puisquǯil a été montré quǯen présence dǯAP͵͵ à  ͷͲ  ρgȀmlǡ  lǯinfectivité  des (CVcc  est  réduit  de  ͺͲΨǤ  En  revancheǡ  aucun  ou  un  tres faible effet inhibiteur significatif mais non doseǦdépendant ȋδ͵ͲΨȌ a été observée avec lǯAP͵͵ à des concentrations plus  faiblesǤ Nous noterons que seuls  les effets observés à des  concentrations  inférieures  à  ʹ  ρgȀml  sont  hautement  spécifiques  pour  inhiber efficacement les interactions (CVsp et cellulesǤ En  sommeǡ  nous  avons  montré  au  cours  de  cette  étude  que  lǯanticorps  monoclonal D͵ʹǤͳͲ est capable dǯinhiber tres efficacement ȋ)CͷͲ δ ͳρgȀmlȌ les interactions de haute affinité entre les particules (CV sériques ȋgénotype ͵ or ͳbȌ et les cellules (uhǦ͹ ou les (epaRG  hautement  différenciésǤ  Cet  effet  inhibiteur  résulte  vraisemblablement  de lǯimplication de lǯépitope unique formé par les trois régions hautement conservées dans 
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les  protéines  Eͳ  et  Eʹǡ  reconnu  par  le  D͵ʹǤͳͲ  et  exprimé  à  la  surface  des  particules (CVspǤ   
Le  D32.10  est  capable  d’inhiber  les  phases  précoces  de  l’infection  des  cellules 

HepaRG par les HCVsp Le  développement  dǯun  système  de  propagation  du  (CV  en  culture  cellulaireǡ  (CVcc ȏWakita et alǤǡ ʹͲͲͷȐ a été une avancée majeure permettant lǯétude du cycle complet de réplication  du  (CVǤ  Toutefoisǡ  ce  modèle  présente  quelques  limitations  allant  de  la restriction au génotype ʹa et de lǯutilisation exclusive de cellules dǯhépatomeǡ (uhǦ͹ et dérivéesǡ  qui  sont défectives pour  la  réponse  immunitaire  innée  ȏLanford  et  alǤǡ  ʹͲͲ͵Ǣ Preiss et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Sumpter et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Au cours de ma thèseǡ nous avons développé un nouveau  système  dǯinfection  in  vitro  proche  de  lǯinfection  naturelle  C  in  vivo  en  vue dǯétudier  lǯeffet neutralisant de  lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǤ Ainsiǡ  les  cellules (epaRG qui  sont des cellules  progénitrices  du  foie  présentant  des  propriétés  morphologiques  et fonctionnelles proches des hépatocytes humains normaux ȏGripon et alǤǡ ʹͲͲʹǢ Parent et alǤǡ ʹͲͲͶȐ ont été infectées avec des particules virales C  dérivées de sérum de patients ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Ces  cellules  (epaRG  expriment  la  tétraspanine  CDͺͳǡ  récepteur potentiel  du  (CV  via  la  protéine  dǯenveloppe  Eʹ  aussi  bien  que  les  récepteurs  aux lipoprotéinesǡ SRǦB) et LDLǦR qui ont été montrés également impliqués dans lǯentrée du virusǤ  Apres  infection  des  cellules  par  les  particules (CVspǡ  lǯARN du (CV  est  détecté jusquǯà JͶ post  infection ȋpǤiȌǡ ce qui reflète  lǯadsorption dǯune partie de  lǯinoculum sur les cellules qui est ensuite relarguée dans le surnageantǤ Lǯabsence de détection de lǯARN du (CV à Jͳͳ pǤi suggère une complète élimination du virus qui nǯa pas pénétré dans les cellulesǤ Lǯapparition de signaux détectables entre Jͳͺ et J͸Ͳ pǤi avec un pic entre J͵ͻ et JͶ͸  reflète une  synthèse de novo  dǯARN viral  secrété  sous  forme particulaire  au  stade différenciéǡ en lǯabsence de tout repiquage des cellulesǤ En effetǡ les cellules (epaRG ont la  particularité  de  pouvoir  se  différencier  spontanément  in  vitro  une  fois  arrivées  à confluence ȋentre ͳͶ et ʹͲ jours après ensemencementȌǤ  Nous avons montré pour la première foisǡ que les cellules (epaRG sont infectables par des  particules  (CV  sériquesǤ  Ces  cellules  au  stade  prolifératif  présentent  un  profil dǯhépatocyte  immature  caractérisé  par  un  phénotype  épithélial  non  polarisé  et  une résistance des cellules à  lǯapoptose ȏParent and Berettaǡ ʹͲͲͺȐǤ Cet état prolifératif des 
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cellules  pourrait  favoriser  lǯétablissement  de  lǯinfectionǤ  La  production  de  particules virales contenant lǯARN du (CV est observée ensuite quand les cellules sont en phase de différenciation ȋà partir de  Jʹͳ après ensemencementȌǤ A ce stadeǡ  les cellules (epaRG présentent un phénotype dǯhépatocyte mature avec augmentation de  la  traduction des protéines  et  polarisation  de  la  cellule  qui  permettraient  ainsi  la  réplication  et  la propagation  du  virusǤ  Ces  observations  sont  appuyées  par  les  résultats  dǯune  étude récente  qui  ont  montré  que  les  cellules  (uhǦ͹  cultivées  en  ͵  dimensions  ȋ͵DȌ  qui présentent  alors  un  phénotype  hépatocytaire  différencié  seraient  permissives  à lǯinfection par les (CVcc ȏSainz et alǤǡ ʹͲͲͻaǢ Sainz et alǤǡ ʹͲͲͻbȐǤ  En  utilisant  lǯAcMo  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǡ  nous  avons  caractérisé  les  particules  virales présentes  dans  le  surnageant  de  culture  des  cellules  (epaRG  infectéesǤ  Par sédimentation en gradient dǯiodixanol du matériel viral concentréǡ nous avons identifié une  population  majoritaire  qui  sédimente  à  une  densité  de  ͳǡͲ͸Ǧͳǡͳʹ  gȀmlǤ  Cette population ARN viral ȋΪȌ exprime les protéines dǯenveloppe EͳEʹǡ reconnues par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǡ associées aux apolipoprotéines B et EǤ Le maximum de détection de lǯARN viral et de lǯantigénicité EͳEʹ est observé dans la fraction correspondant à une densité égale à ͳǡͲͺ gȀmlǤ Des  résultats  similaires ont été obtenus après sédimentation des particules (CV  dérivées  de  sérum  de  patients  ȋNdongo  et  alǤǡ  RN(ǦANRS  ͲͳȀʹͲͳͲȌǤ  Par  contreǡ comme  il  a  été  montré  précédemment  ȏPetit  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǡ  cette  population  virale  se retrouve  à  une  densité  de  ͳǡͳ͹ǦͳǡʹͲ  gȀml  après  sédimentation  en  gradient  de saccharoseǤ  Ainsiǡ  lǯhétérogénéité  de  la  densité  des  particules  (CV  dépend  de  la technique de séparation et aussi de la nature de la matrice utilisée pour la constitution des différents gradients ȋiodixanol ou saccharoseȌǤ En effetǡ  lǯiodixanol permettrait une meilleure  préservation  des  complexes  lipoprotéiques  de  faible  densité  alors  que  le saccharose induirait un démasquage des complexes dǯenveloppe EͳEʹ sans altérer leur structure permettant ainsi leur reconnaissance par les anticorps antiǦEͳEʹAǡBȀD͵ʹǤͳͲǤ Par  immunohistochimie  avec  lǯAcMo  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǡ  nous  avons  montré  que  les antigènes dǯenveloppe Eͳ et Eʹ du (CV étaient localisés au niveau cytoplasmique dans les  cellules  (epaRG  infectées  avec  environ  ͸ͲΨ  de  cellules  positives  à  Jʹͷ  pǤiǤ  Ce pourcentage  diminue  ensuite  à  Jͷ͵  pǤiǤ  avec  ͵Ͳ Ψ  de  cellules  infectéesǤ  Lǯantigène  de capside du (CV a également été détecté avec une localisation similaire dans les cellules 
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infectées  à  ces  différents  tempsǤ  Ainsiǡ  nous  avons  mis  en  évidence  lǯexpression  de lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ dans les cellules (epaRG infectéesǤ Nous  avons  également  montré  que  les  particules  virales  produites  par  les  cellules (epaRG infectées et récupérées à Jʹͷ pǤi sont infectieuses puisquǯelles sont capables de réinfecter des cellules (epaRG naïves avec à nouveau une amplification du signal en RTǦPCR en phase de différenciationǤ Dǯautre  partǡ  nous  avons  montré  une  persistance  de  lǯinfection  puisque  des  cellules (epaRG  infectées  congelées  en  phase  tardive  ȋJͷ͵  pǤiȌ  et  remises  en  culture  sont capables de produire à nouveau des particules virales après ͳ ȋPͳȌ ou ͵ repiquages ȋP͵Ȍ suivis  dǯune  différenciationǤ  Le  nombre  de  repiquage  semble  influencer  la  production virale  puisque  le  taux  dǯARN  viral  détecté  est  moins  important  après  ͵  repiquages quǯaprès un seul repiquage des cellules avant  induction de  la différenciationǤ Lǯanalyse par  sédimentation  en  gradient  de  saccharose  des  particules  virales  produites  par  ces cellules  chroniquement  infectées  montre  une  population  virale  présentant  une  forte activité antigénique EͳEʹ et qui sédimentent à une densité entre ͳǡͳͷ et ͳǡʹͲ gȀmlǤ Cette population virale peut être subdivisée en deux sous populations virales en fonction de la présence ou non dǯARN viralǤ Ainsiǡ la population virale qui sédimente à ͳǡͳͶ Ǧ ͳǡͳͷ gȀml présente  la plus  forte  activité  antigénique EͳEʹ associée  à  la majorité de  lǯapoB et  de lǯApoE  et  ne  contient  pas  dǯARN  viralǤ  Ces  particules  virales  correspondent  à  des enveloppes videsǤ Par contreǡ  la population virale avec une densité égale à ͳǡͳͺ  Ǧ ͳǡʹͲ gȀml  correspond  aux  particules  virales  complètes  potentiellement  infectieuses puisquǯelles contiennent la majorité de lǯARN viral associée à des protéines dǯenveloppe EͳEʹ et aux apolipoprotéines B et EǤ  De plusǡ par microscopie électroniqueǡ nous avons montré que  les cellules  infectées de façon persistante présentent de nombreuses modifications morphologiquesǤ En effetǡ les corps  multivésiculaires  ainsi  que  lǯépaississement  sous  membranaireǡ  les  structures multilamellaires et les corps apoptotiques visualisés dans ces cellules infectées reflètent une réplication virale active des virus à ARN ȏSchwartz et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ   Ces observations sont spécifiques des cellules  infectées puisque aucune modification morphologique nǯa été  observée  dans  des  cellules  non  infectées  utilisées  comme  contrôle  négatifǤ  Nous avons  également  montré  dans  ces  cellules  chroniquement  infectéesǡ  une  localisation 
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cytosolique  des  antigènes  dǯenveloppe  EͳEʹ  du  (CV  au  niveau  membranaireǡ  sous membranaire  et  souvent  associés  à  des  vésiculesǤ  Ces  mêmes  observations  ont  été obtenues en utilisant lǯanticorps antiǦcapside ȋC͹ǤͷͲȌ pour la détection de lǯantigène de capsideǤ Lǯensemble de ces  résultats  suggèrent un bourgeonnement des virions via  les exosomes ȏMasciopinto et alǤǡ ʹͲͲͶȐǤ  En plus de sa capacité inhibitrice in vitro des interactions entre les cellules dǯhépatomes et  les  particules  (CV  sériques  ȏNdongo  et  alǤǡ  ʹͲͲͻȐǡ  nous  avons  montré  que  lǯAcMo D͵ʹǤͳͲ est capable dǯinbiber fortement jusquǯà ͻͷ Ψ à JͳͶ et ͺͲ Ψ à Jʹͳ lǯinfection des cellules  (epaRG  par  les  particules  (CVspǤ  Cet  effet  inhibiteur  sǯobserve  assez précocement suggérant une action de lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ dans les étapes dǯattachement et dǯentrée du virusǤ  
Expression  de  l’épitope  D32.10  sur  les  particules  HCV  dérivées  d’hépatocytes 

humains infectés in vivo et provenant de foie de patients cirrhotiques Dans la dernière partie de nos études in vitroǡ nous avons caractérisé les particules (CV secrétées par des hépatocytes de patients chroniquement infectés par le (CV ȋ(CVǦlpȌǤ Pour celaǡ nous avons dǯabord étudié l̵expression des protéines d̵enveloppe à la surface des  (CVǦlp  en  utilisant  lǯanticorps monoclonal  D͵ʹǤͳͲǤ  Trois  différentes  préparations virales  ǣ  VPͳǡ  VPʹ  ȋgénotype  ͳbȌ  et  VP͵  ȋgénotype  ʹbȌ  provenant  de  trois  patients différents ont été analysés pour  la  réactivité antigénique EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ en EL)SA et en Western blotǤ Nos  résultats  révèlent que VPʹ et VP͵ présente une positivité en EL)SA supérieure à ͸ǡͷ ρg de protéineȀmlǡ ce qui correspond à ͷ x ͳͲ͵  à ͷ x ͳͲͶ copies d̵ARN viral  ȋlimite  de  détection  de  la  technique  de  bDNAȌǤ  Ces  résultats  laissent  penser  que toutes  les  particules (CVǡ  libérées  par  ces  hépatocytes  infectés  et  présentes  dans  ces préparationsǡ contiennent de lǯARN viral et expriment l̵épitope D͵ʹǤͳͲ à leur surfaceǤ De plusǡ  la  détection  des  formes  monomériques  ȋEͳ  et  EʹȌ  et  oligomériques  EͳEʹ  en conditions  réductrices  et  non  réductrices  conforte  cette  affirmationǤ  Une  corrélation étroite  a  été  observée  entre  la  détection  de  l̵ARN  du  (CV  et  l̵activité  antigénique EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲǤ La  forme  monomérique  de  la  protéine  de  capside  de  ʹͷ  kDa  ainsi  que  des  formes multimériques ȋmultiple de ʹͷ kDaȌ ont été également identifiées dans les (CVǦlpǤ Ces différentes bandes observées en western blot sont spécifiques de la capside du (CV car 
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aucun  signal  n̵a  été  observé  avec  un  contrôle  négatifǤ  Seule  la  VPʹ  exprime  la  forme monomérique de la protéine de capside ȋʹͷ kDaȌǤ Les VPͳ et VPʹ expriment des formes oligomèriques  à  ͷͲ  kDa  ȋVP͵Ȍǡ  ͹ͷ  et  ͳͷͲ  kDa  ȋVPͳȌǤ  Ces  derniers  résultats  sont similaires à ceux précédemment obtenus avec les particules (CV dérivées de sérum de patients infectés ȋ(CVspȌ en utilisant d̵autres anticorps de révélation ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ Ces  observations  confirment  l̵hétérogénéité moléculaire  des  protéines  de  capside  des particules  (CV  naturelles  dérivées  du  sérum  de  patients  ou  dǯhépatocytes  infectés  in 

vivoǤ Cette observation pourrait s̵expliquer par la présence de séquences peptidiques clé pour  initier  la multimérisation  spontanée  du  domaine  CǦterminal  de  la  protéine  de  la capside ȋͳʹͷǦͳ͹ͻ aaȌ ȏKim et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ En effetǡ il a été montré que lǯoligomérisation de la  protéine de  capside  était  cruciale  pour  lǯinteraction  avec  le  domaine  cytoplasmique ȋʹͺͺǦ͵Ͷ͸ aaȌ de la protéine d̵enveloppe Eͳ ȏNakai et alǤǡ ʹͲͲ͸Ȑ lors de l̵assemblage du (CV dans  les hépatocytes humains normauxǤ Autre observation  intéressanteǡ  la  forme monomérique de la protéine de capside lorsquǯelle est détectée dans les particules (CV dérivées de sérum ou du foie de patients cirrhotiques présente un poids moléculaire de ʹͷ kDa au  lieu de ʹͳ kDa comme attenduǤ Bien qu̵il  ait  longtemps été  suggéré que  le précurseur à ʹͷ kDa subit un clivage protéolytique pour donner  la  forme mature à ʹͳ kDaǡ nos observations concordent avec un modèle dans lequel la forme précurseur serait impliquée dans la morphogenèse des particules du (CV augmentant ainsi la stabilité de la capside viraleǡ proposé par VauloupǦFellous et collaborateurs ȏVauloupǦFellous et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Nous avons ainsi montré pour la première fois que les particules (CV secrétées à partir de  cultures  primaires d̵hépatocytes  humains  infectés  in vivo  et  provenant  de  foies  de patients  cirrhotiques  qui  contiennent  de  lǯARN  viral  et  de  la  capside  expriment  les protéines  dǯenveloppe  EͳEʹ  spécifiquement  reconnues  par  lǯanticorps  monoclonal D͵ʹǤͳͲǤ  Ensuiteǡ  nous  avons  identifié  puis  caractérisé  les  sous  populations  virales  présentes dans les différentes préparations VPͳǡ VPʹ et VP͵Ǥ Pour celaǡ les trois VP ȋgénotype ͳ et ʹȌ ont été soumises à une ultracentrifugation sur gradient de saccharoseǤ Cette stratégie permet  de  séparer  les  particules  en  fonction  de  leur  densité  et  une  meilleure accessibilité  aux  protéines  dǯenveloppe  du  virusǤ  Les  résultats  ont  révélé  la  présence d̵une population majoritaire qui exprime l̵épitope EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ détecté à la fois par les 
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techniques  dǯEL)SA  et  de  western  blotǤ  Cette  population  sédimente  à  une  densité comprise entre ͳǡͳͷ et ͳǡʹͷ gȀmlǤ Ces résultats coïncident avec ceux déjà obtenus pour des virions libérés par les hépatocytes ȋdensité de ͳǡͳ͸ à ͳǡʹͲ gȀmlȌǡ correspondant à la densité des autres flavivirus ȏ)to et alǤǡ ͳͻͻ͸ȐǤ Plus récemmentǡ l̵analyse en gradient de saccharose de virions recombinants de la souche JF(Ǧͳ ȋgénotype ʹaȌ révèle la présence de protéine de capside et d̵ARN du (CV à la densité de ͳǡͳͷ gȀml ȏAkazawa et alǤǡ ʹͲͲͺǢ Parent  et  alǤǡ  ʹͲͲͻǢ Wakita  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Pour montrer  que  le  signal  observé  est  bien spécifiqueǡ nous avons analysé parallèlement une préparation provenant dǯhépatocytes non infectés et montré quǯaucun signal EͳEʹ ou ARN du (CV était détecté tout au long du  gradientǤ  Ainsiǡ  nous  avons  démontré  que  les  particules  (CV  dérivés  de  foie  de patients  infectés  ȋ(CVǦlpȌ  présentent  des  propriétés  physicoǦchimiques  similaires  aux virions  recombinants  ȋ(CVccȌ  ainsi  quǯaux particules provenant  de  sérum de patients ȋ(CVspȌ après sédimentation en gradient de saccharose ȏPetit et alǤǡ ʹͲͲͷȐǤ  Enfinǡ nous avons montré en immunohistochimie l̵expression de l̵épitope EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ ainsi  que  celui  de  EʹȀDͶǤͳʹǤͻ  et  de  la  capside  dans  les  hépatocytes  humains  infectés provenant de foies cirrhotiquesǤ Une forte accumulation cytoplasmique de ces antigènes du (CV a été observéeǤ Ces résultats confirment ceux obtenus précédemment avec des biopsies  de  foies  cirrhotiques  et  tumoraux  ȏGaly  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹ȐǤ  )ls  montrent  que  les anticorps D͵ʹǤͳͲ et DͶǤͳʹǤͻ reconnaissent des épitopes ȋEͳȌEʹ conservés et constituent des  outils  originaux  pour  la  détection  des  antigènes  d̵enveloppe  du  (CV indépendamment du génotype dans les hépatocytes infectésǤ  Au  terme de cette étude nous avons montré que  l̵épitope conservé EͳEʹ reconnu par lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ est exprimé dans  les hépatocytes  infectés par  le (CV et à  la surface des particules dérivées de foie de patients infectésǤ 
L’anticops  monoclonal  D32.10  présente  des  propriétés  neutralisantes  in 

vivo 
Les  anticorps  antiǦE1E2A,B  « antiǦE1E2  D32.10Ǧpeptide  binding antibodies»  sont 

associés à  la guérison  spontanée et prédictifs de  la  réponse aux  traitements antiǦ

HCV 
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Après  avoir  mis  au  point  un  test  de  détection  des  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  de  même spécificité que lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǡ nous avons analysé la prévalence de ces anticorps dirigés contre l̵épitope D͵ʹǤͳͲ dans le sérum de différents groupes de patientsǡ puis déterminé leur  signification  clinique  au  cours  de  l̵infection  naturelle  par  le  (CVǤ  Nous  avons démontré que  la réponse humorale antiǦEͳEʹAǡB était présente sélectivement chez  les patients qui guérissent spontanément de lǯinfection ȋε ͺͷΨȌ avec des titres très élevés ε ͳȀͳͲͲͲ dans ͺͲΨ des casǤ En revancheǡ ces anticorps sont absents ou présents chez un très faible pourcentage ȋδ ͳͷΨȌ de porteurs chroniques qui nǯont jamais été traités avec une  probabilité  δͲǡͲͲͳǤ  Pour  vérifier  que  cette  réponse  anticorps  est  bien  spécifiqueǡ nous avons analysé la réactivité de deux peptides irelevants ȋͳX et ʹXȌ présentant une homologie de séquence avec nos peptides dǯinteret Eͳǡ EʹA et EʹA comprise entre ͹Ψ et ʹͲΨǤ Aucune réactivité n̵a été observée dans ͺͲΨ à ͻͲΨ des casǤ La sensibilité du test a également  été  étudiée  en  évaluant  différents  formats  du  testǡ  impliquant  ou  non  le système  streptavidineǦbiotine  pour  la  capture  de  complexes  peptideǦanticorpsǤ  Quand les  trois peptides biotinylés sont adsorbés ensemble sur une même phase solideǡ nous observons  les  mêmes  résultats  mais  la  positivité  est  plus  faible  tout  en  restant significative ȋͲǡͲͲͳδpδͲǡͲͳȌǤ Cela probablement est dû à un encombrement stérique qui entraine  une  moins  bonne  accessibilité  des  anticorps  aux  différentes  régions  qui constituent  leur  épitopeǤ  Ainsiǡ  le  test  décrit  et  utilisé  dans  cette  étude  a  été  montré comme  étant  le meilleur  format  pour  la  détection  des  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  dans  le sérum des patients infectés par le (CVǤ Une étude transversale chez des patients non répondeurs ȋNRȌ et répondeurs complets ȋRCȌ avec une réponse virologique soutenue a permis de montrer que la prévalence des anticorps était de ͶͲΨ chez les RC et seulement de ͳͲΨ chez les NR avec une différence significativeǤ Une étude longitudinale a ensuite été réalisée chez ces mêmes groupes de patients afin de déterminer  le moment dǯapparition de ces anticorps et  leur cinétiqueǤ Nous  avons démontré que  les  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  étaient  présents  avant même  le début du traitement ȋMǦͳȌ avec un profil fluctuant et deux pics de détection à ͳ mois et ͵ mois  après  le  début  du  traitementǤ  Une  diminution  progressive  des  anticorps  a  été observée au cours du temps en restant positif un an après l̵arrêt du traitement chez les répondeurs completsǤ En revancheǡ cette réponse anticorps est absence chez les patients non  répondeurs  tout  au  long  du  suiviǤ  Lǯanalyse  des  courbes  ROC  a  permis  de 
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déterminer  la VPP et  la VPN aux différents temps qui sont respectivement de ͳͲͲΨ et ͺ͹Ψǡ suggérant que ces anticorps peuvent prédire la réponse virologique soutenue aux traitements antivirauxǤ  Nos données suggèrent donc que  les anticorps Ǽ antiǦE1E2A,B/D32.10Ǧpeptide bindingǽ ainsi  que  leur  épitope  EͳǦEʹAǦEʹB  jouent  un  rôle  essentiel  dans  la  clairance  de l̵infection naturelle par le (CVǡ contrairement aux anticorps AP͵͵Ǧlike qui sont présents dans δ ʹǡͷΨ des patients quelque soit le stade de lǯinfectionǡ guérie ou chronique ȏTarr et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ Tarr et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Les anticorps neutralisants avec des épitopes conservés dans tous les isolats du (CV semblent être essentiels pour le développement d̵un vaccin efficace  capable  dǯinduire  une  réponse  immunitaire  humorale  protectriceǤ  Jusqu̵à présentǡ aucun paramètre nǯa été montré capable de prédire avec précision la résolution spontanée  de  lǯinfection  (CV  ȏSantantonio  et  alǤǡ  ʹͲͲͺȐǤ  Seule  une  réponse  cellulaire efficace  et  multiǦspécifique  immunitaire  est  considérée  comme  un  facteur  important pour l̵élimination spontanée du virus ȏLucas et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ )l a été mis en évidence quǯun taux  faible  dǯ)PǦͳͲ  ȋIFN  γǦinducible  proteinǦ10  ou  CXC10Ȍ  pourrait  être  associé  à  une réponse virologique soutenue et prédictif de la réponse aux traitements antiviraux chez les patients infectés par le (CV de génotype ͳ et Ͷ ȏLagging et alǤǡ ʹͲͲ͸ȐǤ Récemmentǡ il a été démontré que des variations génétiques de lǯ)LʹͺBǡ qui code pour lǯ)FNǦλ ͵ de type )) seraient associés à la clairance de lǯinfection (CV et suggère un rôle important de )LǦʹͺB dans  la  résolution  de  lǯinfection  ȏThomas  et  alǤǡ  ʹͲͲͻȐǤ  )l  sǯagit  dans  tous  les  cas  de facteurs  spécifiques de  lǯhôteǤ Concernant  le virusǡ  seul  le  taux de  lǯARN du (CV avant traitement et la cinétique dǯélimination précocement après le début du traitement est un facteur  prédictif  de  réponseǤ  Ainsiǡ  la  réponse  humorale  antiǦEͳEʹAǡB  représente  un nouveau marqueur viral  capable de prédire une  réponse virologique  soutenue et peut donc s̵avérer utile dans la prise de décision des cliniciens lors de la prise en charge des patientsǤ Pour la première foisǡ nos résultats indiquent que l̵induction de ces anticorps antiǦEͳEʹAǡB semble corréler avec l̵élimination complète du (CV contrairement à ceux qui ont déjà été rapportés ȏBoo et alǤǡ ʹͲͲ͹Ǣ Dreux et alǤǡ ʹͲͲ͸Ǣ Lavillette et alǤǡ ʹͲͲͷaǢ Meunier et alǤǡ ʹͲͲͷǢ Pestka et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ Plusieurs études ont montré que des anticorps dits neutralisants dirigés  contre  la  région (VRͳ de  la protéine d̵enveloppe Eʹ étaient présents dans le sérum de patients qui ont évolué aussi bien vers la guérison que vers la chronicité et nǯétaient donc pas associés à la clairance virale ȏPestka et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  
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Cette étude sǯest avérée essentielle pour démontrer la pertinence clinique des anticorps antiǦEͳEʹAǡB  chez  les  patients  infectés  par  le (CV  et  que  lǯépitope Eͳ  ȋʹͻ͹Ǧ͵Ͳ͸ȌǦEʹA ȋͶͺͲǦͶͻͶȌǦEʹB  ȋ͸ͳ͵Ǧ͸ʹͳȌ  était  reconnu  par  des  anticorps  humains  présents uniquement  chez  les  patients  qui  ont  résolu  l̵infection  (CV  spontanément  ou  sous traitement  antiviralǤ  Ceci  suggère  fortement  que  les  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  sont neutralisants in vivoǡ prédictifs de lǯélimination virale complète et peuvent constituer un nouveau marqueur pronostique de lǯhépatite CǤ                      
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Par différentes approches développées au cours de cette thèseǡ nous avons pu montrer que  lǯanticorps monoclonal  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ présentait des propriétés neutralisantes 
in vitro et in vivoǤ  

1) Nous  avons  mis  en  évidence  lǯimplication  de  lǯépitope  EͳEʹ  reconnu  par lǯanticorps monoclonal D͵ʹǤͳͲ dans les interactions de haute affinité via CDͺͳ et les  GAGs  entre  les  particules  (CV  circulantes  ȋ(CVspȌ  et  les  cellules hepatocytaires  humaines  ȋ(uhǦ͹  et  (epaRGȌǤ  LǯAcMo  D͵ʹǤͳͲ  est  capable dǯinhiber de façon spécifique et efficace ȋε ͸ͲΨȌ les interactions de haute affinité avec une )CͷͲ α Ͳǡͷ ρgȀml ȏNdongo et alǤǡ ʹͲͲͻȐǤ   
2)  Nous avons développé un système dǯinfection original in vitro qui implique dǯune part les cellules (epaRG qui sont des cellules progénitrices du foie et présentent des  propriétes  fonctionnelles  proches  des  hépatocytes  humains  et  dǯautre  part des particules (CV provenant de sérum de patients chroniquement  infectés par le  (CV  ȋ(CVspȌǤ  Nous  avons  montré  pour  la  première  fois  que  les  cellules (epaRG  sont  infectables  par  les  (CVsp  au  stade  prolifératif  et  capables  de produire de novo  de  façon  persistante  des  virions  complets  infectieux  au  stade différenciéǤ Dans ce systèmeǡ  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ est capable dǯinhiber  fortement lǯinfectionǤ  Cet  effet  inhibiteur  sǯexerce  probablement  au  niveau  des  étapes précoces du cycle viralǡ dǯattachement et dǯentrée du virus dans la celluleǤ   
3) Pour conforter lǯimportance de lǯépitope EͳEʹ reconnu par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǡ nous avons  caractérisé  les  particules  virales  provenant  de  foie  de  patients chroniquement infectés in vivo par le (CV ȋ(CVǦlpȌ et montré que ces virions qui contiennent  lǯARN  viral  et  les  protéines  de  capsideǡ  expriment  les  protéines dǯenveloppe EͳEʹ reconnues par lǯAcMo D͵ʹǤͳͲǤ Lǯépitope EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ a aussi été montré exprimé dans les hépatocytes humains provenant de biopsies de foies de patients (CV positifsǤ  
4) Enfinǡ  pour  étudier  le  caractère  neutralisant  in  vivo  de  lǯanticorps  monoclonal D͵ʹǤͳͲǡ nous avons cherché à déterminer  la prévalence des anticorps de même spécificité que le D͵ʹǤͳͲ ȋantiǦEͳEʹAǡBȌ dans différents groupes de patients (CV positifs  afin de préciser  leur  relevance  cliniqueǤ En utilisant un  test EL)SA basé 
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sur  lǯutilisation  de  peptides  biotinylés  Eͳǡ  EʹA  et  EʹB  correspond  aux  trois régions reconnu par  lǯanticorpsǡ nous avons démontré que  la réponse anticorps antiǦEͳEʹAǡB  était  présente  dans  ͻͲΨ  des  cas  chez  les  patients  qui  guérissent spontanément  de  lǯinfection  et  absente  ou  rare  ȋδ  ͳͲΨȌ  chez  les  patients porteurs  chroniques non  traités  ou non  répondeurs aux  traitements antivirauxǤ Une  étude  longitudinale  chez  des  patients  non  répondeurs  ou  répondeurs complets  avec  une  réponse  virologique  soutenue  à  une  bithérapie  standardǡ interféron pégylé plus ribavirine associée à une analyse statistique des résultatsǡ a  permis  de  montrer  que  les  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  étaient  prédictifs  de  la réponse  au  traitement  avec  une  spécificité  et  une  valeur  prédictive  positive  de ͳͲͲΨǤ  Lǯensemble des résultats obtenus tout au long de ma thèse permettent dǯenvisager des applications dans  le domaine du diagnostic (CV ainsi que dǯune  immunothérapie antiǦ(CV ȋFigure 46ȌǤ  
¬ En Diagnostic HCV :  

 

Ǧ   Lǯutilisation du test de détection des anticorps antiǦEͳEʹAǡB pour le suivi des patients (CV positifs sous thérapie antivirale constituera une aide précieuse aux cliniciensǤ Les résultats obtenus ici sont suffisamment concluants pour envisager un transfert de savoir faire auprès dǯun industrielǤ 
Ǧ  La  commercialisation  des  anticorps  monoclonaux  antiǦEͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ  et  antiǦEʹȀDͶǤͳʹǤͻ  pour  la  détection  des  antigènes  dǯenveloppe  en  anatomoǦpathologieǤ  En effetǡ ces anticorps sont capables de reconnaitre chez les patients infectés par le (CV les protéines dǯenveloppe dans des biopsies de foie cirrhotiques etȀou tumoraux ȏGaly et alǤǡ ʹͲͲ͹ȐǤ  
¬ En Immunothérapie antiǦHCV : 

 Les propriétés fonctionnelles intéressantes du D͵ʹǤͳͲ laissent suggérer à une utilisation en  immunothérapie  en  particulier  pour  prévenir  la  réinfection  du  greffon  chez  les patients  transplantés  hépatiques  pour  cirrhose  virale  CǤ  Actuellement  les 
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)mmunoglobulines  ȋ)gGȌ  antiǦ(CV  humaines  ȋNAB)  Biopharmaceuticalsǡ  Boca  Ratonǡ USAȌ  et  les  anticorps  monoclonaux  humains  ȋ(CVǦAB  ͸ͷ  et  (CVǦAB͸ͺǡ  XTL Pharmaceuticalsǡ Rehovotǡ )sraelȌ en évaluation préclinique ont été validés sur le plan de la sécurité et sur le plan pharmacoǦcinétique mais présentent des effets bénéfiques tres insuffisants  ȋdiminution  de  la  virémie  mais  pas  de  négativationȌǡ  dǯoù  la  nécessité dǯidentifier  des  anticorps  capables  de neutraliser  efficacement  lǯinfection  in  vivoǤ  Pour celaǡ  la  preuve  de  concept  in  vivo  dans  un modèle  animal  semble  être  essentielleǤ  Le chimpanzé constitue le modèle idéal mais présente quelques limitations qui rendent son utilisation  difficileǤ  Récemmentǡ  un  nouveau  modèle  de  souris  uPAǦSC)D  humanisées ȋvoir chapitre )ǡ modèles animauxȌ a été développé par lǯéquipe de Geert LerouxǦRoels et montré  quǯils  étaient  permissifs  à  l̵infection  par  le  (CV  ȏMeuleman  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǤ  Le développement  du modèle  de  souris  chimériques  représente  une  avancée majeure  en comparaison  avec  les  cultures  in  vitro  dǯhépatocytes  humainsǤ  )l  a  été montré  quǯune forte  infection  (CV  pouvait  sǯétablir  chez  ces  souris  transgéniques  uPAǦSC)D  greffées avec  des  hépatocytes  humains  ȏKaul  et  alǤǡ  ʹͲͲ͹Ǣ Meuleman  and  LerouxǦRoelsǡ  ʹͲͲͺȐǤ Ainsiǡ  l̵effet protecteur de  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ pourrait  être  testé dans  ce modèle qui  a déjà été utilisé pour évaluer des anticorps monoclonaux humains antiǦEʹȀAR͵ ȏLaw et alǤǡ ʹͲͲͺȐǤ Ces anticorps reconnaissent des épitopes discontinus formés par trois régions de la protéine Eʹ ȋ͵ͻ͸ǦͶʹͶǡ Ͷ͵͸ǦͶͶ͹ et ͷʹ͵ǦͷͶͲȌ qui sont distincts de ceux reconnus par le D͵ʹǤͳͲǤ Si une protection complète ou partielle est observée avec lǯanticorps D͵ʹǤͳͲǡ une  induction  des  anticorps  antiǦEͳEʹAǡB  par  la  vaccination  ou  une  immunothérapie basée sur lǯutilisation du D͵ʹǤͳͲ pourrait avoir un effet protecteurǤ Lǯutilisation de lǯanticorps monoclonal de souris D͵ʹǤͳͲ en thérapeutique chez lǯhomme nécessite une humanisationǤ Le but de lǯhumanisation dǯun anticorps est de produire des régions  variables  proches  des  régions  humaines  sans  que  lǯanticorps  humanisé  perde lǯaffinité  et  la  spécificité  de  lǯanticorps  murinǤ  Ainsiǡ  les  régions  hypervariables  ȋou région  déterminant  la  complémentarité  avec  l̵antigèneǡ  CDRȌ  dǯun  anticorps  humain sont remplacées par des régions CDR dǯorigine murineǡ qui constituent le site de liaison de lǯantigèneǤ  Cependantǡ  certains  acides  aminés situés  dans  les  régions  adjacentes  aux   régions   CDR  ȋrégions charpentesǡ ou FR pour FrameworkȌ peuvent  jouer un rôle majeur  dans  la    structure    du    site    de    liaison    de    lǯantigèneǤ  Pour  conserver  cette structure  au  cours  de  lǯhumanisationǡ  lǯanticorps  accepteur  est  greffé  non  seulement 
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avec  les régions CDR de  lǯanticorps murin donneurǡ mais aussi  les acides aminés de  la région  charpente  de  lǯanticorps  donneurǤ  Une  immunothérapie  utilisant  lǯanticorps D͵ʹǤͳͲ  pourrait  être  envisagée  pour  prévenir  la  réinfection  après  transplantation hépatique chez les patients chroniquement infectésǤ A  plus  long  termeǡ  le  D͵ʹǤͳͲ  pourrait  être  utilisé  pour  l̵élaboration  d̵un  vaccin peptidique contre lǯhépatite C basé sur l̵épitope EͳEʹȀD͵ʹǤͳͲ exprimé à la surface dǯun vecteur  adéquate  dǯexpressionǡ  comme  le  Flock  house  virus  ȏXiong  et  alǤǡ  ʹͲͲͷȐǡ  sous forme conformationnelleǤ  

 
Figure 46 : Applications thérapeutiques de l’AcMo D32.10       
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