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1 L’hépatite B 

Les hépatites virales correspondent à des inflammations hépatiques plus ou 

moins sévères liées à une infection virale. Le virus de l’hépatite B (VHB) infecte 

plus de 350 millions de personnes dans le monde et environ 20% des personnes 

infectées développent une hépatite chronique, pouvant mener à la cirrhose et au 

carcinome hépatocellulaire
1
, ce qui représente un problème majeur de santé 

publique 
2
. 

 

A Description du VHB 

Le VHB est un virus à ADN partiellement double brin de la famille des 

hepadnavirus capable d’infecter les hépatocytes humains 
3
. Les virions du VHB 

sont des particules formées d’une enveloppe extérieure de lipoprotéines 

contenant des antigènes du virus, à l’intérieur de l’enveloppe se trouve la 

nucléocapside virale contenant l’ADN du VHB et la polymérase 
4, 5

.  

On retrouve cinq antigènes majeurs composant le VHB : 

- HBs retrouvé au niveau de l’enveloppe et codé à partir de la région 

preS-S 
5, 6

 

- HBc retrouvé dans la capside et codé à partir de la région preC-C 
6
 

- HBe qui est principalement sécrété et est aussi retrouvé dans 

l’enveloppe du virus, codé à partir de la région preC-C 
7
. 
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- La polymérase retrouvée dans la nucléocapside et codée à partir de la 

région P 

- HBx dont le rôle n’est pas complètement défini, codé à partir de la 

région X 
8
 

 En plus des particules virales, les cellules infectées produisent des particules 

non infectieuses exprimant l’un des antigènes majeurs (Ag HBs) et composées 

uniquement de l’enveloppe de glycoprotéines 
5
. Ces particules représentent la 

majorité des particules virales produites (ratio : 10.000 :1). 

Le cycle de réplication virale du VHB est très complexe. Ainsi le VHB est l’un 

des rares non rétrovirus à utiliser une reverse transcriptase lors de sa réplication.  

Les particules virales en circulation sont capables de se lier à certains récepteurs 

cellulaires afin d’être internalisées dans les hépatocytes. La nucléocapside se 

retrouve alors dans le cytoplasme et est transportée vers le noyau où elle libère 

l’ADN viral qui prend alors une forme d’ADN super enroulé (ADNccc), ce qui 

représente l’une des particularités du cycle du VHB 
9, 10

. L’ADN viral est alors 

transcrit en ARN et transporté dans le cytoplasme où il est traduit pour former 

les différentes protéines virales. Au cours de la formation du virion, l’ARN et 

incorporé dans la nucléocapside puis retro-transcrit en ADN viral 
11

. Un certain 

nombre de ces particules sont capables de retourner dans le noyau pour 

maintenir un pool conséquent d’ADNccc 
12

.  Néanmoins, la majorité de ces 
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particules de core vont acquérir une enveloppe et être relarguées dans la 

circulation afin de pouvoir infecter d’autres cellules.   

 

B Physiopathologie du VHB 

Le VHB est un virus non directement cytotoxique, de plus, la physiopathologie 

du VHB est très fortement liée à l’immunité de l’hôte, ainsi, la clairance virale et 

la pathogenèse virale sont largement mediées par la réponse immune à 

l’infection 
13, 14

. 

Suite à l’infection et après une phase aigue de la maladie, la physiopathologie du 

VHB peut mener à deux types d’évolutions: 

- Evolution vers l’élimination du virus et la résolution de l’infection 

- Evolution en phase chronique retrouvée chez environ 20% des patients 

et qui peut mener au développement d’une hépatite chronique, à la 

cirrhose et au développement d’un hépato-carcinome. 

En phase aigue, les patients capables d’éliminer le virus et de résoudre 

l’infection développent une forte réponse immune adaptative. Ainsi, après 

l’infection, les cellules présentatrices de l’antigène (en particulier les cellules 

dendritiques) sont capables de reconnaitre les antigènes viraux produits par les 

hépatocytes infectés et d’activer la réponse immunitaire innée et adaptative. En 

présentant l’antigène aux lymphocytes T CD4 et T CD8 cytotoxiques, elles 
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permettent l’élimination du virus soit par lyse des hépatocytes infectés, soit par 

production de cytokines antivirales et inflammatoires (IFNγ, IFNα, TNFα) 

(Figure 1).   La réponse des lymphocytes T CD8 cytotoxiques est considérée 

comme essentielle pour l’élimination du virus et est retrouvée chez ces patients  

15, 16
. Cette réponse, pour être efficace, est dirigée vers les antigènes majeurs du 

virus (HBc, HBs). Ainsi il a été démontré que les lymphocytes T CD8 anti-HBc 

étaient capables de lyser les hépatocytes infectés et d’éliminer le virus 
17-20

. 

 

Figure 1 Réponse lymphocytaire au VHB (Don Ganem, New. Eng. J. Med. 2004) 

Le virus est capable de se multiplier dans les hépatocytes, entrainant la production de particules d’Ag HBs et de 

particules virales complètes. Ces 2 types de particules peuvent être capturés par les cellules présentatrices de 

l’antigène qui dégradent les antigènes viraux en peptides. Ces peptides sont ensuite présentés au niveau des 

molécules CMH de classe I et II aux lymphocytes T CD8 et T CD4. Les lymphocytes T CD8 spécifiques du 

virus (avec l’aide des T CD4) ainsi activés peuvent reconnaitre les antigènes viraux présentés au niveau du CMH 

de classe I des hépatocytes infectés. Cette reconnaissance peut entrainer soit la lyse directe de l’hépatocyte, soit 

la libération d’IFNγ et de TNFα capables de bloquer la réplication virale et d’éliminer le virus. 

Plus tardivement, la réponse humorale se développe avec la production 

d’anticorps protecteurs dirigés contre l’antigène HBs 
21-23

. Cette séroconversion 

signe la fin de la phase aigue chez les patients capables de résoudre l’infection et 
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permet d’empêcher toute réinfection en bloquant la liaison entre les protéines 

virales et leurs récepteurs 
21

(figure 2a). 

Inversement, environ 20% des patients infectés par le VHB ne sont pas capables 

d’éliminer le virus et développent une infection chronique. Lors de la phase 

aigue, la réponse immune cellulaire est faible et incapable d’éliminer les 

hépatocytes infectés alors que la réponse humorale (anticorps anti-HBs) ne se 

développe pas 
13, 24

. Après plusieurs années, les patients vont développer une 

immunité inadaptée contre le VHB. Cette immunité comprend des lymphocytes 

T CD8 cytotoxiques incapables d’éliminer le virus (trop peu nombreux ou non 

spécifiques du virus) mais qui vont entrainer une lyse importante des 

hépatocytes et une hépatite 
16, 25, 26

(Figure 2b). 
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Figure 2 Immunopathogénèse des phases aigues et chroniques du VHB (Rehermann, Nature. Rev. 

Immunol. 2005) 

(a) Après infection par le VHB, on observe une augmentation de la charge virale, suivie chez les patients 

capables de résoudre l’infection d’une activation de la réponse lymphocytaire T CD8 anti-VHB qui 

entraine une augmentation transitoire des transaminases lors de la lyse des hépatocytes infectés. Les 

antigènes HBe et HBs sont rapidement retrouvés dans le sérum des patients et disparaissent avec 

l’apparition plus tardive d’anticorps anti-HBe et HBs protecteurs. Le patient a alors résolu l’infection. 

(b) Chez les patients qui ne sont pas capables d’éliminer le VHB, on retrouve après l’infection par le virus 

une augmentation de la charge virale qui peut persister pendant des années. La réponse lymphocytaire T 

CD8 ne s’active pas avant plusieurs années tout comme la production des anticorps anti-HBs et HBe. 

Après plusieurs années, la réponse lymphocytaire T CD8 s’active mais n’est pas capable d’éliminer le 

virus, entrainant l’apparition d’une hépatite chronique (augmentation des transaminases sur plusieurs 

mois). Les anticorps anti-HBe peuvent apparaitre après plusieurs années mais ne sont pas associés à une 

résolution de la maladie. 

Le virus est donc capable de limiter la réponse immunitaire anti VHB. Cet état 

de relative tolérance vis-à-vis du VHB semble être lié à la charge virale. Ainsi, il 

a été démontré chez les patients atteints d’hépatite B chronique que la fréquence 

et la fonctionnalité des lymphocytes T CD8 anti-VHB était dépendante de la 

charge virale
15

. L’antigène HBe joue lui aussi un rôle important de part son 

caractère immunomodulateur 
27-29

. Ainsi il a été démontré que l’antigène HBe 

était capable de moduler la réponse T CD8 contre l’antigène HBc au cours de 
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l’infection 
29

. Il a de plus été observé chez les patients infectés par un VHB 

incapable de produire l’antigène HBe une exacerbation de l’hépatite 
30

. 

D’autres facteurs en parallèle de la quantité des antigènes viraux peuvent 

expliquer la réponse immune inadaptée au virus lors de l’infection chronique. 

Ainsi, les patients en phase chronique développent une réponse lymphocytaire T 

régulatrice plus forte que chez les patients ayant résolu l’infection. Il a été 

démontré que les lymphocytes T régulateurs étaient capables de moduler la 

réponse lymphocytaire T CD8, limitant ainsi l’élimination du virus 
31-33

.  

L’environnement hépatique contribue aussi au maintient de la tolérance 

immunologique vis-à-vis du VHB. En effet, il a été démontré dans certains 

modèles animaux que la réponse antivirale lymphocytaire T CD8 était altérée au 

niveau hépatique 
34

. De plus, les hépatocytes n’expriment que faiblement les 

molécules CMH de classe I et nécessitent donc une concentration cent fois 

supérieur en peptide viraux par rapport aux autres APC pour stimuler aussi 

efficacement les lymphocytes T CD8 
35

. Ceci suggère que les pathogènes 

infectant les hépatocytes sont moins bien reconnus par les lymphocytes T CD8, 

ce qui pourrait en partie expliquer comment le VHB se développe en évitant 

d’être détecté par le système immunitaire. 

En considérant l’ensemble de ces données, il semblerait que ce soit l’incapacité 

du système immunitaire à éliminer le virus ainsi que l’alternance entre phase de 
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lyse des hépatocytes et phase de forte réplication virale qui expliquent la 

physiopathologie particulière du VHB 
14

. 

 

 C Thérapeutiques actuelles et en développement 

Un traitement efficace contre le VHB devrait permettre l’élimination du virus et 

empêcher le développement de lésions hépatiques. Si les traitements actuels sont 

capables de bloquer la réplication virale et de réduire le risque d’hépatite, ils ne 

sont pas capables d’éliminer complètement le virus et de résoudre l’infection. 

C’est pourquoi de nouvelles thérapeutiques sont en développement, basées sur le 

constat que le système immunitaire joue un rôle majeur dans le contrôle du VHB 

et qu’en cas d’infection chronique il est nécessaire de pouvoir le réactiver afin 

de pouvoir résoudre l’infection. 

  a\ Traitement prophylactique 

Il existe depuis plusieurs années un vaccin prophylactique, composé de 

l’antigène HBs et d’adjuvants immuno-activateurs (hydroxyde d’aluminium), 

qui permet de protéger les patients contre l’infection au VHB. Néanmoins, 

malgré l’existence de ce vaccin, l’infection reste présente, soit dans des pays où 

la vaccination n’est pas possible pour des raisons financières, soit par une 

couverture vaccinale trop faible liée à une méfiance vis-à-vis de la vaccination 

anti-HBV 
36

. De plus, malgré de nombreux essais, ce vaccin n’a pas démontré 
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d’effet thérapeutique chez les patients en phase chronique que ce soit seul ou 

combiné à d’autres thérapeutiques antivirales 
37-40

. 

b\ Traitement par IFNα 

L’IFNα a été pendant des années le traitement de référence dans le traitement 

contre l’hépatite B jusqu'à l’arrivée des antiviraux. Il permet de réduire la charge 

virale en bloquant la replication du virus et en stimulant l’immunité 

principalement cellulaire contre les hépatocytes infectés 
41-44

. 

Néanmoins les nombreux effets indésirables (fièvre, myalgies, hépatites aigues) 

et sa faible efficacité (30% des patients répondent au traitement) ont réduit son 

utilisation avec l’apparition des antiviraux classiques 
45, 46

. Il existe depuis 

quelques années une forme pégylée de l’IFNα qui a permis de simplifier le 

traitement et de limiter ses effets indésirables. 

  c\ Traitements antiviraux 

Les traitements antiviraux visent à bloquer le cycle de réplication virale en 

inhibant des étapes clefs. Ces traitements correspondent à des analogues 

nucléosidiques comme la Lamivudine ou l’entécavir, et des analogues 

nucléotidiques comme le ténofovir ou l’adéfovir, capables d’inhiber la 

réplication du virus en bloquant l’ADN polymérase virale. Ils entrainent une 

réduction à la fois de la charge virale et des risques de lésions hépatiques et 

peuvent entrainer une séroconversion HBe chez un grand nombre de patients 

(disparition de la charge virale chez 60 à 80% des patients), mais ils ne sont pas 
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capables d’éliminer complètement le virus qui reste latent dans les hépatocytes 

(résolution de l’infection chez <3% des patients traités) 
47-49

. Il existe de plus en 

plus de cas de développement de résistance du virus à ces traitements, pouvant 

en limiter l’utilisation sur le long terme 
50-52

. 

  d\ Immunothérapies en développement 

La réponse immunitaire est un  élément clef dans la régulation et l’élimination 

du virus, les patients capables d’éliminer le virus possédant une forte réponse 

spécifique lymphocytaire T (T anti-HBc principalement) et une réponse 

humorale adaptée. C’est pourquoi un certain nombre d’immunothérapies visant 

à rétablir la réponse lymphocytaire T CD8 sont en cours de développement. 

Ainsi sont en cours d’essai des vaccins à ADN visant à générer plusieurs 

épitopes antigéniques afin d’amplifier une réponse immune poly-spécifique 
53, 54

. 

Ces vaccins ont été testés dans des modèles de souris transgéniques HLA-

A*0201
+
 et ont permis l’amplification de lymphocytes T anti-VHB dirigés 

contres plusieurs peptides immunodominants. Des vaccins à lipopeptides 
55

 ont 

aussi été testés. Ainsi, un vaccin à lipopeptide exprimant le peptide HBc (18-27) 

a été testé in vivo chez l’homme et a montré chez environ 30% des patients 

atteints d’hépatite B chronique une amplification de la réponse lymphocytaire T 

CD8. D’autres immunothérapies ont aussi été analysées comme les thérapies 

adoptives à base de lymphocytes T CD8 exprimant un TCR transduit, spécifique 

des antigènes du VHB 
56

. Ce modèle a été testé in vitro sur des lymphocytes T 
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issus de patients atteints d’hépatites B chronique et a démontré son efficacité. 

Les lymphocytes T exprimant un TCR transduit du VHB ont ainsi été capables 

de lyser spécifiquement des hépatocytes infectés. Enfin, des vaccins utilisant des 

cellules dendritiques myéloïdes (mDCs) autologues chargées avec des antigènes 

viraux (HBc, HBs), ont été capables d’induire une réponse cytotoxique 

spécifique importante 
57

. Dans cette étude, des mDCs chargées avec un peptide 

viral issu de l’antigène HBc ont été capables d’amplifier une réponse 

lymphocytaire de type TH1 in vitro permettant d’obtenir des lymphocytes T 

CD8 spécifiques du VHB. Ces lymphocytes sont fonctionnels et capables de 

lyser des cellules T2 loadées avec le peptide d’intérêt in vitro. 

Le développement de nouvelles immunothérapies est particulièrement 

compliqué à cause du manque de modèle animal relevant pour mesurer leur 

efficacité dans un contexte immunitaire humain. De plus, bien que certains 

traitements soient entrés en phase de développement préclinique, il n’existe pas 

de traitement d’immunothérapie efficace en contexte VHB à ce jour. Il serait 

pourtant très intéressant de pouvoir développer une immunothérapie capable 

d’éliminer le VHB et de résoudre l’infection. 
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2 Les cellules dendritiques plasmocytoides  

 A Definition 

Les cellules dendritiques (DC) jouent un rôle de sentinelles dans l’organisme. 

Elles sont capables de reconnaitre de nombreux agents pathogènes et d’activer à 

la fois l’immunité innée et adaptative de par leur production de cytokine et leur 

rôle de cellules présentatrices de l’antigène (APC) 
58, 59

.  

Il existe plusieurs sous-types de DCs qui différent par leurs phénotypes, leurs 

localisations et leurs rôles souvent complémentaires. Nous nous sommes 

focalisés au cours de cette étude sur les cellules dendritiques plasmocytoides 

(pDC) car elles jouent un rôle primordial dans l’immunité antivirale.   

Les pDCs sont rares en circulation (0,3-0,5% des cellules du sang périphérique), 

se développent dans la moelle et résident dans les organes lymphoïdes 
60, 61

. 

Les pDCs expriment BDCA-2, CD123 et BDCA-4, ce qui permet de les 

différencier des autres cellules dendritiques 
59, 62, 63

. Elles expriment aussi   

faiblement les molécules de CMH de classe II ainsi que les molécules de co-

stimulation. Elles n’expriment pas le CD11c. Les pDCs expriment deux « Toll 

like » recepteurs, TLR7 et TLR9 qui reconnaissent respectivement l’ARN 

simple brin (virus influenza) et l’ADN non méthylé contenant le motif CpG 

(ADN bactériens et viraux) comme ligands
64-68

. En réponse à cette stimulation, 

les pDCs produisent de grandes quantités d’IFNα. 
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B Fonction des pDCs dans la réponse immune 

a\ Réponse immune innée et pDCs 

L’un des rôles principaux des pDCs est leur capacité à produire de l’IFNα suite 

à une stimulation TLR, ce qui en fait des cellules majeures pour la réponse 

antivirale. L’IFNα à des propriétés antivirales directes, limitant la réplication 

virale, mais surtout est capable de stimuler la réponse immune en augmentant 

l’expression des molécules CMH de classe I sur les cellules infectées ou en 

activant l’activité cytolytique des NK 
68-70

. Les pDCs sont aussi capables de 

produire d’autres molécules pro-inflammatoires comme le TNFα ou l’IL6 
67

. 

Enfin les pDCs peuvent directement stimuler certaines cellules grâce à leurs 

molécules de co-stimulations. Ainsi les NK peuvent être directement activés par 

l’interaction Ox40/Ox40L entre NK et pDCs 
71

 (Figure 3).  

b\ Réponse adaptative et pDCs 

Les pDCs, une fois activées, sont capables de faire le lien entre immunité innée 

et adaptative 
59

. L’IFNα, produit par les pDCs, peut ainsi stimuler les 

lymphocytes T CD4+ naïfs, induisant une réponse de type TH1 
72, 73

, stimuler les 

mDCs 
74

 et activer les lymphocytes B en plasmocytes en association avec l’IL6,  

induisant ainsi la production d’immunoglobulines 
75

. 
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Les pDCs en contexte d’infection virale, sont capables de présenter les antigènes 

viraux et d’activer la réponse T CD8 spécifiques afin de permettre l’élimination 

du virus 
76

. L’une des fonctions essentielles pour la présentation d’antigènes est 

la capacité de cross-présentation qui permet de présenter des antigènes 

exogènes. La cross-présentation est essentielle lorsque le virus n’infecte pas 

l’APC. Il a récemment été démontré que les pDCs étaient capables de cross-

présenter les antigènes viraux et d’activer les lymphocytes T spécifiques 
76-78

. Il 

a de plus été démontré in vivo dans le cadre de l’infection à HSV que les pDCs 

jouaient un rôle majeur 
79

. Dans un modèle animal d’infection HSV, la déplétion 

des pDCs a entrainé une diminution de l’amplification des lymphocytes T 

spécifiques du virus, empêchant son élimination. Il a de plus été démontré dans 

un modèle in vivo après activation par le virus influenza que les pDCs étaient 

capable d’induire des lymphocytes T CD8 effecteurs et mémoires 
80

. Tout ceci 

démontre le rôle essentiel des pDCs dans l’immunité antivirale.  

Les pDCs peuvent donc à la fois activer l’immunité innée et l’immunité 

adaptative en réponse à une infection virale, induisant l’élimination du virus par 

leur production d’IFN de type I et l’activation de la réponse T CD8 cytotoxique 

par leurs propriétés d’APC (Figure 3). Leur rôle est cependant encore mal défini 

en situation d’hépatite B chronique. Néanmoins, l’ensemble de ces 

caractéristiques  peut rendre l’utilisation des pDCs très intéressante en vue d’une 

immunothérapie en contexte d’infection virale chronique. 
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Figure 3 Role des pDCs lors d’une infection (Colonna, Nature. Immunol. 2004)  

Après infection virale, les pDCs sont capables de reconnaitre directement le virus via ses TLR ou en captant les 

antigènes viraux présentés par les cellules infectées. Une fois activée, la pDC produit de grandes quantités 

d’interféron de type I qui permettent l’activation de l’immunité innée (NK, macrophages). Les pDCs vont 

ensuite présenter l’antigène aux lymphocytes T CD8 et T CD4 via les CMH de classe I et II et ainsi activer la 

réponse immune adaptative permettant l’élimination du virus. Les pDCs peuvent aussi activer les lymphocytes B 

afin d’induire la production d’anticorps spécifiques du virus.  

 

c\ La stratégie basée sur la lignée de pDC GEN 2.2 

L’étude des pDCs est limitée par leur faible pourcentage en circulation, ce qui 

peut compliquer leur utilisation en immunothérapie. 

Notre laboratoire a pu mettre au point une lignée de pDC obtenue à partir de 

pDCs primaires leucémiques issues d’un patient HLA-A*0201
+
 
81

.  La lignée de 

pDC GEN 2.2 possède les mêmes caractéristiques phénotypiques et 
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fonctionnelles que les pDCs primaires et a pu être utilisée pour mieux étudier les 

pDCs in vitro 
82, 83

. 

Une nouvelle stratégie d’immunothérapie basée sur la lignée de pDC a été 

développée dans le laboratoire. Cette stratégie consiste à charger des peptides 

immunodominants issus d’antigènes tumoraux ou viraux sur la lignée de pDC 

irradiée dans un contexte allogénique HLA-A*0201 restreint afin d’induire des 

lymphocytes T CD8 spécifiques (Figure 4). Cette stratégie peut être utilisée 

directement par vaccination avec la lignée de pDC chargée et irradiée ou 

indirectement par amplification ex vivo de lymphocytes T CD8 spécifiques qui 

seront ensuite injectés au patient. Cette stratégie a déjà été développée en 

contexte de cancer (mélanome) 
84

 et d’infection virale (EBV, CMV) 
85

. 
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Figure 4 Stratégie thérapeutique d'utilisation de la lignée de pDC GEN 2.2 (Aspord, Rev. Med. Int. 2010) 

La lignée de pDC GEN 2.2 est mise en contact avec des peptides issus d’antigènes tumoraux ou viraux, qu’elle 

capture et présente aux lymphocytes du patient dans un contexte HLA-A*0201 restreint. Après stimulation, les 

lymphocytes T CD8 spécifiques de l’antigène d’intérêt s’amplifient. Cette stratégie thérapeutique peut être 

utilisée soit comme une immunothérapie active en injectant directement la lignée de pDC chargée et irradiée, soit 

comme une immunothérapie adoptive en stimulant ex vivo les lymphocytes T CD8 spécifiques issus des PBMC 

du patient avec la lignée de pDC, qui sont ensuite réinjectés.  
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3 Potentiel immuno-thérapeutique des pDCs dans l’hépatite B 

chronique 

 

A Objectifs de l’étude 

Nous avons étudié le potentiel immuno-thérapeutique de la lignée de pDC GEN 

2.2 dans le cadre de l’hépatite B chronique. Pour cela nous avons déterminé la 

capacité de la lignée de pDC à induire des lymphocytes T CD8 spécifiques et 

fonctionnels ex vivo à partir de prélèvements de patients HLA-A*0201
+
. Nous 

avons ensuite mis au point un modèle animal murin permettant d’étudier le 

potentiel vaccinal et l’efficacité thérapeutique de la stratégie in vivo en contexte 

d’un système immunitaire humain. 

B Méthodologie 

a\ Induction de lymphocytes T spécifiques de HBV ex vivo à 

partir de cellules de patients atteints d’hépatite B chronique 

La lignée de pDC a tout d’abord été chargée avec des peptides HLA-A*0201 

restreints issus des antigènes d’intérêt (HBs et HBc) puis irradiée afin de bloquer 

sa prolifération. La lignée de pDC a ensuite été co-cultivée avec des PBMC 

purifiés à partir de prélèvements sanguins de patients atteints d’hépatite B 

chronique ou des lymphocytes infiltrant le foie (LIL) issus de biopsies 
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hépatiques de patients HBV chronique. Les cellules ont été restimulées une fois 

par semaine (figure 5).  

Avant et après stimulation, nous avons évalué par cytométrie de flux, par 

marquage tétramère, le pourcentage de lymphocytes T CD8 spécifiques du 

peptide d’intérêt obtenus. Nous avons ensuite déterminé si les lymphocytes T 

CD8 obtenus étaient fonctionnels en mesurant leur activité cytotoxique après 

une re-stimulation (cellules T2 présentant le peptide d’intérêt ou un peptide 

contrôle, lignée d’hépatocytes HepG2/HepG2 2.15 transfectée ou non avec le 

VHB) en utilisant le test de cytotoxicité au 
51

Cr ou un test au CFSE ou la mesure 

de l’expression de CD107 en surface.  

Afin d’évaluer l’intérêt de la stratégie, nous avons comparé l’efficacité de la 

stimulation des lymphocytes T CD8 par la lignée de pDC chargée avec des 

peptides du VHB, avec la stimulation par les peptides seuls comme décrit dans 

la littérature 
16

. 

Nous avons ensuite analysé les caractéristiques cliniques et le taux de 

lymphocytes T régulateurs des patients testés afin d’évaluer si il existe une 

corrélation entre ces paramètres et la réponse à la stimulation par la lignée de 

pDC.  
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Figure 5 Stratégie expérimentale d'étude du potentiel en immunothérapie de la lignée de pDC Gen 2.2 

dans le cadre de l'hépatite B chronique 

La lignée de pDC chargée avec des peptides HLA-A*0201 restreints issus des antigènes HBs ou HBc et irradiée, 

a été utilisée pour stimuler les lymphocytes T spécifiques du VHB issus de prélèvements de patients atteints 

d’hépatite B (sang ou biopsie hépatique) à la fois ex vivo et in vivo dans un modèle animal de souris humanisées 

et transplantées avec des hépatocytes humains (Hepato-HuPBL). 

b\ Induction de lymphocytes T spécifiques du VHB in vivo 

dans un modèle de souris humanisées 

Afin de mesurer in vivo l’efficacité de la lignée de pDC à induire des 

lymphocytes T CD8  spécifiques du VHB et son efficacité thérapeutique dans un 

contexte immunitaire humain, nous avons mis au point un modèle de souris 

humanisées : souris immunodéficientes NOD-SCIDβ2m
-/-

 irradiées, humanisées 
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avec des PBMC humain et transplantées avec la lignée d’hépatocytes transfectée 

ou non avec le VHB (modèle Hepato-HuPBL) 

Dans un premier temps nous avons injecté une fois par semaine la lignée de 

pDC chargée avec les peptides HBs et HBc et irradiée dans des souris 

humanisées avec des PBMC issus d’un patient HBV résolu HLA-A*0201
+
 

(souris HuPBL) et après 2 vaccinations nous avons mesuré par cytométrie de 

flux dans différents organes l’amplification des lymphocytes T CD8 spécifiques 

(HBs et HBc) par marquage tétramère. 

Nous avons ensuite transplanté en sous cutané une lignée d’hépatocytes humains 

transfectée (HepG2 2.15) ou non (HepG2) avec le VHB, 7 jours après la 

première vaccination. Nous avons suivi l’évolution des hépatocytes injectés en 

mesurant régulièrement la taille de la tumeur et l’évolution de la charge virale en 

circulation. Nous avons mesuré l’amplification des lymphocytes T CD8 

spécifiques dans les différents organes en point final. Nous avons ainsi pu 

évaluer l’efficacité thérapeutique de la stratégie (Figure 5). 
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 C Résultats 

a\ La lignée de pDC induit des lymphocytes T CD8 

spécifiques d’HBc ex vivo { partir de PBMC et de LIL issus de 

patients atteints d’hépatite B chronique  

Nous avons pu observer chez certains patients HLA-A*0201
+
 atteints d’hépatite 

B chronique une amplification importante des lymphocytes T CD8 spécifiques 

du VHB dans respectivement 45,8% et 66,6% des échantillons de PBMC et LIL. 

Nous avons alors distingué deux groupes de patients : les patients capables de 

répondre à une stimulation par la lignée de pDC (%T anti-HBc>0,24% après 14 

jours de stimulation) appelés « répondeurs » et ceux qui ne répondent pas à la 

stimulation par la lignée de pDC (%T anti-HBc<0,24% après 14 jours de 

stimulation) appelés « non répondeurs ». 

La lignée de pDC est donc capable d’induire une forte amplification de 

lymphocytes T CD8 anti-HBc ex vivo chez certains patients atteints d’hépatite B 

chronique. 

  b\ La non réponse à la stimulation par la lignée de pDC est 

associée à un fort taux de lymphocytes T régulateurs et à la présence 

de l’antigène HBe chez les patients 

Nous avons tout d’abord comparé le taux de lymphocytes T régulateurs entre 

patients répondeurs et non répondeurs et nous avons pu constater que ce taux 

était significativement supérieur chez les patients non répondeurs. Nous avons 
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ensuite analysé les caractéristiques cliniques des patients répondeurs et non 

répondeurs et nous avons pu observer que le seul paramètre significativement 

différent entre ces deux groupes était la présence ou non d’antigène HBe en 

circulation. Cette observation est ainsi extrêmement relevante chez deux patients 

pour lesquels nous avons testé la stimulation par la lignée de pDC à 6 mois 

d’intervalle. Ainsi un patient antigène HBe négatif répondeur à la stimulation 

par la lignée lors du premier prélèvement est devenu non répondeur sur le 

deuxième prélèvement, parallèlement à une positivité transitoire de l’antigène 

HBe. Un autre patient antigène HBe positif étonnement répondeur à la 

stimulation par la lignée est devenu antigène HBe négatif 6 mois plus tard. Il 

semble donc que le statut antigène HBe et le niveau de lymphocytes T 

régulateurs permet de distinguer répondeurs et non répondeurs à la stimulation 

par la lignée de pDC. 

c\ La lignée de pDC chargée avec les peptides du VHB est 

plus efficace que les peptides seuls pour amplifier une réponse 

lymphocytaire T spécifique 

Nous avons comparé l’efficacité de la stimulation des lymphocytes T spécifique 

du VHB issus de patients hépatite B chronique par la lignée de pDC chargée 

avec des peptides du VHB (HBc) ou par le peptide seul. Nous avons obtenu un 

plus fort pourcentage et une meilleure amplification du nombre absolu de 



36 

 

lymphocytes T CD8 anti-HBc après 2 stimulations par la lignée de pDC plutôt 

par rapport au peptide seul.  

La stimulation par la lignée de pDC des lymphocytes T spécifiques du VHB est 

donc plus efficace que la stimulation par le peptide seul, soulignant l’intérêt de 

la stratégie. 

d\ Les lymphocytes T CD8 anti-HBc amplifiés par la lignée 

de pDC sont fonctionnels et capables de lyser des hépatocytes 

humains HLA-A*0201 in vitro 

Afin d’évaluer la fonctionnalité des lymphocytes T spécifiques obtenus nous 

avons tout d’abord mesuré l’expression de PD-1, marqueur d’exhaustion 

fréquemment observé sur les lymphocytes T antiviraux en phase chronique 

d’infection. Nous n’avons pas observé d’expression de ce marqueur sur les 

lymphocytes CD8 spécifiques du VHB amplifiés par la lignée de pDC, même 

après 2 stimulations.  

Nous avons ensuite évalué l’activité cytotoxique des lymphocytes T en utilisant 

un test de relargage du 
51

Cr sur des cellules T2 présentant le peptide HBc ou un 

peptide non relevant. Nous avons pu observer que les lymphocytes T CD8 

étaient capables de lyser spécifiquement les cellules T2 présentant l’antigène 

HBc et d’exprimer la molécule CD107 à leur surface. 
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Nous avons finalement analysé l’efficacité cytotoxique des lymphocytes T CD8 

anti-HBc sur une lignée d’hépatocytes humains HLA-A*0201 transfectée 

(HepG2 2.15) ou non (HepG2) par le VHB en utilisant un test au CFSE. Les 

lymphocytes T étaient capables de lyser spécifiquement les hépatocytes infectés 

par le virus, confirmant qu’ils sont complètement fonctionnels. 

e\ La lignée de pDC chargée avec les peptides HBs et HBc 

est capable d’induire des lymphocytes T CD8 anti-HBV in vivo 

Afin d’évaluer si la lignée de pDC est capable d’induire in vivo une réponse 

antigène spécifique lymphocytaire T CD8 contre le VHB, nous avons injecté la 

lignée de pDC une fois par semaine à des souris Hu-PBL. Après 2 vaccinations, 

nous avons pu observer au niveau du site d’injection (lavage péritonéal), des 

ganglions drainants (mésentérique, axillaire et inguinal) et d’un organe 

lymphoïde secondaire (rate) l’amplification de lymphocytes T CD8 spécifiques 

des antigènes HBc et HBs. Nous avons ainsi pu confirmer in vivo l’efficacité de 

la stimulation de la réponse lymphocytaire T spécifique du VHB par la lignée de 

pDC. 

f\ La vaccination par la lignée de pDC chargée avec les 

peptides HBc et HBs protège la souris Hepato-Hu PBL contre 

l’infection par HBV  

Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique in vivo de la lignée de pDC, nous 

avons injecté la lignée de pDC chargée avec les peptides HBc et HBs à des 
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souris Hu PBL. Après une semaine nous avons transplanté les souris Hu PBL 

avec la lignée HepG2 ou HepG2 2.15 (Hepato-Hu PBL) et vacciné ces souris 

une fois par semaine avec la lignée de pDC. Après 2 injections, nous avons pu 

observer que le vaccin composé de la lignée de pDC chargée avec les peptides 

HBc et HBs était capable d’inhiber spécifiquement le développement de la 

lignée HepG2 2.15. Le développement de la lignée HepG2 n’est pas affecté par 

la vaccination. La charge virale mesurée dans le sérum après 2 stimulations chez 

les souris Hepato-HuPBL vaccinées avec le vaccin composé de la lignée de pDC 

chargée avec les peptides HBc et HBs était significativement plus faible 

comparé aux souris vaccinées avec le contrôle. De plus, nous avons pu retrouver 

au niveau des hépatocytes injectés en sous cutané des lymphocytes T CD8 

spécifiques des peptides HBc et HBs, démontrant que les lymphocytes amplifiés 

par la lignée de pDC ont pu migrer vers le site d’infection, lyser les hépatocytes 

infectés et réduire la charge virale. 

 

D Discussion 

Actuellement, les thérapeutiques antivirales ne sont pas capables de résoudre 

l’infection chronique au VHB et d’éliminer définitivement le virus. La 

résolution de l’infection nécessite le développement d’une réponse 

lymphocytaire T CD8 spécifique du VHB capable de lyser les hépatocytes 

infectés et d’éliminer le virus, hors les pDCs sont connues pour être un des 
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éléments majeur de l’induction de la réponse immunitaire antivirale ce qui en 

fait une cible intéressante pour le développement d’immunothérapies. Nous 

avons pu démontrer lors de cette étude qu’une lignée de pDC irradiée, chargée 

avec des peptides HLA-A*0201 restreints dérivés d’antigènes du VHB pouvait 

amplifier efficacement une réponse lymphocytaire T CD8 spécifique et 

fonctionnelle ex vivo à partir de prélèvements de patients hépatite B chronique 

et prouvé son efficacité in vivo dans un nouveau modèle de souris Hepato-

HuPBL. 

Ex vivo pour le groupe de patients répondeurs autant que in vivo dans le modèle 

animal de souris Hepato-HuPBL, la stimulation par la lignée de pDC a permis 

d’obtenir une forte amplification de lymphocytes T CD8 spécifiques anti-HBV 

fonctionnels, capables de lyser les hépatocytes infectés et de réduire la charge 

virale. De plus, bien que lors de l’hépatite B chronique il a été décrit une 

exhaustion des lymphocytes intrahépatiques T CD8 spécifiques 
86

, la lignée de 

pDC a été capable d’amplifier fortement une réponse immunitaire 

lymphocytaire T efficace in situ à partir de LIL. Enfin, la stimulation par la 

lignée de pDC a démontré une amplification de la réponse lymphocytaire plus 

forte que lors de l’utilisation du peptide seul, ainsi qu’une cinétique 

d’amplification plus rapide que lors de l’utilisation de mDCs 
57

. Ces résultats 

encourageants montrent que l’utilisation de la lignée de pDC dans le traitement 

de l’hépatite B pourrait être une immunothérapie de choix. Un autre intérêt de 
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notre stratégie est qu’à la différence d’autres stratégies d’immunothérapie, elle 

peut permettre d’amplifier la réponse immunitaire contre plusieurs antigènes 

différents en modifiant les peptides chargés sur la pDC. De plus, le fait d’utiliser 

une lignée de pDC en situation allogénique HLA-A*0201 restreinte plutôt que 

des cellules dendritiques en autologues (comme c’est le cas pour des stratégies 

en cours de développement utilisant des cellules dendritiques en autologue 
57, 87

) 

simplifie la stratégie en vue de son utilisation en immunothérapie en permettant 

de traiter immédiatement les patients HLA-A*0201
+
 (environ 30-40% de la 

population). 

La stratégie utilisant la lignée de pDC semble donc capable de rétablir une 

réponse lymphocytaire T anti-VHB chez les patients atteints d’hépatite B 

chronique. Néanmoins, bien que la réponse lymphocytaire T cytotoxique soit 

nécessaire pour éliminer le VHB, elle pourrait être aussi responsable des lésions 

hépatiques lors de la phase chronique, bien qu’il ai aussi été décrit une réponse 

cytotoxique sans lésions hépatiques 
16

. Il a de plus été démontré que la charge 

virale pouvait contrôler les fonctions des lymphocytes T CD8 
35

. Le risque de 

toxicité hépatique de notre stratégie devra donc être étudié de manière plus 

approfondie. Réguler la charge virale par des traitements antiviraux classiques 

avant d’utiliser la lignée de pDC pour réactiver la réponse immunitaire pourrait 

permettre de réduire le risque de toxicité hépatique de notre stratégie et en 

optimiser l’efficacité. 
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Nous avons démontré que l’activation de la réponse immunitaire par la lignée de 

pDC était fortement corrélée au niveau de lymphocytes T régulateurs et à la 

présence de l’antigène HBe. La présence de lymphocytes T régulateurs et leur 

relation avec le passage en phase chronique avaient déjà été démontrées 

précédemment 
31, 32

. De plus, L’antigène HBe est connu pour être un 

immunomodulateur puissant, capable d’inhiber la réponse immunitaire contre 

l’antigène HBc 
29

. Nos résultats confirment ces observations. Le taux de 

lymphocytes T régulateurs et la présence de l’antigène HBe représentent donc 

des facteurs important quand à la réussite de notre stratégie d’immunothérapie et 

devront être évalués afin de l’optimiser. 

Un certain nombre de modèles animaux ont été développés pour évaluer 

l’efficacité des traitements antiviraux dans l’hépatite B. Néanmoins, ces modèles 

ne sont pas utilisables dans l’évaluation des réponses immunes humaines dans le 

cadre d’essais d’immunothérapies 
25, 88

. C’est pourquoi nous avons développé un 

nouveau modèle de souris Hepato-HuPBL permettant de tester des 

immunothérapies dans un contexte immunitaire humain en présence 

d’hépatocytes humains infectés par le VHB. Ce modèle pourrait permettre 

d’aider à améliorer les études précliniques en immunothérapie dans le cadre de 

l’infection au VHB. 

Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer que la lignée de pDC chargée 

avec des peptides du VHB et irradiée était capable d’amplifier des lymphocytes 
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T CD8 spécifiques du virus et fonctionnels, issus de patients atteints d’hépatite 

B, à la fois ex vivo et in vivo dans un modèle de souris humanisée (Hepato-

HuPBL). Cette stratégie pourrait donc se révéler très intéressante en vue de 

développer une immunothérapie anti-VHB chez l’homme. 
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4 Plasmacytoid dendritic cells induce efficient stimulation of anti-

viral immunity in the context of chronic HBV infection 

(Publication soumise à Gastroenterology) 
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Abstract 

Background & Aims: The immune control of HBV infection is essential for viral clearance. 

Restoring functional anti‐HBV immunity is therefore a promising immunotherapeutic 

approach. Plasmacytoid dendritic cells (pDC) play a crucial role in anti‐viral immunity due to 

their ability to capture and process viral antigens and subsequently induce adaptive immune 

responses. We therefore investigated for the first time the potential of pDCs in triggering 

anti‐viral immunity against HBV. Methods: We used a HLA‐A*0201+ pDC line loaded with 

HLA‐A*0201-restricted peptides derived from HBc/HBs antigens to amplify specific T cells 

ex-vivo from chronic HBV patients and established an Hepato-HuPBL humanized mouse 

model to address the therapeutic potential of the strategy in vivo. Results: Stimulation of 

PBMC or liver-infiltrated lymphocytes from HLA‐A*0201+ chronic HBV patients by the HBc 

peptide-loaded pDC line elicited HBV-specific CD8 T cells in 45.8% of cases. The specific T 

cells of the “responder” group were able to express CD107 upon restimulation and lyse 

infected hepatocytes in-vitro. The “non-responder” group of patients was characterised by 

the presence of HBeAg or higher level of regulatory T cells. The therapeutic efficacy of the 

pDC-vaccine was evaluated in immunodeficient NOD-SCID2m-/- mice reconstituted with 

HBV patients’ PBMC and xenotransplanted with human HBV-infected hepatocytes. 

Vaccination of Hepato‐HuPBL mice with the HBc/HBs peptide‐loaded pDC line elicited HBV-

specific T cells in-vivo able to specifically lyse infected hepatocytes. Conclusions: pDCs 

loaded with HBV‐derived peptides can elicit functional virus-specific T cells in-vitro and in-

vivo. This new cell-based immunotherapeutic strategy could restore functional anti‐viral 

immunity and clear the virus in chronic HBV patients.  

 

Keywords: HBV; pDC; HBV-specific T cells; immunotherapy 
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Introduction 

The Hepatitis B virus (HBV), a non-cytopathic hepatotropic DNA virus causing acute and 

chronic infections1 remains a global health problem as around 20% of chronic HBV patients 

will evolve towards fatal cirrhosis and hepatocellular carcinoma2. Current treatments are 

based on antiviral drugs such as interferon- and nucleoside/nucleotide analogues inhibiting 

the viral reverse transcriptase3. Despite efficient suppression of viral replication upon long 

term treatment and reduction of hepatic symptoms, viral cccDNA often persists in 

hepatocytes and, combined to viral escape mechanisms4, may cause relapse of the disease. 

Anti-viral therapies are not able to definitively eradicate the virus.  

HBV physiopathology appears to be strongly related to the host immunity5,6. Patients able to 

clear the virus elicit vigorous and efficient multi-specific T-cell responses, whereas patients 

who evolve towards chronic infection are characterized by weak and inadapted immune 

responses7-9. Most patients who recover from HBV infection developed efficient cellular 

responses directed towards epitopes located within the major HBV proteins10, the 

nucleoscapsid HBc11, the surface HBs12 and the polymerase pol13. In particular, HBc-specific 

cytotoxic T cells play a critical role in the control and clearance of the virus8,14 as they are the 

only effectors able to lyse persistently infected hepatocytes, clear the virus and resolve the 

infection. Moreover, it has been demonstrated in a mouse model that HBc-specific CD8 T 

cells are also key cellular effectors mediating HBV clearance from the liver15. Importantly 

resolution of chronic HBV infection has been achieved in patients upon adoptive transfer of 

immunity to HBc antigen16. Furthermore reversing T-cell exhaustion frequently observed in 

chronic patients17 such as blocking PD-1 pathway18 could recover functional anti-viral 

immunity. Thus restoring functional anti-HBV immunity could be a promising 

immunotherapeutic approach. 

Different strategies are currently developed to fulfill HBV-specific cellular immune responses 

such as HBV DNA vaccine19, 20, lipopeptide vaccine21 and HBc or HBs peptide-pulsed 
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myeloid dendritic cells (mDC)22. Genetic engineering has also been designed to redirect 

effector T-cell specificity by either transduction with a TcR specific for the immunodominant 

HLA-A*0201-restricted HBc18-27 epitope23 or expression of a chimeric antigen receptor24. On 

the opposite of anti-viral strategies, most immunotherapeutic approaches have not reached a 

clinical relevance yet. In addition their pre-clinical development is limited by the lack of in vivo 

models allowing addressing their efficacy in the context of a human immune system25. 

Surprisingly the plasmacytoid dendritic cells (pDCs) which are unique cells specialized in 

launching anti-viral responses26-28 have not been used yet to stimulate anti-viral responses 

against HBV virus. Indeed pDCs play a crucial role in immunity to viruses due to their ability 

to detect the presence of single stranded RNA and CpG DNA, subsequently produce large 

quantities of type I IFN and induce adaptive immune responses. pDCs can cross-present 

viral antigens29-30, induce virus-specific adaptive immune responses in vitro31 and are 

essential to the induction of CTL in vivo following viral infection32. 

We have developed a new strategy using a unique human pDC cell line established from 

leukaemic HLA-A*0201+ pDCs that shared phenotypic and functional features of primary 

pDCs30,33 and exploited its ability to promote immune responses towards specific antigens. 

We have well demonstrated the potential of the irradiated peptide-loaded pDCs to induce 

tumor-specific responses in HLA-A*0201 matched settings and their efficiency as anti-tumor 

vaccines in an active immunotherapeutic strategy for melanoma34. We investigated here the 

potential of pDCs in triggering anti-viral immunity against HBV using the pDC line loaded with 

HLA-A*0201-restricted immunodominant peptides derived from HBc and HBs antigens and 

we established a unique Hepato-HuPBL humanized mouse model to address the therapeutic 

potential of the strategy in vivo. We demonstrated the ability of the pDC line to elicit 

functional HBV-specific immune responses able to specifically lyse infected hepatocytes both 

ex-vivo from chronic HBV patients and in vivo upon vaccination of Hepato-HuPBL mice. This 

new immunotherapeutic strategy could restore a functional anti-viral immunity and clear the 

virus in chronic HBV patients.  



49 

 

Experimental procedures 

HBV patients 

Ninety-four HLA-A*0201+ chronic HBV-infected patients and one resolved control who signed 

informed consent forms were studied. HBV patients were classified as inactive carriers 

(HBeAg-negative, HBV DNA < 2.000 IU/ml and permanently normal ALT for at least one 

year), HBeAg-negative hepatitis and HBeAg-positive hepatitis. Forty-eight patients were 

treated (entecavir or tenofovir) and 83% had undetectable HBV DNA. Criteria for exclusion 

included HIV, HCV, HDV co-infection, other liver diseases, and current treatment by 

interferon-alpha or immunosuppressive agents. Clinical parameters are summarized in Table 

1. PBMCs were purified by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation (Eurobio). Excess 

liver tissues not needed for diagnosis purposes were obtained from 6 HLA-A*0201+ chronic 

HBV patients and processed to make cell suspensions. 

PBMC and pDC line  

Human PBMC were obtained from HLA-A*0201+ healthy donors by Ficoll-Hypaque density 

gradient centrifugation (Eurobio). The human pDC line GEN2.2 was obtained from leukaemic 

pDC and cultured as previously described33. This study was conducted under a procedure 

approved by the French Blood Agency Institutional Review Board. All donors signed 

informed consent forms. 

Cell lines and reagents 

The human HLA-A*0201+ hepatocyte cell lines HepG2 and HepG22.15 (HepG2 transfected 

with HBV DNA) were kindly provided by Dr F. Zoulim (Inserm U871, Lyon, France). HepG2 

was cultured in DMEM supplemented with 10%FCS, 50UI/ml penicillin/streptomycin 

(Invitrogen), 1mM sodium pyruvate (Sigma) and HepG22.15 cultured in William’s E medium 

supplemented with 10%FCS, 50UI/ml penicillin/streptomycin, 2mM Glutamine (Invitrogen), 

5µg/ml insulin (Sigma) and 5.10-5 hydrocortisone hemisuccinate (Roche). All other cultures 

were performed in RPMI1640-Glutamax supplemented with 1% non-essential amino-acids, 
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100µg/ml gentamycin, 10%FCS (Invitrogen) and 1mM sodium pyruvate (Sigma). T2 and 

K562 lines were purchased from ATCC (LGC Standards). Anti-human CD45, CD3, CD8 Abs 

were purchased from Beckman, HLA-A2 and PD1 Abs from BD. FoxP3+CD25+CD4 

regulatory T cells were evaluated using the Human Regulatory T cell Staining kit 

(eBiosciences). 

Peptides and tetramers 

We used the following viral-derived HLA-A*0201-restricted peptides (NeoMPS) and the 

corresponding iTag HLA-A*0201 tetramers (Beckman): HBc18-27 (FLPSDFFPSV) from HBV 

core protein, HBs335-343 (WLSLLVPFV) from HBV surface protein, pol575-583 (FLLSLGIHL) from 

HBV polymerase and FluM158-66 (GILGFVFTL) from the influenza matrix protein. 

Specific T-cell response induction in vitro 

The pDC line was first loaded with peptides of interest as previously described34. PBMC were 

co-cultured with peptide-loaded pDCs at a 1:10 ratio in RPMI 10%FCS and weekly 

restimulated with peptide-loaded pDCs and 200UI/ml IL-2 (Proleukine, Chiron). In some 

experiments, PBMC were directly stimulated with the peptide alone (1-10µM final) for 

10days. Viability and cell count were assessed by Trypan-blue exclusion. Specific CD8 T-cell 

responses were measured by tetramer labelling and analyzed by flow cytometry using a 

FACSCalibur and CellQuest software (BD). Amplification of the absolute numbers of specific 

T cells was calculated by dividing the absolute number of specific T cells at d14 by the one at 

d0. 

In vitro functional assays 

CD107 surface expression by HBV-specific CD8 T cells 

T cells were first labelled with iTAg HLA-A*0201 tetramer PE for 30min at RT, washed and 

restimulated with peptide-pulsed T2 cells (10:1 ratio) for 5h30. anti-CD107a and CD107b 

FITC antibodies (10µl/1.106cells) (BD) were added in the medium at the beginning of the 
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restimulation in presence of GolgiSTOP (0.67µl/ml) for the last 4h. Cells were then labelled 

with anti-CD3 PC7 and anti-CD8 APC antibodies. 

51Cr cytotoxicity assay 

Antigen-specific cytotoxic activity was measured by performing a standard 51Cr release 

assay. Effector T cells were sorted from the co-culture using an EasySep human T-cell 

enrichment kit (StemCell). Target cells (peptide-pulsed T2 cells, K562) were labelled with 

50µCi for 1h at 37°C, washed and plated with effector T cells at the indicated E:T ratio in 96-

well plates. Radioactivity was measured 4h later on supernatants on a microplate scintillation 

counter Top-Count-NXT (PerkinElmer). The mean of triplicate measurements was expressed 

as a percentage of specific lysis using the formula: (sample release–spontaneous 

release)/(maximal release–spontaneous release)x100.  

CFSE-based cytotoxic assay towards human infected hepatocytes 

Cytotoxicity of HBV-specific T cells was measured on the human infected hepatocyte cell 

line. HepG2 (control target) and HepG22.15 (specific target) cells were first labelled with 

respectively low (0.1µM) and high (2.5µM) CFSE level (Invivogen), mixed and cultured for 

24h with HBV-specific T cells elicited by the pDCs or in control conditions. Cell suspensions 

were analyzed by flow cytometry using a FACSCalibur and CellQuest software (BD). The 

percentage of specific lysis was calculated using the formula: % normalized lysis = 1-

(R1/R2)*100 with R1= %specific target / %control target after incubation with effectors and 

R2= %specific target / % control target in absence of effectors. 

In-vivo functional assays in humanized mice 

HuPBL mice were constructed by transplanting intraperitoneally 50.106 PBMC from a 

resolved HLA-A*0201+ HBV patient into sublethally irradiated (100-120cGy) immunodeficient 

NOD-SCID2m
-/- mice (NOD.Cg-PrkdcSCID

2m
Tm1Unc/J, Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Bar Harbor, USA). Mice were further vaccinated with 5.106 irradiated HBc/HBs 

peptide-pulsed pDCs by intraperitoneal or subcutaneous routes once a week. Response to 
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vaccination was analysed in blood, peritoneal lavage, spleen and lymph nodes. Organs were 

digested 30min at 37°C with 2mg/ml collagenase D (Roche Diagnostics). Resultant cell 

suspensions were stained with iTAg HLA-A*0201 tetramer, CD45, CD3, CD8 Abs and 

submitted to flow cytometry analysis. To assess therapeutic efficiency, 25.106 human 

hepatocyte cell lines (HepG2 or HepG22.15) were implanted subcutaneously into the flank of 

the humanized mice 3days after the first vaccination. Tumor size was monitored every 2-

3days and tumor volume calculated using the formula: (short diameter)2xlong diameter/2. 

Viral load was measured in the serum of the Hepato-HuPBL mice by real-time PCR on a 

LightCycler (Roche) using HBV-detection kit (Roche). To analyse specific T cells at the tumor 

site, tissues were digested and cell suspensions were submitted to tetramer labelling and 

flow cytometry analysis. This study was carried out in strict accordance with European Union 

guidelines for the handling of laboratory animals (86/609/CEE) and the French National 

Chart guidelines. The protocols were approved by the local Ethic Committee for Animal 

Experimentation of Grenoble (ComEth). 

Statistical analysis 

The statistical analyses were performed by using Mann-Whitney non parametric U-test, 

Wilcoxon matched paired test and unpaired t-test using Prism software. 



53 

 

Results 

Human HLA-matched allogeneic pDCs induce strong HBc-specific T-cell responses 

ex-vivo from chronic HBV patients PBMC and LIL  

To investigate the ability of the pDC line to trigger HBc-specific T cells, PBMC (n=94) and LIL 

(n=6) were purified from HLA-A*0201+ chronic HBV patients and stimulated once a week with 

the irradiated pDC line loaded with the HLA-A*0201-restricted HBc peptide. In respectively 

45.8% and 66.6% of cases for PBMC and LIL, we obtained a potent amplification of the HBc-

specific T cells as detected by tetramer labeling (Figure 1). We therefore distinguished two 

groups of patients, the “responders” able to respond to the HBc-loaded pDC stimulation, and 

the “non-responders” unable to amplify HBc-specific T cells upon stimulation (level of HBc-

specific T cells at d14 <0.24%). In the responder group, the level of HBc-specific T cells 

reached averages of 3.2% (range 0.24-23.1%) for PBMC and 16.6% (range 4.5-76.1%) for 

LIL in 14 days of culture. Thus the pDC line elicits strong HBc-specific T-cell responses ex-

vivo from one part of chronic HBV patients. 

 

Non-response to pDC stimulation is related to presence of HBe antigen and high level 

of regulatory T cells  

We further investigated the basis for responsiveness of chronic HBV patients to the HBc-

loaded pDC stimulation. We first analyzed whether this difference was specific of the HBc 

antigen. By stimulating PBMC of healthy donors or chronic HBV patients with the pDC 

loaded with the HLA-A*0201-restricted Flu peptide, we obtained a significant higher 

amplification of Flu-specific T cells in healthy donors and the responder group compared to 

the non-responder group of chronic HBV patients (Figure 2A). By contrast, the global 

proliferative potential was similar between the groups (Supplementary Figure 1A). We then 

investigated if the level of regulatory T cells (Treg) in periphery could affect the response to 

the HBc-loaded pDC stimulation. Interestingly, the percentage of FoxP3+CD25+CD4+ 
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regulatory T cells within unstimulated PBMC was found at a higher level in the non-

responder compared to the responder group of chronic HBV patients (Figure 2B), suggesting 

a relationship between the presence of Treg and the unability to respond to the pDC 

stimulation. Finally we examined the ability to respond to the HBc-loaded pDC stimulation 

within the different subgroups of patients (Figure 2C). We observed that HBc-specific T cell 

response was much greater in inactive carriers and treated or untreated HBeAg-negative 

hepatitis patients compared to treated or untreated HBeAg-positive patients. The difference 

appeared clearly significant after pooling patients according to the sole HBeAg status (Figure 

2D). By contrast, HBV DNA levels, ALT and antiviral treatment had no significant impact on 

response to pDC (Supplementary Figures 1B, 1C and 1D). This interesting observation 

appeared to be highly relevant in the context of two patients in whom the HBeAg status 

changed at 6 months interval. First, the only HBeAg-positive patient unexpectively able to 

respond to the pDC stimulation achieved HBeAg loss followed by HBe seroconversion 6 

months later (Supplementary Figure 2A). Secondly, one treated HBeAg-negative patient 

initially able to respond to the HBc-loaded pDC stimulation became irresponsive 6 months 

later during a transient HBeAg positivation (Supplementary Figure 2B) Thus the HBeAg 

status and the level of regulatory T cells distinguish responders from non-responders chronic 

HBV patients to the pDC stimulation. 

 

The peptide-loaded pDC is more efficient than the peptide alone to elicit HBc-specific 

T cells 

We then assessed the potential of our stimulation strategy compared to simple peptide 

stimulation. We stimulated PBMC from responders chronic HBV patients either with the HBc-

loaded pDCs or with the HBc peptide alone and compared the induction of HBc-specific T 

cells. We obtained a higher percentage of HBc-specific T cells (Figure 3A) and a better 

amplification of the absolute number of specific T cells (Figure 3B) upon stimulation with the 
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peptide-loaded pDCs compared to the peptide alone. Thus HBc-loaded pDCs are more 

efficient to trigger HBc-specific T cells from chronic HBV patients compared to HBc peptide 

alone.   

 

The HBc-specific T cells elicited by the pDCs are functional and exhibited in vitro HLA-

A*0201-restricted cytotoxic activity towards HBV infected hepatocytes 

To investigate the functionality of the HBc-specific T cells elicited by the HBc-loaded pDCs in 

the responder group, we first examined the expression of PD-1, a marker of T cell exhaustion 

frequently observed on anti-viral T cells in the settings of chronic infection. Even after two 

stimulations with the peptide-loaded pDCs, we did not observe any expression of PD1 on the 

HBc-specific T cells (Supplementary Figure 3). We then analyzed the cytotoxic potential of 

the HBc-specific T cells by performing a 51Cr release assay using peptide-loaded T2 cells as 

targets. HBc-specific T cells exhibited a strong cytotoxic activity towards T2 cells loaded with 

HBc but not with an irrelevant peptide (Figure 4A). Then we tested the ability of the HBc-

specific T cells to lyse HBV-infected human HLA-A*0201+ hepatocytes using a CFSE assay. 

For all the tested patients, the HBc-specific T cells were able to specifically lyse the HBV 

infected human HLA-A*0201+ hepatocyte cell line HepG22.15 but not the uninfected HepG2 

cell line (Figure 4B). We obtained 15-95% of specific lysis with T cells containing 0.99-23.1% 

of HBc-specific T cells. Furthermore when co-cultured with peptide-loaded T2 cells, HBc-

specific T cells express CD107 only in the presence of HBc but not control peptide (Figure 

4C). Thus the pDC line elicits fully functional HBc-specific T cells. 
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The HBc- and HBs-loaded pDC line elicited in-vivo HBV-specific T-cell responses in 

humanized mice 

We further evaluated the capacity of the peptide-loaded pDCs to elicit virus-specific T-cell 

responses against HBV antigen in-vivo by using a humanized mouse model constructed by 

xenotransplanting PBMC into immunodeficient NOD-SCIDβ2m
-/- mice (HuPBL mouse model, 

Figure 5A). We used PBMC from a resolved HBV patient from whom we were able to elicit 

HBc- and HBs-specific T cells in vitro using the pDC line (Figure 5B). Treatment of the 

HuPBL mice with the irradiated HBc- and HBs-loaded pDC line led to the induction of HBc- 

and HBs-specific T cells at the site of immunization, in the draining lymph nodes but also in 

the circulation and spleen (Figures 5C and 5D). Thus the HBc- and HBs-loaded pDC line 

elicited widespread HBc- and HBs-specific T cell responses in-vivo. 

 

Treatment with the HBc- and HBs-loaded pDCs protect Hepato-HuPBL mice against 

HBV infection  

We next investigated the therapeutic potential of the pDC treatment in humanized mice 

further xenotransplanted with a HLA-A*0201+ human hepatocyte cell line transfected with 

HBV. Immunodeficient NOD-SCIDβ2m
-/- mice were reconstituted with PBMC from a HLA-

A*0201+ resolved HBV patient and weekly treated with the irradiated pDC line loaded with 

HBc and HBs peptide or control peptide before being challenged with human hepatocyte cell 

lines transfected (HepG22.15) or not (HepG2) with HBV (Hepato-HuPBL mice, Figure 6A). 

The HBc- and HBs-loaded pDCs inhibited the development of the HepG22.15 cells 

compared to the control pDCs whereas the HepG2 cell development was similar in the two 

conditions (Figures 6B and 6C). Importantly the HBV viral load in the serum of Hepato-

HuPBL mice treated with HBc- and HBs-loaded pDCs was significantly lower than in mice 

receiving the control pDCs (Figure 6D). Notably HBc- and HBs-specific T cells were found at 

the HepG22.15 site of treated Hepato-HuPBL mice (Figure 6E), suggesting that the HBV-
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specific T cells induced by the pDCs were able to migrate to the site of virus expression and 

kill infected hepatocytes. 

Discussion 

Current anti-viral treatments for chronic HBV infection are not able to definitively clear the 

virus. The resolution of HBV infection would require the lysis of persistently infected 

hepatocytes or elimination of intrahepatic cccDNA by HBV-specific T cells. pDC are 

important antigen-presenting cells particularly in the context of infectious diseases. We 

demonstrate here that an irradiated pDC line loaded with HLA-A*0201-restricted peptides 

can efficiently trigger functional HBV-specific T cell responses ex-vivo from HBeneg chronic 

HBV patients and prove its efficacy in HBV clearance in-vivo using a unique Hepato-HuPBL 

mouse model. 

From both PBMC and LIL of chronic HBV patients, high levels of functional HBc-specific T 

cells displaying efficient antigen-restricted functions and able to lyse HBV infected 

hepatocytes could be elicited by the irradiated peptide-pulsed pDC line. Eventhough 

intrahepatic HBV-specific T cells are known to be in an exhaustion state18, the strong 

induction of specific T cells from LIL strengthened the potency of the pDC-based strategy. 

The peptide-loaded pDCs induced higher levels of specific T cells compared to peptide alone 

and faster immune response compared to mDCs, where similar level of HBc-specific T cells 

could be induced but upon 3 weeks of stimulation22. Virus-specific T-cell responses are 

thought to be responsible for both viral clearance and disease pathogenesis during HBV 

infection, therefore potentially restraining the use of such immunotherapies. Yet a strong 

cytotoxic response has been described in the absence of liver damage7, and it has been 

demonstrated that the quantity of virus produced within hepatocytes influences the virus-

specific CD8 T-cell function35. Regulating the viral load using antiviral drugs may allow 

controlling the balance between the cytotoxic and inflammatory effects of virus-specific T 

cells. 
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Interestingly we demonstrated that regulatory T cells and HBe antigen status are critical 

factors determining the ability of patients to elicit anti-HBV immune responses upon pDC 

stimulation. It has been suggested that regulatory T cells contribute to the impaired immune 

response in chronic HBV patients36, 37 and may inhibit the expansion and function of HBc-

specific cytotoxic T cells38. Besides, HBeAg is known to be immunoregulatory and to 

modulate the immune response to HBc antigen39. In accordance with our findings, it has 

been shown that an mDC-based vaccine pulsed with HBV-derived peptides elicited a 

stronger immunity to HBV in HBeAg-negative patients compared to HBeAg-positive 

patients40. Our observations confirm that HBeAg and regulatory T cells are also critical 

factors determining the success of immunostimulation with pDCs and should be taken into 

consideration for optimizing future approaches to HBV treatment. Moreover, our data 

supports the hypothesis that treatment with nucleoside/nucleotide analogues is not 

associated with reinforcement of anti-viral T cell responses. 

In the aim to demonstrate the strong capacity of our approach in vivo we developed a new 

Hepato-HuPBL mouse model consisting in humanized mice engrafted with virus-producing 

hepatocyte cell line. Indeed the existing chimeric and transgenic models are not suitable for 

testing such immunotherapies that required both the context of a human immune system and 

HBV infected human hepatocytes. The trimera mouse model41 and the human liver-uPA-

SCID model further infected with HBV42 are devoid of immune cells, the HBV transgenic 

mouse43 is restricted to a murine context, and HLA-A2 transgenic mice19, 44 allowed epitope 

discovery but not therapeutic testing due to the absence of the virus. Thanks to the Hepato-

HuPBL mouse model we clearly showed that pDCs can in vivo elicit fully functional virus-

specific T cells able to slow down the development of the infected hepatocyte line and 

importantly reduce dramatically the viral load. This model appears to be helpful to perform 

pre-clinical in-vivo studies of new immunotherapeutic approaches currently developed to 

fulfill HBV-specific cellular immune responses. 
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Altogether, these results lead us to postulate that a pDC-based strategy could represent an 

interesting new way to elicit HBV-specific immune responses due to its potent efficacy and 

simple design. On the contrary to autologous mDC-based vaccine that required patients’ 

cells to generate the antigen-presenting cells, the pDC strategy could be directly apply to all 

HLA-A*0201+ patients and used as an active or adoptive immunotherapy. Both of these 

settings have already been tested in chronic HBV patients and proved to be safe16,40. A pDC-

based strategy could be used in combination with anti-viral treatments that will lower the viral 

load and therefore limit the risk of liver damage. It has been shown that a restoration of 

specific T-cell responses could occur in this setting45. Interestingly a reduction of HBeAg load 

could be observed upon anti-viral treatments in some patients46 and HBs seroconversion 

achieved following mDC-based vaccine40. 

This study demonstrates the ability of pDCs to efficiently stimulate potent viral-specific T cells 

in HBeneg chronic HBV patients, contributes to the identification of critical factors for 

successful therapies, and establishes a unique pre-clinical model to test anti-HBV 

immunotherapeutic strategies. Following anti-viral therapies, the elimination of persistently 

infected hepatocytes remains a major therapeutic goal to cure chronic HBV infection. Our 

strategy, allowing restoring functional anti-HBV effectors critical for the control and clearance 

of the virus, provides the bases of the development of a potential novel immunotherapeutic 

approach for chronic HBV patients.  
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Figure legends 

 

Figure 1. Induction of HBc-specific T cells from HLA-A*0201+ chronic HBV patients using the 

HBc-loaded pDC line in vitro. PBMC or LIL from chronic HBV patients were stimulated once 

a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201-restricted HBc peptide. HBc-specific T cells 

were analyzed by flow cytometry using HLA-A*0201 specific tetramers. (A) Tetramer labeling 

of HBc-specific T cells initially (d0) and at d7 and d14 of culture (dotplots gated on CD8 T 

cells). One representative responder and non-responder patient. (B) Evolution of the 

percentage of HBc-specific T cells obtained from PBMC of 94 chronic HBV patients (44 

responders and 52 non-responders) (2 patients were performed twice, see Supplementary 

Figure 2) or (C) LIL of 6 patients (4 responders, 2 non-responders). 

 

Figure 2. Level of regulatory T cells and HBe status distinguish responders from non-

responders chronic HBV patients to pDC stimulation. (A) PBMC from healthy donors or 

chronic HBV patients were stimulated once a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201-

restricted Flu peptide and cultured during 14days. Flu-specific T cells were analyzed using 

HLA-A*0201 specific tetramer at d14 of culture in healthy donors (n=20) and chronic HBV 

patients (28 responders and 28 non-responders to the pDC stimulation). (B) Analysis of 

FoxP3+CD25+CD4+ regulatory T cells by flow cytometry within unstimulated PBMC of 

chronic HBV patients (13 responders and 17 non-responders to the pDC stimulation). (C,D) 

PBMC were stimulated once a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201-restricted HBc 

peptide and cultured during 14days. HBc-specific T cells were analyzed using HLA-A*0201 

specific tetramer. (C) The percentage of HBc-specific T cells at d0 and d14 of culture was 

measured in different subgroups of chronic HBV patients: inactive carrier, treated or 

untreated patients positive or negative for HBeAg (bars at mean). (D) Levels of HBc-specific 

T cells at d14 in HBeneg and HBepos HBV patients. 
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Figure 3. Comparison of the induction of HBc-specific T cells from chronic HBV patients 

using peptide-loaded pDC line or peptide alone in vitro. PBMC from chronic HBV patients 

(n=9) were stimulated by the pDC line loaded with HBc peptide (1-10µM) or directly by the 

HBc peptide (1-10µM). HBc-specific T cells were analyzed by flow cytometry using HLA-

A*0201 specific tetramer initially (d0) and at d10 of culture. (A) Percentage of HBc-specific T 

cells at d10 of culture. (B) Amplification of the absolute numbers of HBc-specific T cells from 

d0 to d10.  

 

Figure 4. Functionality of the HBc-specific T cells elicited by the pDC cell line. PBMC were 

stimulated once a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201-restricted HBc peptide and 

cultured during 14days. (A) Cytotoxic activity of HBc-specific T cells was measured towards 

T2 cells loaded with HBc peptide or control peptide or K562 cells at different effector/target 

ratios by a 51Cr release assay. One representative experiment (left panel) and pool of 8 

experiments (right panel). (B) Cytotoxic activity of HBc-specific T cells was measured 

towards HBV infected human hepatocytes. HBc-specific T cells were incubated with a mix of 

CFSElow labeled HepG2 and CFSEhigh labeled HepG22.15 or in control condition and the 

percentage of each CFSE pic was measured by flow cytometry 24h later (upper panel). The 

percentage of specific lysis of HepG22.15 and absolute number of HBc-specific T cells were 

calculated for each patient (lower panel). (C) Expression of CD107 on the surface of the 

HBc-specific T cells measured after restimulation of HBc-specific T cells with T2 cells loaded 

with HBc peptide or a control peptide. One representative patient (upper panel) and data 

obtained with 10 patients (lower panel). 

 

Figure 5. Induction of HBc- and HBs-specific T cells upon vaccination with the pDC line in-

vivo in a humanized mouse model. (A) Immunodeficient NOD-SCIDβ2m-/- mice were 

humanized with PBMC from a resolved HLA-A*0201+ patient and treated with the pDC 
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loaded with HLA-A*0201 restricted HBc/HBs peptides once a week. (B) PBMC from the 

resolved HBV patient were stimulated once a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201 

restricted HBc and HBs peptides. HBc- and HBs-specific T cells were analyzed by flow 

cytometry using HLA-A*0201 specific tetramer initially and at d14 of culture (dotplots gated 

on CD8 T cells). Tetramer Pol was used as control. One representative experiment. (C,D) 

After two vaccinations, HBc- and HBs-specific T cells were analyzed by tetramer labeling on 

cell suspensions at the injection site, in the draining lymph nodes, spleen and blood. 

Tetramer Pol was used as control. (C) One representative HuPBL mice and (D) percentage 

of HBc- and HBs-specific T cells obtained from 11 vaccinated HuPBL mice. 

 

Figure 6. Therapeutic efficacy of the pDC vaccine in-vivo in a humanized mouse model 

towards HBV infection. (A) Immunodeficient NOD-SCIDβ2 m-/- mice were humanized with 

PBMC from a resolved HLA-A*0201+ patient and vaccinated once a week with the pDC 

loaded with HLA-A*0201 restricted HBc and HBs peptides or Pol peptide as control. After 

one vaccination, HuPBL mice were transplanted subcutaneously with a human hepatocyte 

cell line infected (HepG22.15) or not (HepG2) with HBV. Hepato-HuPBL mice were followed 

during 15days after transplantation. (B) Evolution of the HepG2 or HepG22.15 growth. (C) 

Tumor size measured at d15. (D) Blood viral load measured at d15. Pool of two experiments 

with respectively 7 and 8 Hepato-HuPBL mice. (E) Analysis of HBc- and HBs-specific T cells 

at the tumor site by tetramer labeling (dotplots gated on CD8 T cells). Tetramer Pol was used 

as control. One representative Hepato-HuPBL mouse. 
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Supplementary Figure legends 

 

Supplementary figure 1. Proliferative potential and clinical parameters of responders and 

non responders chronic HBV patients. (A) PBMC from healthy donors (n=5) and chronic HBV 

patients (5 responders and 5 non responders) were cultured for 5 days in presence of PHA 

or OKT3 and proliferation was measured using a 3H-thymidine assay. (B,C) Comparison of 

clinical parameters of chronic HBV patients between responders and non responders to pDC 

stimulation. (B) Blood viral load, (C) ALT level in blood. (D) Comparison of levels of HBc-

specific T cells at d14 between untreated and treated HBV patients. 

 

Supplementary figure 2. Evolution of HBe antigen status and response to the pDC 

stimulation for two chronic HBV patients. PBMC were stimulated once a week with the pDC 

cell line loaded with HLA-A*0201-restricted HBc peptide and cultured for 14 days. HBc-

specific T cells were analyzed by flow cytometry using HLA-A*0201 specific tetramer at d0 

and d14 (dotplots gated on CD8 T cells) for two different blood samplings taken at 6 months 

interval for each patient. (A) Patient with an HBeAg status positive for the first sampling but 

negative for the second. (B) Patient with an HBeAg status negative for the first sampling but 

positive for the second. 

 

Supplementary figure 3. PD1 expression by HBc-specific T cells. PBMC were stimulated 

once a week by the pDC line loaded with HLA-A*0201-restricted HBc peptide. Expression of 

PD1 was assessed on HBc-specific T cells at d14 of culture. 
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Tables 

 

Table 1 

Clinical characteristics of the different subgroups of chronic HBV patients used in the study 

 

 

Patients 
characteristics 

Inactive 
carriers 

Untreated chronic 
HBV patients 

HBe- 

Untreated chronic 
HBV patients 

HBe+ 

Treated HBV 
patients 

HBe- 

Treated HBV 
patients 

HBe+ 

N = 17 24 5 42 6 

Age (Years) 45±9 43±13 31±10 55±13 49±21 

Sex 

(% M/W) 
59/41 65/35 60/40 71/29 83/17 

Viral load 

(IU/ml) 
32±68 4.6x10

6
±22.4x10

6
 72.4x10

6
±106.1x10

6
 719±4565 1490±3455 

ALT level 
(IU/ml) 

22±15 44±31 217±400 35±22 49±23 

Cirrhosis (%) 0 0 0 7.1 16.7 

Hbe antigen 
status 

Negative Negative Positive Negative Positive 
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THESE SOUTENUE PAR : Mr Martinet Jérémie 

TITRE : Potentiel immuno-thérapeutique des pDCs dans l’hépatite B chronique. 

CONCLUSION 

Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer, ex vivo à partir de 

prélèvements sanguins et hépatiques de patients atteints d’hépatite B chronique,  

la capacité de la lignée de pDC à restaurer une immunité antivirale fonctionnelle 

en contexte HLA-A2 restreint. La lignée de pDC est ainsi capable d’amplifier 

chez certains patients « répondeurs » à partir de PBMC et de LIL des 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques spécifiques des antigènes HBc et HBs et 

fonctionnels, capables d’éliminer les hépatocytes infectés.  

De plus, nous avons pu observer dans un modèle de souris immunodéficientes, 

humanisées, reconstituées avec des PBMC et transplantées avec des hépatocytes 

transfectés avec le VHB, que la lignée de pDC était capable d’induire des 

lymphocytes T CD8 cytotoxiques spécifiques du VHB in vivo. Ces lymphocytes 

T sont capables de lyser spécifiquement les hépatocytes infectés par le virus et 

de réduire la charge virale dans la souris. 

Néanmoins, chez un certain nombre de patients « non répondeurs », la lignée de 

pDC n’a pas permis l’amplification de lymphocytes T CD8 spécifiques ex vivo. 

Nous avons ainsi pu observer que la présence de l’antigène HBe ou d’un fort 

taux de cellules T régulatrices chez ces patients était associée à une non-réponse 
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à la stimulation par la lignée de pDC. Les mécanismes par lesquels ces éléments 

sont capables d’inhiber la stimulation par la pDC nécessitent d’être étudiés afin 

de pouvoir mieux comprendre les capacités d’échappement du virus à 

l’immunité  

La lignée de pDC pulsée et irradiée pourrait donc être utilisée comme 

immunothérapie contre le VHB afin de restaurer une immunité fonctionnelle 

qui, contrairement aux thérapeutiques antivirales classiques, bien qu’induisant 

une disparition de la charge virale, ne sont pas capables de contrôler 

définitivement le virus. Pour cela il serait nécessaire d’étudier l’influence de la 

lignée de pDC sur la réponse lymphocytaire B, autre élément essentiel de 

l’immunité anti-HBV. 

Enfin, le transfert clinique de cette stratégie nécessiterait d’étudier les risques 

cytotoxiques de la réactivation d’une immunité spécifique contre le VHB afin 

d’établir un protocole d’administration utilisable en clinique avec le moins 

d’effets indésirables possibles. 
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Résumé :  
La réponse immune lors d’une infection par le VHB est essentielle pour éliminer le virus. 

Ainsi la restauration d’une immunité fonctionnelle anti-VHB pourrait représenter une 

approche d’immunothérapie très intéressante. Les cellules dendritiques plasmocytoides (pDC) 

jouent un rôle crucial dans l’immunité antivirale de part leur capacité à capturer et apprêter les 

antigènes viraux afin d’induire une réponse immune adaptative. C’est pourquoi nous avons 

pour la première fois évalué le potentiel des pDCs à restaurer l’immunité anti-VHB en 

contexte d’hépatite B chronique. Nous avons utilisé une lignée de pDCs HLA-A*0201
+
 

chargée avec des peptides HLA-A*0201 restreints dérivés des antigènes HBc et HBs du virus 

afin d’amplifier des lymphocytes T spécifiques ex vivo à partir de patients atteints d’hépatite 

B chronique. Nous avons ensuite établi un modèle de souris humanisées (Hepato-HuPBL) 

afin d’évaluer le potentiel thérapeutique de la stratégie in vivo. La stimulation de PBMC ou 

de lymphocytes infiltrant le foie (LIL) issus de patients HLA-A*0201
+ 

par la lignée de pDC 

chargée avec le peptide HBc a pu amplifier une réponse Lymphocyte T spécifique dans 45,8% 

des cas. Les lymphocytes T CD8 issus du groupe de répondeurs étaient capables d’exprimer 

CD107 après restimulation et de lyser des hépatocytes infectés in vitro. Le groupe de non 

répondeurs était caractérisé par la présence d’Ag HBe et un plus fort niveau de lymphocytes T 

régulateurs. L’efficacité thérapeutique du vaccin de pDC a été évaluée dans un modèle de 

souris immunodéficientes reconstituées avec des PBMC d’un patient ayant résolu l’infection 

au VHB et xenotransplantées avec des hépatocytes humains infectés ou non par le VHB. La 

vaccination de ces souris Hepato-HuPBL avec la lignée de pDC chargée avec les peptides 

HBc et HBs a permis l’amplification de lymphocytes T CD8 spécifiques du VHB capables de 

lyser spécifiquement les hépatocytes infectés in vivo. En conclusion, la lignée de pDC 

chargée avec des peptides dérivés du VHB est capable d’amplifier des lymphocytes T CD8 

spécifiques du VHB et fonctionnels in vitro et in vivo. Cette nouvelle stratégie 

d’immunothérapie pourrait donc restaurer une immunité antivirale et permettre l’élimination 

du virus chez les patients atteints d’hépatite B chronique. 

 

Abstract: 
The immune control of HBV infection is essential for viral clearance. Restoring functional 

anti‐HBV immunity is therefore a promising immunotherapeutic approach. Plasmacytoid 

dendritic cells (pDC) play a crucial role in anti‐viral immunity due to their ability to capture 

and process viral antigens and subsequently induce adaptive immune responses. We therefore 

investigated for the first time the potential of pDCs in triggering anti‐viral immunity against 

HBV. We used a HLA‐A*0201
+
 pDC line loaded with HLA‐A*0201-restricted peptides 

derived from HBc/HBs antigens to amplify specific T cells ex-vivo from chronic HBV 

patients and established an Hepato-HuPBL humanized mouse model to address the 

therapeutic potential of the strategy in vivo. Stimulation of PBMC or liver-infiltrated 

lymphocytes from HLA‐A*0201
+
 chronic HBV patients by the HBc peptide-loaded pDC line 

elicited HBV-specific CD8 T cells in 45.8% of cases. The specific T cells of the “responder” 

group were able to express CD107 upon restimulation and lyse infected hepatocytes in-vitro. 

The “non-responder” group of patients was characterised by the presence of HBeAg or higher 

level of regulatory T cells. The therapeutic efficacy of the pDC-vaccine was evaluated in 

immunodeficient NOD-SCIDβ2m
-/-

 mice reconstituted with HBV patients’ PBMC and 

xenotransplanted with human HBV-infected hepatocytes. Vaccination of Hepato‐HuPBL 

mice with the HBc/HBs peptide‐loaded pDC line elicited HBV-specific T cells in-vivo able to 

specifically lyse infected hepatocytes. pDCs loaded with HBV‐derived peptides can elicit 

functional virus-specific T cells in-vitro and in-vivo. This new cell-based immunotherapeutic 

strategy could restore functional anti‐viral immunity and clear the virus in chronic HBV 

patients.  


