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1. INTRODUCTION

L’infection par le virus de 1’hépatite C (VHC) est un probléme de santé publique
dans le monde. La séroprévalence du VHC est estimée a 1,15 % en France, dont 81% de
sujets virémiques (Dubois et all%). La principale caractéristique de I’infection par le
VHC est la fréquence du passage a la chronicité, observée dans environ 70% des cas,
avec un risque d’évolution vers la cirrhose et le carcinome »hépatocellulaire. Certains
facteurs liés a ’hdte (4ge, sexe, consommation d’alcool) ou au virus (génotype, quasi-
especes) pourraient influencer 1’histoire naturelle de la maladie, trés variable selon les
individus.

Le seul traitement de 1’hépatite chronique C ayant prouvé une certaine efficacité
en monothérapie est I’interféron alpha (IFNa.). Cette efficacité est cependant limitée
puisque le taux de réponse biochimique soutenue (normalisation de l'activité sérique de
I'ALAT) reste inférieur 25% aprés un traitement de 12 mois (Poynard et al69), et est
proche de 15 & 20% en terme de réponse virologique soutenue (négativation de I’ARN
sérique du VHC). Les principaux facteurs prédictifs connus de réponse au traitement
sont les facteurs virologiques, en particulier la charge virale et le génotype (Martinot-
Peignoux et al56).

La réponse immunitaire de 1’hote joue treés probablement un réle important dans
I’histoire naturelle de la maladie mais est encore peu connue. Cette réponse semble
prépondérante pour obtenir I’éradication du virus aprés infection aigu€, mais elle
pourrait également participer a la constitution des 1ésions hépatiques & la phase
chronique de I’infection. La réponse immunitaire de ’hdte en particulier a médiation
cellulaire pourrait également influencer I’efficacité du traitement par IFNa, qui posséde
des propriétés anti-virales mais aussi immunomodulatrices. L.’importance respective de
ces deux mécanismes n’est cependant pas connue.

Les buts de notre travail ont donc été de : 1) évaluer chez les malades atteints
d’hépatite chronique C trait€s par IFNo la réponse des lymphocytes T périphériques

anti-VHC, en étudiant in vitro leur activation, leur prolifération, et leur sécrétion de




cytokines en réponse a une stimulation par des protéines virales recombinantes, 2)
identifier les corrélations existant entre la réponse lymphocytaire T et les
caractéristiques cliniques, biochimiques, virologiques et histologiques des malades, et

3) rechercher d’éventuels parametres de la réponse lymphocytaire T pouvant étre

prédictifs de la réponse au traitement par IFNo.






2. RAPPELS THEORIQUES

2.1. LE VIRUS DE L’HEPATITE C (VHC)

Le VHC a été découvert en 1989 grice aux techniques de biologie moléculaire
avant méme que le virus soit vu en microscopie électronique ou cultivé in vitro. Il s’agit
d’une particule enveloppée de la famille des Flaviviridae de 55 a 65 nm de diameétre
constituée d’'un ARN messager monocaténaire de polarité positive. Cet ARN messager,
de 9,4 Kb, correspond a un cadre de lecture ouvert unique codant pour une polyprotéine
de 3010 acides aminés. Celle-ci est secondairement clivée par des protéases cellulaires
et virales pour donner naissance aux différentes protéines virales. Celles-ci peuvent étre
structurales (enveloppe: E1, E2/NS1, capside: C) ou non structurales (NS2, NS3, NS4
et NS5) (Annexe 1). Le role de ces protéines non structurales reste encore imprécis.
NS5 code pour une ARN polymérase-ARN dépendante, et NS3 code pour une hélicase
et pour une sérine protéase qui clive la polyprotéine au niveau des jonctions NS3/NS4
et NS4/NS5. Le cycle de réplication virale est encore peu connu, compte-tenu de
I’absence a I’heure actuelle de systeme de culture efficace.

La principale particularité du VHC est sa grande variabilité génomique, le taux
de mutation avec la réplicase virale étant estimé 2 2.10 -3 /nucléotide/an. Cette
variabilité a permis de définir différents génotypes, actuellement classés de 1 a 6,
I’appartenance a un méme génotype nécessitant au minimum 70% d’homologie. 1l
existe au sein de chaque génotype un classement en sous-types lorsque 1’homologie est
inférieure a 80%. De plus, chez un individu donné, plusieurs sous-populations virales
peuvent émerger et coexister au cours de 1’infection, cet équilibre définissant une
répartition virale de type “quasi-espéces”. La variabilit€é nucléotidique touche
préferentiellement certaines régions du génome, en particulier E2/NS1 (région
hypervariable I) et NS5, alors que d’autres régions du génome sont trés conservées

(capside, extrémité 5’ non codante).




Le tropisme viral n’est pas exlusivement hépatocytaire, puisque des séquences
d’ARN viral ont été détectées dans les cellules mononucléées (lymphocytes et
monocytes) du sang périphérique par PCR (Zignego et al99). Ce site pourrait constituer

un réservoir de virus en particulier au cours des traitements anti-viraux.

2.2. HISTOIRE NATURELLE DE L'INFECTION PAR LE VHC

L'infection par le VHC entraine une hépatite aigué le plus souvent
asymptomatique, détectable par une hypertransaminasémie et une virémie d'apparition
précoce. Plus de 70 % des sujets infectés évoluent vers la chronicité (Dibisceglie et
all7). Les facteurs responsables de cette évolution soit vers la guérison, soit vers la
chronicité sont encore mal connus. Plusieurs études ont suggéré que la réponse
immunitaire de 1’hote était déterminante pour obtenir une éradication virale (Diepolder
et all8, Tsai et al®1). A la phase chronique de I’infection, le risque est alors la survenue
d'une cirrhose et d'un carcinome hépatocellulaire (Alter et al?, Seef et al81l). La
prévalence de la cirrhose a été estimée a 20 % apres 16 ans d'évolution, ce risque étant
surtout connu chez les malades contaminés par transfusion sanguine (Koretz et al44).
Dans I'étude de Tong et al%0, le délai moyen d'apparition de la cirrhose était de 20,6 +
10,1 ans. Certains facteurs peuvent cependant modu‘ler le risque d'évoluer vers la
cirrhose. Les facteurs virologiques tel que le génotype ou le niveau de la virémie,
initialement incriminés ne jouent probablement pas de role majeur (Benvegnu et al4;
Lau et al47). A l'inverse, les facteurs liés A 1'hdte semblent déterminants. Plusieurs
études récentes ont montré que 3 facteurs indépendants étaient significativement
associés a un risque accru de cirrhose: un dge de contamination supérieur a 40 ans, le
sexe masculin et une consommation journaliere d'alcool supérieure a 50 g (Poynard et
al68, Serfaty et al82). Le role joué par la réponse immunitaire de 1’hdte pourrait étre
déterminant mais reste actuellement peu connu.

L'évolution vers le carcinome hépatocellulaire se fait presque exclusivement sur

cirrhose préexsistante. Son incidence chez les malades cirrhotiques a été estimée par les




auteurs japonais 2 21 % a 5 ans, 53 % 4 10 ans et 75 % a 15 ans (Ideka et al37).
L'incidence annuelle du carcinome hépatocellulaire se situe en Europe entre 3 et 5 %

(Serfaty et al83).

2.3. PHYSIOPATHOLOGIE

A la phase chronique de I’infection, deux mécanismes potentiels sont incriminés
pour expliquer les lésions hépatiques liées au VHC: un mécanime cytopathique direct
du virus sur les cellules cibles et un mécanisme immunitaire humoral et cellulaire en
réponse a l'agression virale. En 1’absence de systéme de culture efficace, 'importance
respective de ces deux mécanismes n'est actuellement pas connue (Gonzales-Peralta et
al31). Plusieurs arguments sont en faveur d’un effet cytopathique direct du VHC, qui
appartient & la famille des pestivirus, virus habituellement cytopathiques. Apres
transplantation hépatique, des formes d’hépatites fibrosantes cholestatiques d’évolution
rapide ont été décrites, en 1’absence d’infiltration lymphocytaire majeure (Schluger et
al’7). De méme, au cours des co-infections VHC-VIH, Causse et all3 ont suggéré que
les 1ésions histologiques, en particulier la fibrose, étaient plus intenses qu’en cas
d’infection virale C isolée. A 1’opposé, de nombreux facteurs plaident en faveur du role
de la réponse immunitaire dans la génése des 1ésions hépatiques. Premiérement, les
virus cytopathiques sont rarement responsables d’infections chroniques.
Deuxi¢mement, il existe des patients virémiques ayant des transaminases normales et
une histologie hépatique normale (Brillanti et al®). L’administration de corticoides
entraine de plus une diminution des transaminases associée a une augmentation de la
virémie (Fong et al26). Enfin, ’intensité de Iinfiltration lymphocytaire associée & une
expression des molécules d’adhésion endothéliales et hépatocytaires semble corrélée a
I’importance des lésions histologiques nécrotico-inflammatoires et & I’activité sérique
de ’ALAT (Mosnier et al60).

Quelque soit le mécanisme initial responsable de 1’atteinte hépatocytaire,

I'infection par le VHC entraine une réaction inflammatoire portale constituée
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essentiellement de lymphocytes qui vont détruire la lame bordante hépatocytaire et
créer des lésions de nécrose parcellaire. Ces lésions nécrotico-inflammatoires vont
aboutir a la constitution d'une fibrose par rupture de I’équilibre dynamique entre
fibrogénese et fibrinolyse. L'infection de 1'hépatocyte ou de la cellule biliaire par le
VHC entraine initialement une activation des cellules de Kiipfer. Celles-ci vont sécréter
des cytokines comme 1'IL1 et I'TFNY, stimulant les lymphocytes T CD4, et des facteurs
de croissance comme le PDGF ou le TGF (Friedman?27). Ces facteurs vont & leur tour
stimuler des cellules quiescentes du mésenchyme notamment les lipocytes (ou cellules
de Ito) et des fibroblastes portaux. Ainsi activées, ces cellules vont se transformer en
myofibroblastes, a 1’origine de la syntheése des molécules de la matrice extra-cellulaire.
Celles-ci, produites en exces, s'organisent dans la matrice pour aboutir a la fibrose

(Schuppan et al’8).

2.4. REPONSE IMMUNITAIRE ANTI-VIRALE C

Au cours de I’hépatite virale C, il existe de nombreux arguments en faveur d’une
importante sollicitation du systtme immunitaire a la fois humorale et cellulaire de
I’hdte. A la phase aigu€ de I’infection, celle-ci apparait donc fondamentale pour
permettre 1’éradication du virus et la guérison (Diepolder et all8), En revanche, 2 la
phase chronique, la réponse immunitaire pourrait participer & la génése des 1ésions

hépatiques (Napoli et al63),

2.4.1. Mécanismes généraux de ’immunité antivirale

Le cycle d’un virus, parasite intra-cellulaire obligatoire, comporte une phase de
dissémination humorale et une phase de réplication intra-cellulaire. Chacune de ces
phases constitue une cible potentielle pour 1’intervention de la réponse immunitaire de
I’hote, dont le but est I’inhibition de la propagation virale et 1’élimination des cellules

infectées.
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2.4.1.1. Effecteurs de la réponse immunitaire

Au cours de la phase initiale de dissémination humorale du virus, la réponse
immunitaire de 1’héte est d’abord non spécifique, faisant intervenir le complexe
d’attaque du complément, 1’opsonisation du virus, et les cellules natural killer. Cette
réponse non spécifique va favoriser la phagocytose des particules virales par les
monocytes/macrophages, & ’origine de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
comme I'IL1, I'TL6 et le TNFa qui vont amplifier le phénomene. Les antigeénes viraux
ainsi phagocytés sont ensuite protéolysés en petits peptides d’environ 13 a 15 acides
aminés, puis présentés a la surface des cellules, €galement appelées cellules
présentatrices de 1’antigene (CPA). La présentation de ces antigénes “apprétés”
s’effectue en association avec une molécule de classe II du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH). Celle-ci, formée de 2 chaines o et P fixe le peptide
antigénique dans une poche formée par les replis de 1a molécule.

Le complexe peptide antigénique/molécule de classe II du CMH est reconnu
spécifiquement par des lymphocytes T auxiliaires, de phénotype CD4. La spécificité de
I’interaction est assurée par la fixation de la molécule CD4 au domaine B2 des
molécules HLA de classe II. Apres avoir reconnu I’antigene viral, les lymphocytes T
CD4 vont étre activés et sécréter différentes cytokines qui vont réguler les lymphocytes
B et les lymphocytes T de phénotype CDS.

Les lymphocytes B activés, transformés en plasmocytes, sont capables de
produire des anticorps spécifiques dirigés contre de nombreux épitopes viraux. Les
anticorps neutralisants, généralement dirigés contre les protéines d’enveloppe, jouent un
role primordial en inhibant la pénétration du virus dans la cellule cible en I’empéchant
de se fixer a son récepteur membranaire. Ils pourraient également favoriser 1’agrégation
des protéines virales et faciliter leur phagocytose par les macrophages et les
polynucléaires neutrophiles (Ferrari et al?4). Le virus est en revanche protégé des

anticorps neutralisants dés qu’il a pénétré dans la cellule cible. Le systéme immunitaire
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a médiation cellulaire devient alors le systeme de défense principal contre 1’agression
virale.

Les lymphocytes T CD8 ont une action cytotoxique vis & vis des cellules
infectées par les virus. Celles-ci présentent a leur surface de petits peptides viraux de 8 &
10 acides aminés, synthétisés par la cellule (voie de présentation endogene) et li€s a un
complexe constitué d’une molécule de classe I du CMH et de la 32 microglobuline.
L’interaction entre les lymphocytes T cytotoxiques et les molécules de classe I est due a
la fixation de la molécule CD8 au domaine o3 de la molécule HLA de classe 1. Apres
fixation sur les cellules infectées, les lymphocytes T cytotoxiques liberent différentes
substances dont la perforine et les granzymes A et B, capables respectivement de
provoquer la nécrose ou 1’apoptose des cellules infectées; et d’autres cytokines pouvant
avoir un effet direct sur la réplication virale et sur le recrutement de macrophages. Les
Iymphocytes T cytotoxiques peuvent également induire directement 1’apoptose des
cellules infectées par la voie Fas/Fas Ligand (Stenger et al®5),

Les cellules infectées peuvent également étre recouvertes d’anticorps et étre la
cible des cellules natural killer (NK), celles-ci possédant des récepteurs spécifiques pour
la fraction constante des immunoglobulines (phénomene de cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps). Les cellules NK peuvent également lyser de
maniére non spécifique les cellules infectées, en particulier celles n’exprimant pas

d’antigéne HLA a leur surface.

2.4.1.2. Régulation. Réle des cytokines TH1/TH2

En 1986, Mosmann et al®! ont rapporté que les clones de lymphocytes CD4 (+)
pouvaient, chez la souris, étre divisés en deux classes, appelées TH1 et TH2 en fonction
de leur profil de sécrétion cytokinique. Les lymphocytes TH1 ont ét€ définis par leur
propriété a sécréter 1'IL2, I'IFNYy, et le TNF 8, alors que les lymphocytes TH2 ont été
définis par leur sécrétion d'TL4, d'IL5, d'IL6, d'IL10 et dTL13. Schématiquement, la

réponse TH1 est impliquée dans la réponse immunitaire & médiation cellulaire et la
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réaction inflammatoire, alors que la réponse TH2 entraine une production
d'immunoglobulines. 1l existe une régulation de la prolifération des lymphocytes TH1 et
TH2 par inhibition mutuelle par leur produits de sécrétion, I'IFNYy inhibant
sélectivement la prolifération TH2, 1’114 et 1'TL10 inhibant la prolifération THI.
L'importance de la réponse TH1 ou TH2 a été soulignée chez la souris infectée
expérimentalement par Leishmania major, parasite intra-cellulaire (Heinzel et al33),
Dans ce modele, une réponse cytokinique TH1 était associée a une é€radication du
parasite, alors qu'une réponse TH2 était corrélée a une forme 1éthale de l'infection. Le
choix de la différentiation vers TH1 ou TH2 reste actuellement débattu, mais des
parametres comme la dose d'antigéne inoculée, pouvant modifier I'affinité du complexe
peptide/CMH II pour le récepteur du lymphocyte CD4 (+), le type de cellules
présentatrices de 1’antigene, et le type de chimiokines (MIP1a, MCP1) ou cytokines
(IL4, IL12) présentes pourraient étre déterminants (Eckels et al21). Une fois déclenchée,
la polarisation TH1 ou TH2 semble difficile a renverser.

Le paradigme TH1/TH2 doit cependant étre interprété avec prudence, puisque
chez I’homme certains lymphocytes, appelés THO, sont capables de sécréter
simultanément des combinaisons variables de cytokines du groupe TH1 et TH2.
Cependant, méme chez I’homme, des profils de sécrétion cytokinique TH1 ou TH2
peuvent &tre dégagés dans des situations cliniques diverses. En cas d’infection par des
organismes intra-cellulaires (virus, parasites intra-cellulaires), le profil détecté est
habituellement de type TH1, favorisant une réponse T cytotoxique et natural killer.
Dans certaines infections comme la Iepre, il a ét€ montré qu'une réponse TH1 était
associée a une forme transitoire de la maladie alors qu'une réponse TH2 était corrélée a
une évolution chronique (Yamamura et al96). De méme, au cours de I’infection & VIH,
I’apparition d’un profil TH2 précéderait 1’apparition de I’immunodépression. Ces
données suggerent l'importance capitale de la réponse cytokinique initiale par les

lymphocytes CD4 (+) au cours des infections.
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2.4.2. Immunité anti-virale C

2.4.2.1. Réponse immunitaire humorale.

Des expériences chez le chimpanzé ont montré qu’il existait apres inoculation
virale une réponse humorale précoce dirigée contre les protéines structurales et non
structurales du VHC. Cette réponse humorale est & la base des tests sérologiques.
Cependant, aucune cinétique de réponse ne peut étre définie, et aucun profil de
séroconversion n’est corrélé a 1’éradication du virus. Des anticorps de classe IgM ont
été décrits mais ne sont pas nécessairement associés a une infection aigu€. Nagayama et
al®2 ont suggéré que la présence d’IgM dirigés contre la capside était associée a
I’activité histologique de la maladie et disparaissaient aprés réponse au traitement
antiviral, mais ces résultats n’ont pas été confirmés. En revanche, la présence
d’anticorps dirigés contre 1’enveloppe virale, en particulier E1, pourrait s’avérer
importante. Mangia et al53 ont récemment montré que les malades ayant une réponse
soutenue a I'IFNo avaient des titres initiaux €élevés d’anticorps anti-E1, suivis d’une
diminution rapide de ces titres sous traitement. Une diminution significative du titre
d’anti-E1 était également prédictive d’une réponse soutenue au traitement dans 1’étude
de Jeffers et al39.

Le caractére neutralisant de certains anticorps a récemment été démontré (Farci
et a123). La spécificité de ces anticorps neutralisants est encore imparfaitement connue.
Néanmoins, il a été suggéré que 1’épitope B majeur était situé sur la partie N-terminale
de la protéine d’enveloppe E2/NS1 (région HVR I) (Taniguchi et al86). L’ apparition de
mutations de HVR I sous la pression immunitaire pourrait favoriser 1’échappement du
virus & la réponse humorale, comme 1’ont suggéré des experiences d’inoculation au

chimpanzé (Farci et al23).
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2.4.2.2. Réponse immunitaire cellulaire

Les lymphocytes T cytotoxiques (CDS8) constituent les principaux effecteurs de
défense anti-virale. Ils reconnaissent des peptides viraux présentés par la cellule infectée
en association avec le complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH I). Au
cours de I’'infection virale C, une réponse cytotoxique a été détectée dans le foie et dans
le sang périphérique (Hiroishi et al34; Koziel et al45). Plusieurs épitopes, localisés sur
les protéines structurales et non structurales du VHC ont été déterminés, en particulier
localisés sur NS3. Ces données suggerent que I’infection évolue malgré la présence
d'une réponse cytotoxique, qui pourrait également participer a la géneése des 1€sions
hépatiques.

Une prolifération des lymphocytes CD4 (+) du sang périphérique a été mise en
évidence en réponse a plusieurs protéines, en particulier la protéine de capside et
NS3/NS4 (Botarelli et al’; Ferrari et al25), Une réponse proliférative CD4 (+) a
également été déterminée a partir de lymphocytes issus de biopsies hépatiques, en
particulier dirigée contre NS4 (Minutello et al57). Cependant, les épitopes reconnus par
les lymphocytes hépatiques et les lymphocytes du sang périphérique étaient dans cette
étude différents, suggérant une compartimentalisation lymphocytaire sur le site
principal de-l'infection. Le taux de lymphocytes CD4 (+) €tant normal au cours de
l'infection virale C, un déficit qualitatif de la réponse CD4 a été proposé pour expliquer
la persistance virale. La réponse qualitative CD4 initiale dépend de l'affinité du
récepteur du lymphocyte (TCR) pour le complexe peptides viraux/CMH II, et de la
présence de signaux auxiliaires. Le type de la protéine HLA de classe I pourrait donc
jouer un rdle a ce niveau. Certains groupes HLA, en particulier DRB1*1101 et
DQB1*0301 semblent étre plus fréquents chez les patients ayant spontanément éradiqué
le virus, alors que DRB1*0301 semble associé a une évolution chronique de 1’hépatite
(Hohler et al36; Alric et all). De la stimulation lymphocytaire CD4 initiale résulte une

sécrétion de différentes cytokines, impliquées dans la poursuite de la réaction
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immunitaire. Une sécrétion cytokinique inappropriée pourrait favoriser la persistance

virale.

2.4.2.3. Réponse cytokinique

L’immunité de type cellulaire semblant prépondérante au cours de I’infection a
VHC, I’importance de la réponse initiale des lymphocytes CD4 (+) TH1 pourrait &tre
déterminante a la phase aigué¢ de 1’infection. Plusieurs études récentes ont étudié le
profil de sécrétion cytokinique des lymphocytes CD4 (+) du foie et du sang
périphérique a la phase aigu€ et chronique de 1’infection. A la phase aigu€, deux études
récentes (Tsai et al°!; Lechman et al4%) ont suggéré qu’il existait une corrélation entre la
sécrétion d’IL2 et d’IFNY par les lymphocytes CD4 (+) du sang périphérique et une
évolution spontanée vers la guérison de I’hépatite. A I’inverse, la détection d’IL4 et
d'IL10 était associée a une évolution vers 'hépatite chronique. Les différentes études,
utilisant des méthodologies tres différentes, aboutissent cependant & des résultats parfois
discordants. Ainsi, & la phase chronique de 1’infection, alors que certaines études
retrouvent des taux sériques d’IL4 et d’IL10 élevés (Reiser et al’3), d’autres études
suggerent a I’inverse qu’il existe au niveau hépatique des lymphocytes essentiellement
THI1, pouvant étre corrélés a la sévérité des 1ésions histologiques hépatiques (Napoli et
al63). Malgré certains arguments, ces différentes études ne permettent pas d'associer
formellement une réponse THI1 a une évolution bénigne de la maladie. Ces études
soulevent également le probleme de l'interprétation des résultats li€ au matériel
cellulaire utilisé (lymphocytes hépatiques ou périphériques, CD4 (+) isolés, clones) et a
la technique de détection utilisée (ELISA sérique ou dans les milieux de culture, RT-

PCR des ARNm des cytokines).




2.5. TRAITEMENT PAR IFN o DE L'HEPATITE CHRONIQUE C

2.5.1. Les interférons (IFN)

Les IFN sont des protéines ou glycoprotéines naturelles impliquées dans la
réponse antivirale et sécrétées par tous les mammiferes. Les IFN sont classés selon les
cellules qui les sécretent, leur antigénicité et leur mode d'induction. Le type I comprend

I'TFN0;, secrété par les leucocytes et I'TFNP secrété par les fibroblastes alors que le type
II recouvre I'TFNY secrété par les lymphocytes activés. L'TFNa dont la synthése est
induite par les virus, est composé d'une vingtaine de sous-espéces. Il s'agit du premier
traiternent de 1'hépatite C ayant fait la preuve de son efficacité, avant 1’apparition de la

ribavirine.

2.5.2 Mécanismes d'action de I'IFN «

L'efficacité de 'TFNa repose principalement sur deux types d'activité biologique.
La premiere est une action antivirale médiée par la synthése de protéines enzymatiques
dont la 2'-5' oligo-adénylate synthétase, inhibant la traduction de I' ARNm viral (David
et al16), La deuxiéme est une propriété immunomodulatrice comprenant une activation
des lymphocytes natural killer et des macrophages, une augmentation de la cytotoxicité
des lymphocytes CD8, de l'expression des antigénes de classe I, et régulant la
production de certaines cytokines (Thomas et al®8). Indépendament de son activité
antivirale, I'lFNo. pourrait avoir une action antifibrosante, démontrée

expérimentalement sur des fibroblastes en culture (Jimenez et al40).

2.5.3 Efficacité de I'IFNo.

Trois critéres de jugement sont habituellement utilisés pour évaluer 1’efficacité

du traitement: la réponse biochimique (normalisation de I’activité sérique de 1’ALAT),
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la réponse virologique (disparition de I’ARN du VHC dans le sérum par technique
PCR), et la réponse histologique (diminution du score de Knodell ou de I’index
METAVIR).

Prescrit a la posologie de 3 MUI trois fois par semaine pendant 6 mois, I'TFN«
permet une normalisation complete de l'activité sérique de I'ALAT (réponse
biochimique immédiate) dans environ 50% des cas (Camps et all2, Marcellin et al>5).
Cependant plus de la moitié des patients répondeurs rechutent a 'arrét du traitement et
seuls 18% des patients traités ont une réponse biochimique prolongée définie
habituellement 6 mois aprés la fin du traitement (Poynard et al6%). Dans cette méta-
analyse, le pourcentage de réponse soutenue était de 38% si le traitement était poursuivi
pendant 12 mois, durée actuellement recommandée L utilisation de doses plus élevées
d’IFNo (6 MUI 3 fois par semaine) pourrait apporter un gain de 1’ordre de 10% en
terme de réponse soutenue, mais au prix d’effets indésirables plus fréquents.

La normalisation de I’activité sérique de I’ALAT n’est cependant associée a une
négativation de la virémie que dans 60 a 80% des cas, et le pourcentage de réponse
virologique soutenue se situe autour de 15 4 20% (Lin et al51; Angelini et al3). En
I'absence de négativation de la virémie aprés 3 mois de traitement, aucune réponse
virologiqure tardive n'est généralement observée. Les conférences de concensus
francgaise et américaine ont donc recommandé I’arrét du traitement & 3 mois chez ces
patients. Il est probablement possible d’identifier les patients non répondeurs plus
précocemment, aprés 1 mois et peut-&tre méme 1 semaine de traitement (Gavier et al28).

La réponse soutenue €tant habituellement définie par la normalisation de
l'activité sérique de ' ALAT associée a la négativation de la virémie persistante 6 & 12
mois apres 'arrét du traitement, 1'évolution a trés long terme des patients répondeurs
reste mal connue. Une étude récente a cependant montré 1’absence de rechute
biochimique et virologique associée & une amélioration ou une normalisation de
I’histologie hépatique chez la plupart des malades aprés un suivi médian de 5 ans

(Marcellin et al4).
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Le pourcentage de patients ayant une amélioration histologique aprés un
traitement de 12 mois est compris entre 90% et 56%, selon que la biopsie hépatique
post-thérapeutique est effectuée a la fin ou 6 mois apres la fin du traitement (Poynard et
al®9). Une deuxiéme méta-analyse récente portant sur I'histologie a montré qu'aprés
traitement il existait une amélioration moyenne du score de nécrose focale de 0,72 unité
Knodell, du score de nécrose périportale de 0,59, du score d'inflammation portale de
0,62 et du score de fibrose de 0,20 (Camma et alll). Néanmoins cette amélioration était
limitée aux seuls patients répondeurs durables et & un moindre degré aux patients

rechuteurs, et ne concernait pas les patients non répondeurs.

2.5.4. Facteurs prédictifs de réponse a I'IFNo.

De nombreux facteurs prédictifs de réponse au traitement ont été suggérés.
Certains sont li€s a 1’hdte, comme un Age inférieur a 40 ans, une durée de portage
courte, le sexe féminin, une consommation d’alcool inférieure a 20g par jour, 1’absence
de cholestase, de surcharge en fer, d’obésité ou de cirrhose. Les facteurs prédictifs de
réponse les mieux identifi€s sont cependant les facteurs virologiques. Dans une étude
récente, le génotype 1 et la présence d’une charge virale initiale élevée étaient en
analyse multivariée les deux seuls facteurs indépendants associés a une faible réponse
au traitement (Martinot-Peignoux et al56). D’ autres facteurs, comme la présence d’une
hétérogénéité virale importante (nombre de quasi-espéces élevé), ou 1’apparition de
mutations dans la région ISDR (geéne de résistance a I’IFNo) pourraient également avoir
une valeur proﬁostique péjorative (Moribe et al39, Enomoto et al22), En revanche,
I’importance de la réponse immunitaire de I’hdte comme facteur prédictif de réponse au

traitement n’a pas été évaluée. Celle-ci pourrait cependant s’avérer importante compte-

tenu des propriétés immuno-modulatrices de I'TFNc.
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3. MALADES ET METHODES

3.1. MALADES

Entre le 01/01/1997 et le 01/01/1998, 20 malades (12 hommes, 8 femmes, age
moyen: 43 £ 13 ans) porteurs d'une hépatite chronique C prouvée histologiquement ont
été prospectivement inclus dans I’étude. Les critéres d'inclusion comprenaient une
sérologie anti-VHC positive par un test ELISA de troisieme génération, une recherche
positive de 'ARN sérique du VHC par PCR, une hypertransaminasémie (ALAT > N), et
une histologie hépatique compatible avec une hépatite chronique virale C, avec ou sans
cirrhose. Les critéres d'exclusion étaient les suivants: dge inférieur a 18 ans, présence de
I’antigene HBs ou d'anticorps anti-VIH, autre cause d'’hépatopathie (alcoolique, auto-
immune, métabolique), cirrhose décompensée, grossesse ou allaitement, thrombopénie
< 75G/, neutropénie < 1,5G/1, créatininémie > 120pmol/1, dysthyroidie non équilibrée,
diabéte non équilibré, maladie cardio-vasculaire sévere, antécédents psychiatriques
séveres et traitement antérieur par interféron alpha. Un consentement éclairé écrit était
obtenu pour chaque malade, et I'étude a regu 'accord du comité consultatif de protection

des personnes dans la recherche biomédicale (CCPPRB) de Grenoble (Annexe 2).

3.2. PROTOCOLE THERAPEUTIQUE

Tous les malades ont été traités par IFNa. 2a (Laroféron®, Roche) a la posologie
de 3 MUI 3 fois par semaine pendant 12 mois selon les recommandations de ' AMM. Le
suivi clinique comprenait une consultation médicale tous les 3 mois pendant le
traitement et pendant une période de suivi de 6 mois. Sur le plan biologique, un
hémogramme et un dosage de I'ALAT étaient effectués tous les mois, et un dosage de la
TSH et des anticorps anti-thyroidiens tous les 3 mois. Un prélévement sanguin était
également réalisé€ tous les 3 mois, permettant d'effectuer les analyses virologiques sur
les sérums (charge virale, quasi-especes), et de recueillir les cellules mononucléées pour

I'analyse immunologique. La réponse thérapeutique immédiate était définie par la
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normalisation de ' ALAT associée a la négativation de ' ARN sérique du VHC par PCR
aprés 3 mois de traitement. La non réponse était définie par 'absence de négativation de
I'ARN du VHC a 3 mois, quelque soit le niveau de l'activité sérique de I'ALAT. Le

traitement était dans ce cas interrompu selon les recommandations de ' AMM.

3.3. MARQUEURS BIOLOGIQUES DU VHC

Les anticorps anti-VHC étaient recherchés par un test ELISA de troisieme
génération (Ortho ou Abbott) et par un test RIBA de troisitme génération (Ortho ou
Abbott).

Le génotype viral était déterminé avant traitement par séquencage direct (Visible
Genetics Inc). En bref, I’ARN viral était obtenu par extraction chimique a partir du
sérum, transcrit en ADN complémentaire et amplifi€ par RT-PCR dans la région 5’ non
codante. Le fragment obtenu, d’une taille de 300 paires de bases et couvrant la totalité
de la région 5’ non codante, était séquencée 2 1’aide d’un séquengeur automatique. Les
résultats obtenus étaient comparés & une base de donnée permettant d’identifier le type
viral, le sous-type et I’isolat.

L'ARN sérique du VHC était détecté quantitativement par une technique
standardisée de PCR compétitive (Amplicor Monitor®, Roche Diagnostic System, Béle,
Suisse) avant le début du traitement puis tous les 3 mois pendant la durée du traitement
et du suivi. En cas de PCR quantitative négative, une PCR qualitative (Amplicor®,
Roche) était utilisée pour augmenter la sensibilité du test.

La détermination du nombre de quasi-especes était effectuée avant traitement et
a 3 mois selon la méthode de Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP). En
bref, les fragments d’ADN complémentaires obtenus aprés PCR dans la région HVRI
étaient dénaturés par la chaleur puis refroidis brutalement, laissant les monobrins
séparés. Ces fragments d’ADN étaient soumis a une électrophorése non dénaturante
dans un gel de polyacrylamide, chaque brin se renaturant sur lui-méme et prenant une

conformation spécifique dépendante de sa séquence nucléotidique. Une différence dans
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la migration électrophorétique pouvait étre observée pour une variation de séquence de
I’ordre d’une mutation ponctuelle, chaque bande visualisée sur le gel correspondant
théoriquement a une séquence virale différente. La révélation était effectuée a 1’aide

d’une coloration de I’ ADN par le nitrate d’argent.

3.4. HISTOLOGIE HEPATIQUE

Une biopsie hépatique était réalisée pour tous les malades dans les 6 mois
précédant le début du traitement. L’évaluation des 1ésions histologiques a été effectuce
par un seu] anatomopathologiste n’ayant pas connaissance des caractéristiques cliniques
et biologiques des malades. Le score de Knodell et al#3, permettant de préciser
I’intensité de la nécrose hépatocytaire périportale (cotée de 1 & 10), la nécrose focale
(cotée de 1 a 4), I’inflammation portale (cotée de 1 & 4) et 1a fibrose (cotée de 1 2 4) a
été utilisé. L’index METAVIRS7, plus simple mais plus reproductible, prenant en
compte 1’activité (1ésions de nécrose, cotées de 0 a 3) et la fibrose (cotée de 0 4 4) a

également été utilisé.
3.5. ANALYSE IMMUNOLOGIQUE
3.5.1. Antigénes recombinants du VHC
Les antigenes de capside (C22), des régions non structurales NS3 (33c), NS4
(c100), et NS5 ont été produits comme protéines de fusion avec la superoxyde

dismutase dans des levures. Ces antigenes, dérivés d’un génotype la, avaient un degré

de pureté supérieur & 90%. Ils ont été fournis par Chiron Corporation.
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3.5.2. Cellules

Les cellules mononucléées du sang périphérique des malades étaient obtenues
apres prélevement de sang total (tubes Becton Dickinson) par gradient de centrifugation
sur Ficoll-hypaque, puis directement congelées. Pour cela, les cellules étaient mises en
suspension en milieu RPMI 1640 supplémenté en sérum A 20% & 4°C (1ml/10.106
cellules). Une solution de DMSO 2 40°C en eau distillée, diluée au 1/2 en milieu RPMI
supplémenté en sérum A 20% était ajoutée a 4°C, goutte a goutte, a la suspension de
lymphomonocytes. Les ampoules étaient mises directement a -80°C pendant 24h, puis
stockées dans 1'azote liquide.

Immédiatement avant leur mise en culture, les cellules étaient décongelées de la
maniére suivante: les ampoules étaient plongées dans un bain-marie a 37°C. Apres
remise en suspension, 1ml de RPMI sérum A 20% a 37°C était ajouté goutte a goutte,
puis aprés 10 minutes, 5 ml de RPMI sérum A 20% étaient ajoutés. Apreés
centrifugation a 350G pendant 10 minutes, le culot cellulaire était resuspendu dans 3 ml
de milieu RPMI sérum A 20% pendant 1 heure a température ambiante. Apreés une
nouvelle centrifugation, les cellules étaient resuspendues dans du milieu de culture,
numérées, et un contrdle de viabilité était effectué en microscopie optique sur cellule de

Malassez apres marquage au bleu trypan.

3.5.3 Milieu de culture

Le milieu de culture était constitué de RPMI 1640 (Gibco) supplémenté avec
2mM de glutamine (Boehringer), 1 mM de sodium de pyruvate (Sigma), 100 IU/ml de
pénicilline, 100pg/ml de streptomycine, 1% d'acides aminés non essentiels (MEM

100X, Boehringer), et 10% de sérum ABO.
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3.5.4. Mesure de la prolifération lymphocytaire

Pour chaque malade, les cellules mononucléées décongelées prélevées a MOJ1 et
M41J1 étaient mises en culture simultanément en 1’absence ou en présence des différents
antigénes viraux recombinants. La culture était effectuée sur plaque de 96 puits a fond
rond, 2 la concentration de 103 cellules/puits, suspendues dans 2001 de milieu. Chaque
antigéne viral était testé en triplicate ou en quadriplicate, a la concentration de 10pg/ml
pour NS3, NS4, et NS5, et de 1ug/ml pour c22 qui était inhibiteur a des concentrations
supérieures (résultats non rapportés). Une stimulation était également effectuée en
triplicate en utilisant un pool des 4 protéines utilisées & la méme concentration.
L'antigene SOD, a la concentration de 10pg/ml, était utilisé comme témoin négatif, et le
pokweed mitogen etait utilis€ comme témoin positif. Les cellules étaient alors mises en
culture a 37°C et sous 5% de COs.

Apres 6 jours de culture, les cellules étaient incubées pendant les 8 dernitres
heures en présence de thymidine tritiée (Amersham) (1 puCi/puits), puis récoltées sur
bande de papier filtre. La radioactivité émise était déterminée & 1'aide d'un compteur a
ionisation de gaz exprimant les résultats en coups par minute (cpm). Les résultats
étaient ensuite exprimés en calculant 1'index de prolifération moyen (cpm puits stimulé/
cpm puits contrdle). Un résultat positif était défini par un index de stimulation supérieur

a4

3.5.5. Cytométrie de flux

Les lymphomonocytes étaient stimulés pendant 6 jours selon les mémes
conditions de culture avec le pool des 4 protéines virales, en utilisant 12 puits en
parallele. Apres récupération, numération, et contrdle de viabilité, les cellules étaient
lavées deux fois en milieu HBSS SVNN 2% (centrifugation 5 minutes a 400G). Un
triple marquage membranaire simultané utilisant les anticorps monoclonaux anti-CD25

(PE cyanine 5), anti-CD8 (PE) et anti-CD4 (FITC) était réalisé par une incubation
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pendant 20 minutes & 4°C, suivi de deux lavages en milieu HBSS SVNN 2%. Un
controle négatif (témoin isotypique marqué avec les mé€mes fluorochromes) était
systématiquement utilisé pour déterminer les seuils de positivité.

L'acquisition des données était effectuée a 1'aide d'un cytofluorimetre (FACScan,
logiciel d'exploitation: Lysisll, Becton Dickinson) permettant d'étudier 3 spectres
‘d'émission (FL1: 530 £ 30 nm, FL2: 585 + 42 nm, FLL3: >650 nm), correspondant aux 3
fluorochromes FITC, PE, et PE-Cy5, respectivement. L'acquisition était effectuée sur
100 000 cellules. Les résultats étaient analysés a I'aide du logiciel Cell Quest® (Becton
Dickinson). Dans un premier temps, un seuil de positivité de fluorescence était
déterminé par I'analyse du témoin isotypique marqué (seuil habituellement défini pour
obtenir au moins 99% de cellules négatives). Pour chaque anticorps spécifique, les
résultats étaient exprimés en pourcentage de cellules positives (émettant une intensité de
fluorescence supérieure au seuil). Les pourcentages suivants ont été déterminés:
pourcentage de lymphocytes activés (CD25+), phénotypage CD4/CD8 des lymphocytes

totaux, non activés (CD25-) et activés.

3.5.6. Dosage des cytokines

Les conditions de culture étaient identiques a celles utilisées pour la cytométrie
de flux. Cinq puits étaients mis en culture. Aprés 72h de stimulation, les surnageants de
culture étaient récupérés et congelés a -80°C. Les dosages d’’IL2, d’IL4, d’IFNy et
d’TL10 étaient effectués par technique ELISA (Immunotech). En bref, il s’agissait d’une
méthode de type sandwich en 2 étapes. La premicre étape permettait la capture de la
cytokine par I’anticorps monoclonal idoine fixé dans les puits d’une plaque de
microtitration. La seconde étape permettait simultanément la liaison d’un deuxiéme
anticorps monoclonal biotinylé au complexe anticorps de phase/antigéne et la fixation
d’un conjugué streptavidine-peroxydase a 1’anticorps biotynilé par I’intermédiaire de la
biotine. L’activité enzymatique li€e était ensuite déterminée par addition d’un substrat

chromogene. Pour chaque cytokine, une courbe d’étalonnage était effectuée a I’aide
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d’un standard de concentration connue fourni par Immunotech. Les seuils de détection

de la technique étaient respectivement de 5 pg/ml pour I'IL2, I'TL4 et I'TL10, et de 0,08
Ul/ml pour PIENy

3.6. ANALYSE STATISTIQUE

Le test exact de Fischer a été utilisé pour la comparaison des variables
qualitatives. Pour la comparaison des variables quantitatives, les tests non
paramétriques de Mann-Witney et de Wilcoxon ont été utilisés. Le test de corrélation
bivarié non paramétrique de Spearman a été utilis€. L'analyse multivariée a €té
effectuée a 1'aide d'un modele de régression logistique prenant en compte les variables
significatives au moins & 15% lors de l'analyse univariée. Le seuil de significativité

retenu était de 5%. L’analyse statistique a été réalisée a 1’aide du logiciel SPSS 6.0.
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4. RESULTATS

4.1. CARACTERISTIQUES DES MALADES ET REPONSE AU
TRAITEMENT

Les caractéristiques épidémiologiques, biochimiques, virologiques et
histologiques des 20 malades inclus sont présentées sur le tableau 1. Il s’agissait de 12
hommes et de 8 femmes, agés en moyenne de 43 * 13 ans. Un facteur de risque de
contamination était retrouvé dans 85% des cas, incluant une transfusion sanguine dans
45% des cas et une toxicomanie intra-veineuse dans 40% des cas. Le génotype
majoritaire était le génotype 1b, observé dans 40% des cas, le génotype 3a étant observé
dans 30% des cas. Le score de Knodell moyen était de 7,0 £ 2,2, et un seul malade
présentait une cirrhose avant traitement. Les caractéristiques individuelles des malades
sont rapportées dans I’annexe 3.

Deux malades ont été exclus de 1’étude pour non compliance, respectivement
apres 1 et 2 mois de traitement. Aucun effet indésirable nécessitant 1’arrét du traitement
ou une diminution des doses n’a été observé. Parmi les 18 malades restants, une réponse
thérapeutique immédiate définie par la normalisation de I’ALAT associée a une
négativation de I’ARN du VHC par PCR apres 3 mois de traitement était observée chez
10 malades (55%). Le tableau 2 présente les caractéristiques des malades répondeurs et
non répondeurs. Ces derniers avaient une virémie significativement plus élevée (3,5 +
1,7.105 vs 1,2 + 1,2.105 cop/ml, p<0,002), une durée de portage de 1’infection plus
longue (24,6 £ 9,1 vs 15,0 + 4,3 ans, p<0,03), et étaient plus fréquemment infectés par
le génotype 1b (62% vs 20%, p=0,09) que les malades répondeurs. L’hétérogénéité
virale estimée par le nombre de quasi-espéces (nombre de bandes estimé par la
technique SSCP) n’était en revanche pas différente entre les 2 groupes de malades

(médiane: 8 vs 8, ns).
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Tableau 1: Caractéristiques des malades a I'entrée dans 1'étude

Malades
(n=20)
Age* (ans) 42,6 £ 7,9 (40)
Sex-ratio (n,% d'hommes) 12 (60%)
Transfusion (n,%) 8 (40%)
Toxicomanie (n,%) 9 (45%)
Durée de portage* (ans) 18,9 £8,0 (16)
ALAT* (N) 32+£3,7(2)
Virémie* (105 copies/m) 2,0£1,9(1,4)
Génotype (n,%)
la 4 (20%)
1b 8 (40%)
2a 1(5%)
3a 6 (30% )
4a 1 (5%)
Quasi-espéces** 8,3+2,0(8)
Score de Knodell* 7,022 (7)
Activité Métavir * 1,4£0,6 (1)
Fibrose Métavir * 1,9+ 1,0(2)

*; Résultats exprimés en moyennes, écart-types et médiane ().
**: Nombre de bandes par la technique SSCP.

N: nombre de fois la limite supérieure de la normale
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Tableau 2: Caractéristiques des malades en fonction de la réponse au traitement

Répondeurs

Non répondeurs p
(n=10) n=8)

Age (ans) 40,7%+17,0 46,1 +9,1 ns

Sexe (n, % hommes) 6 (60%) 6 (715%) ns

Toxicomanie IV (n,%) 6 (60%) 2 (25%) ns

Transfusion (n,%) 3 (30%) 5 (62,5%) ns
Durée de portage (ans) 15,0+4,3 24,6 +9,1 0,03

ALAT (N) 39+4,7 3429 ns
Virémie (107 copies/ ml) 12+1,2 3,5+ 1,7 0,002
Génotype 1b (n,%) 2 (20%) 5(62,5%) 0,09

Quasi-espéces* 8 8 ns

Score de Knodell 6,3%+25 7,9+20 ns

Activité METAVIR 1,2+04 1,5+0,5 ns

Fibrose METAVIR 1,7+1,2 2,1+1,0 ns

Résultats exprimés en moyennes et en écart-types.

*: Nombre de bandes par la technique SSCP exprimé en médiane.

N: nombre de fois la limite supérieure de la normale.
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4.2. REPONSE LYMPHOPROLIFERATIVE

4.2.1 Analyse des index de stimulation

Parmi les 20 malades étudiés avant traitement, une réponse lymphoproliférative
significative (définie par un index de stimulation supérieur a 4) dirigée contre au moins
une protéine virale (NS3, NS4, NS5 ou C22) était observée dans 13 cas (65%). Deux
malades avaient une réponse dirigée contre une seule protéine, 4 malades avaient une
réponse contre 2 protéines, 5 malades contre 3 protéines et enfin 3 malades contre les 4
protéines. Les protéines virales les plus immunogenes étaient NS4 et C22, entrainant
chacune une réponse lymphoproliférative chez 50% des malades. Une réponse dirigée
contre NS5 était observée dans 45% des cas et contre NS3 dans 25% des cas. En termes
quantitatifs, les index de stimulations moyens observés étaient de 4,2 & 5,8 pour NS3,
8,0 = 14,4 pour NS4, 8,2 + 14,2 pour NS5 et 5,8 £ 4,6 pour C22. Lorsque la stimulation
lymphocytaire était effectuée avec I’ensemble des protéines virales “poolées” avec la
méme concentration dans chaque puit de culture, une réponse proliférative significative
était observée dans 75% des cas. Les index de stimulation constatés dans ces conditions
de stimulation étaient hautement corrélés a la somme des index de stimulation observés
avec chaque protéine utilisée isolément (r=0,82, p=0,0001). L’index de stimulation
moyen observé dans ce cas était cependant inférieur a la somme des index de
stimulation obtenus avec chacune des 4 protéines, en moyenne de 52% (13,7 + 26,7 vs
26,2 = 35,9). Les index de stimulation individuels des patients sont rapportés dans
I’annexe 4.

Une réponse proliférative intense (index de stimulation moyen: 345  185) était
observée chez tous les malades lorsque qu’une stimulation mitogénique non spécifique
était effectuée par le pokweed mitogen. L’intensité de cette réponse proliférative était

dans ce cas indépendante de la réponse antigénique observée avec les protéines virales.
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4.2.2. Spécificité de la réponse proliférative

Pour vérifier la spécificité antigénique de la lymphoprolifération, une
stimulation avec la protéine de fusion SOD a été effectuée pour chaque patient. Une
réponse positive était observée uniquement chez 2 patients, avec des index de
prolifération faibles (patient 4 : 5,6; patient 11 : 4,4). Par ailleurs, 10 sujets témoins
(donneurs de sang séronégatifs pour le VHC, sans facteur de risque et ayant une activité
sérique de I’ALAT normale) ont également été testés dans les mémes conditions de
culture avec les mémes antigénes viraux. Une réponse, dirigée contre NS4, a été
observée uniquement chez un témoin, avec un index de stimulation égal a 4,6 (résultats

non présentés).

4.2.3. Corrélations avec la réponse humorale

Des anticorps dirigés contre NS3, NS4, NS5 et C22, détectés en RIBA, étaients
observés respectivement dans 89%, 100%, 72% et 100% des cas. En I’absence de
réponse lymphoproliférative en culture dirigée contre un antigéne viral, la présence
d’anticorps dirigés contre le méme antigéne était observée dans 86% des cas pour NS3,
100% pour NS4, 70% pour NSS, et 100% pour C22. En revanche, lorsqu’il n’existait
pas d’anticorps dirigé contre un antigene viral donné (NS3: n=2, NS5: n=5), une
réponse lymphoproliférative dirigée contre le méme antigéne viral n’était jamais

observée.
4.2.4. Corrélations avec les caractéristiques des malades
Les malades ayant une réponse proliférative dirigée contre au moins une
protéine virale ont été comparés & ceux n’ayant pas de réponse proliférative (tableau 3).

Aucune différence significative n’était observée pour I’ensemble des caractéristiques

cliniques, biochimiques, virologiques et histologiques.
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Tableau 3: Caractéristiques des malades en fonction de la présence ou non d’une

réponse lymphoproliférative dirigée contre au moins une protéine

Réponse proliférative =~ Absence de réponse p
proliférative
(n=13) n=7)
Age (ans) 42,1 9.0 4341772 ns
Sexe (% d'hommes) 75% 62,5% ns
Durée portage (ans) 18,6 +7,9 19,3+8,9 ns
Toxicomanie IV (n,%) 6 (46%) 3 (43%) ns
Transfusion (n,%) 5 (39%) 3 (43%) ns
ALAT (N) 4,0£4,5 1,8+£1,0 0,09
Virémie (105 copies/ ml) 22+20 1,6x1,7 ns
Génotype
la 1 (8%) 4(43%)
1b 5 (39%) 3 (43%) ns
2a 1 (8%) 0 (0%)
3a 5(39%) 1 (14%)
4a 1 (8%) 0 (0%)
Quasi-especes 8 8 ns
Score de Knodell 6,3+1,9 8,1+25 ns
Activitét METAVIR 1,7+0,8 1,2+0,5 ns
Fibrose METAVIR 1,8+1,1 20+1,2 ns

Résultats exprimés en moyennes et en écart-types.
*: Nombre de bandes en technique SSCP exprimé en médiane.

N: nombre de fois la limite supérieure de la normale
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Cependant, il existait une tendance en faveur d’une activité sérique de I’ALAT plus
élevée chez les patients ayant une réponse proliférative (4,0 £4,5 vs 1,8 + 1,0, p=0,09).
De la méme manicre, les caractéristiques des patients étaient similaires selon qu’il
existait ou non une prolifération dirigée contre NS3, NS4, NS5 et C22 (résultats non
présentés). Aucune corrélation significative n’était également constatée entre 1’intensité
de la prolifération lymphocytaire observée avec NS3, NS4, NS5, C22, le pool de
protéines d’une part, et les caractéristiques épidémiologiques, biochimiques,

virologiques et histologiques des malades d’autre part.

4.2.5. Corrélations avec la réponse au traitement

La présence d’une prolifération lymphocytaire significative (IS>4) observée
avant traitement respectivement avec NS4, NS5, C22 et le pool de protéines n’était pas
associée a la survenue d’une réponse thérapeutique immédiate (tableau 4). Une réponse
proliférative dirigée contre NS3 était observée chez 40% des répondeurs et 0% des non
répondeurs. Cette différence n’était cependant pas significative (p=0,09). En revanche,
en termes quantitatifs, les index de stimulation moyens observés avec les différentes
protéines virales étaient plus élevés chez les malades répondeurs que chez les non
répondeurs au traitement, de maniere significative pour NS5 (19,8 + 23,2 vs 5,0 £ 3,1,
p=0,03) et le pool de protéines (32,8 + 45,0 vs 8,2 + 6,0, p=0,05) (tableau 5).

Apres 3 mois de traitement, aucune évolution significative des index de
stimulation n’était observée pour chacune des protéines virales, avec un index de
stimulation observé avec le pool de protéines passant de 25,5 + 40,3 a 24,2 + 50,8, ns.
Aucune différence n’était observée entre les répondeurs (37,6 + 48,7 vs 36,6 + 62,4, ns)

et les non répondeurs au traitement (5,5 + 1,7 vs 3,7 £ 0,46, ns).
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Tableau 4: Pourcentage de malades ayant une lymphoprolifération significative
(IS>4) en fonction de la réponse au traitement

Répondeurs Non répondeurs p
(n=10) (n=8)
NS3 4 (40%) 0 (0%) 0,09
NS4 5 (50%) 5 (63%) ns
NSS 6 (60%) 2 (25%) ns
C22 5 (50% 4 (50%) ns
Pool 8 (80%) 6 (75%) ns

Tableau 5: Intensité de la lymphoprolifération chez les malades répondeurs et non

répondeurs
Répondeurs Non répondeurs p
(n=10) (n=8)

NS3 7,919,7 3,842,5 ns
NS4 16,2+25,0 7,8+4,8 ns
NSS 19,8 £23,2 50+£3,1 0,03
C22 99+7,1 56+3,1 ns
Pool 32,8 +45,0 8,21+6,0 0,05

*Résultats exprimés en index de stimulation moyens * DS.
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4.3. CYTOMETRIE DE FLUX

4.3.1. Activation lymphocytaire

L’analyse en cytométrie de flux a été effectuée chez 16 malades, apres
stimulation en culture de 6 jours par le pool des différentes protéines virales. Cette
stimulation permettait d’obtenir dans tous les cas un pourcentage significatif de
Iymphocytes activés (moyenne: 21%, extrémes: 11% - 52%), identifiés en cytométrie
par la présence de I’antigéne membranaire CD25. Le pourcentage de lymphocytes
activés (CD25+) était cependant plus faible en 1’absence de prolifération significative
détectable par incorporation de thymidine tritiée (16,0 + 4,9 vs 24,8 + 11,6, p=0,07). 1l
existait une corrélation a la limite de la significativité entre le pourcentage de cellules
activées CD25+ et I'index de stimulation observé avec le pool de protéines (1=0,38,

p=0,08).

4.3.2. Phénotypage CD4/CD8

Les lymphocytes non activés (CD25-) étaient majoritairement de phénotype
CD4 (59% * 12%, extrémes : 41% -75%), et CD8 pour 24% + 10% (extrémes 12 a
52%) d’entre eux. Le rapport CD4/CD8 parmi ces lymphocytes non activés était en
moyenne égal & 2,8 + 1,3, et était supérieur a 1 chez 15 malades (94%). Ce rapport
n’était pas corrélé a ’ensemble des caractéristiques des malades ni aux profils de
prolifération lymphocytaires déterminés par incorporation de thymidine tritiée.

En revanche, parmi les lymphocytes activés (CD25+), le phénotype CD4 était
en moyenne de 40% * 11% (extrémes: 21% - 58%), et le phénotype CD8 de 42% =*
16% (extrémes: 16% - 75%). Le rapport CD4/CD8 était dans ce cas égal 4 1,2+ 0,9. Il
existait cependant de grandes variations d’un patient a 1’autre, puisque le rapport

CD4/CD8 était supérieur a 1 chez 8 patients et inférieur a 1 chez les 8 autres patients.
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De maniere intéressante, le rapport CD4/CD8 parmi les lymphocytes activés
identifiés par 1’expression de CD25 était significativement corrélé a la virémie
quantitative des patients (r=0,53, p<0,01). La virémie était effectivement plus faible
chez les 8 patients ayant un rapport CD4/CD8 inférieur a 1 que chez les 8 patients ayant
un rapport supérieur a 1 (1,5.103 vs 2,6.105 cop/ml, p=0,05). La virémie était en fait
surtout corrélée négativement au pourcentage de lymphocytes activés CD8+ (r=-0,63,
p=0,006), mais non au pourcentage de lymphocytes CD4+ (Figure 1). Il n’existait en
revanche pas de corrélation entre le rapport CD4/CDS et les autres caractéristiques des
malades, en particulier avec 1’activité sérique de ’ALAT (r=0,28, p=0,15) et avec
I’activité histologique (r=0,35, p=0,10). Le tableau 6 résume les caractéristiques des
patients en fonction de leur rapport CD4/CD8 parmi les cellules activées CD25+. Chez

les patients ayant une activation lymphocytaire majoritairement CDS8, il existait une

- tendance 2 la limite de la significativité en faveur d’une réponse proliférative et d’une

expression de CD25 plus importante.

L’analyse en cytométrie de flux a par ailleurs montré qu’un certain nombre de
lymphocytes n’exprimaient ni le marqueur CD4 ni le marqueur CD8. Le pourcentage de
ces lymphocytes CD4-CD8- était en moyenne de 19% * 9% (extrémes: 11% - 39%)
pour les cellules CD25- et de 22% * 10% (extrémes: 5%-41%) pour les cellules activées
CD25+. Ce pourcentage n’était pas corrélé aux différentes caractéristiques cliniques,
biochimiques, virologiques et histologiques des malades. Pour préciser le phénotype des
cellules CD4-CD8-, un triple marquage complémentaire CD25/CD3/y0 a été réalisé
chez 3 malades. Pour chacun de ces malades, les lymphocytes activés CD25+ étaient
des lymphocytes T (CD3+) dans 85% des cas, exprimant un récepteur Y0 dans 4% des
cas. Ces résultats suggerent que la population CD4-CDS8- correspond majoritairement a

des cellules non T (cellules NK, lymphocytes B) et minoritairement 4 des lymphocytes

T 8.
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Figure 1: Corrélation entre la virémie exprimée en Log(copies/ml) et le
pourcentage de lymphocytes activés CD25 + de phénotype CD8 aprés 6 jours de

stimulation par le pool de protéines virales.
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Tableau 6: Caractéristiques des malades en fonction du phénotype CD4/CD8 des

lymphocytes activés CD25+ apres stimulation en culture par le pool de protéines

virales.
Rapport CD4/CDS8 <1 Rapport CD4/CDS8 >1
n=§ n=8
Age (ans) 46+ 10,1 38,4+4,7
Sexe (% d’hommes) 4 (50%) 5 (62,5%)
Durée portage (ans) 15,9+4,2 22,2+ 10,6
Toxicomanie IV (n,%) 3 (38%) 1 (13%)
Transfusion (n,%) 3 (38%) 6 (76%)
ALAT (N) 23+1,8 3,3+3
Virémie (copies/ ml) 1,5+1,5¢ 2,6%1,7£
Génotype 1b 2 (25%) 3 (38%)
Quasi-espéces* 9,2+1,7 7,0+2,6
Index de stimulation 24,4 + 40,9 6,6+6,6
Expression de CD25 (%) 24% 19%
Score de Knodell 6,0+2,8 8,1+1,7
Activité METAVIR 1,204 1,7+£0,8
Fibrose METAVIR 20x13 1,7+ 1,0

Résultats exprimés en moyennes et en écart-types.

*: Nombre de bandes en technique SSCP exprimé en médiane.

£: p=0,05
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4.3.2. Corrélations avec la réponse au traitement

Le tableau 7 présente le pourcentage de cellules activées CD25+, et le phénotype
CD4/CD8 des lymphocytes activés et non activés en fonction de la réponse au
traitement. Il existait une tendance en faveur d’une activation lymphocytaire plus
intense chez les patients répondeurs (24% vs 19%), mais cette différence n’était pas
significative. Le phénotype CD4/CD8 des lymphocytes non activés en culture était
similaire chez les patients répondeurs et non répondeurs. En revanche, le phénotype des
lymphocytes activés CD25+ était majoritairement CD8 chez les répondeurs et
majoritairement CD4 chez les non répondeurs, avec un rapport CD4/CDS8
respectivement de 0,7 + 0,3 et de 2,0 % 1,3, p<0,01. Ce rapport était inférieur a 1 chez
7/8 répondeurs et supérieur a 1 chez 6/7 non répondeurs (p<0,01). Les figures 2 et 3
représentent les résultats de cytométrie de flux en terme de pourcentage de lymphocytes
CD25+ et de phénotype CD3, CD4, CDS8 et Y9, obtenus respectivement chez un non
répondeur (patient n°16) et un répondeur (patient n°8).

L’analyse en cytométrie de flux n’a pu étre effectuée aprés 3 mois de traitement
que chez 8 malades ( 3 répondeurs et 5 non répondeurs). Le pourcentage de
lymphocytes activés CD25+ n’était pas modifié chez ces malades par rapport aux
valeurs initiales (21 £ 10 vs 20 £ 7, ns), sans différence entre les répondeurs et les non
répondeurs. De méme, aucune modification du rapport CD4/CD8 moyen des
lymphocytes activés (1,2 + 0,8 vs 1,5 £ 1,0, ns) et non activés (2,8 £ 1,3 vs 2,7 £ 0,7,
ns) n’était observé, encore une fois sans différence entre répondeurs et non répondeurs.

Le seul patient répondeur ayant initialement un rapport CD4/CD8>1, avait
toujours un rapport supérieur & 1 a 3 mois de traitement. Ce patient a présenté un
échappement avec hypertransaminasémie et présence d’ARN du VHC par PCR 2 6
mois de traitement. A 1’opposé, le seul patient non répondeur ayant initialement un
rapport CD4/CD8<1 inversait son rapport apres 3 mois de traitement (0,8 vs 1,4). Pour
tous les autres patients, aucune inversion du rapport CD4/CD8 des cellules activées et

non activées n’était observée apres 3 mois de traitement.
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Figure 2: Résultats de cytométrie de flux a M0 (patient non répondeur n°16)
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Figure 3: Résultats de cytométrie de flux a M0 (patient répondeur n°8)
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Tableau 7: Pourcentage de lymphocytes activés (CD25+) et phénotype CD4/CD8

des lymphocytes activés et non activés (CD25-) en fonction de la réponse au

traitement
Répondeurs  Non répondeurs p
(n=8) m=7)
% Cellules non activées CD25- 76 £ 24 81+ 18 ns
% CD4 + 55+13 61+8 ns
% CDS8 + 2612 245 ns
Rapport CD4/CD8 25+12 2,707 ns
% Cellules activées CD25+ 24+13 19+4 0,10
% CD4 + 32+9 46+9 0,03
% CDS + 50+ 15 29112 0,03
Rapport CD4/CDS8 0,7+0,3 20+1,3 0,01

Résultats exprimés en moyennes * DS.
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4.3. DOSAGE DES CYTOKINES

Le dosage des cytokines par technique ELISA dans les surnageants de culture a
été effectué apres 72h de stimulation lymphocytaire par le pool de protéines virales chez
les 20 patients avant traitement et chez les 18 patients ayant eu 3 mois de traitement.
Une concentration supérieure au seuil de détection d’IL2 était observée dans tous les
cas (moyenne: 12,0 + 16,0 pg/ml), d’IFNy dans 45% des cas (moyenne: 1,4 + 2,3
Ul/ml), et d’IL10 dans 85% des cas (moyenne: 399 + 499 Ul/ml) En revanche, la
concentration dans les surnageants d’J4 était inférieure au seuil de détection pour tous

les malades.

4.3.1. Corrélations avec les parameétres immunologiques

La concentration d’IL2 dans les surnageants était significativement corrélée a
I’index de stimulation obtenu par incorporation de thymidine tritiée avec le pool de
protéines virales (r=0,38, p=0,05), et au pourcentage de cellules activées CD25+
identifiées en cytométrie de flux (r=0,39, p=0,07). Il existait une tendance non
significative entre la concentration d’IL2 et le pourcentage de lymphocytes activés CD8
+. Les concentrations d’IL10 et d’IFNy étaient corrélées entre elles (r=0,82, p<0,0001),
mais n’étaient pas corrélées a la concentration d’IL2, a I’intensité de la prolifération
lymphocytaire, au pourcentage de lymphocytes CD25+ et au rapport CD4/CD8 des
lymphocytes activés et non activés Le tableau 8 représente les concentrations moyennes
de cytokines respectivement en fonction de la présence d’une lymphoprolifération
dirigée contre au moins une protéine, et du rapport CD4/CD8 des lymphocytes activés.

/

4.3.2. Corrélations avec les caractéristiques de la maladie

Les concentrations d’IL2 et d’JFNy n’étaient pas corrélées aux caractéristiques

cliniques, biochimiques, virologiques et histologiques de la maladie. Seule la
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concentration d’IL10 etait corrélée négativement avec 1’activité sérique de I’ ALAT (r=-

0,41, p=0,04), mais non avec la virémie et avec I’activité histologique.

4.3.3. Corrélations avec la réponse au traitement

Le tableau 9 représente les concentrations de cytokines obtenues avant et apres 3
mois de traitement chez les malades répondeurs et non répondeurs au traitement. Il
existait une tendance non significative en faveur d’une concentration initiale d’IL2 plus
élevée chez les répondeurs (16,4 + 20,5 vs 7,6 + 5,0, p=0,14). En revanche, aucune
évolution significative n’était observée apres 3 mois de traitement quelque soit la
réponse. Les niveaux initiaux d’IL10 et d’IFNy n’étaient pas associés a la réponse

thérapeutique, et n’étaient pas modifiés apres 3 mois de traitement.

4.4. FACTEURS PREDICTIFS DE REPONSE AU TRAITEMENT

Malgré le faible nombre de malades inclus dans 1’étude, une étude multivariée
incluant les parameétres immunologiques a été effectuée pour tenter d’identifier les
facteurs indépendants prédictifs de la réponse immédiate au traitement. Les variables
suivantes, ayant une valeur p<0,15 en analyse univariée, ont été€ incluses dans le modele
de régression logistique: la durée du portage, le génotype viral, la virémie quantitative,
I’intensité de la réponse proliférative en thymidine tritiée obtenue avec le pool de
protéines, le pourcentage de lymphocytes activés CD25+, la concentration d’IL2 dans le
milieu de culture, et le rapport CD4/CD8 observé parmi les lymphocytes activés. En
analyse multivari€e, les 2 facteurs indépendants prédictifs de la réponse au traitement
étaient la présence d’un rapport CD4/CD8 <1 (RR=8,2; IC95%:2,1-60,5, p<0,05), et
I’infection par un génotype viral non 1b (RR=4,8; IC95%: 1,2-54,5; p=0,08).
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Tableau 8: Concentration d’IL2, d’IL4, d’IL10 et d’IFNY en fonction de la

présence ou non d’une prolifération lymphocytaire et du rapport CD4/CD8 parmi

les lymphocytes activés CD25+.

Prolifération lymphocytaire Rapport CD4/CD8 (CD25+)

Présence Absence <1 >1
(n=13) (n=7) (n=8) (n=8)
IL2 (pg/ml) 17,7+ 1848  6,0+24f 17,4 %232 8,1+4,9
ILI0WVmD) 515643000 741346294 4141+£3713 6557 +654,9
IFNy @UmD) 6409 24+32 1,1£1,3 2,6+3,2
IL4 (Ul/ml)

Résultats exprimés en moyennes + DS

£: p<0,05
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Tableau 9: Concentration d’IL2, d’IL4, d’IL10 et d’IFNy avant (M0J1) et aprés 3

mois (M4J1) de traitement chez les malades répondeurs et non répondeurs.

Répondeurs Non répondeurs p
(n=10) (n=8)

IL2 (pg/ml)

MOJ1 16,4 £20,5 7,6%5,0 0,14

M4J1 12,3+21,6 11,2+38,7 ns
IL10 (UX/ml)

MOJ1 202 £291 428 + 643 ns

M4J1 189 £ 237 3914328 ns
IFNy (UL/ml)

MOJ1 0,8+1,3 19+29 ns

M4J1 410, 1,6+3,6 ns
IL4 (UL/ml)

MOJ1 - - -

MA4J1 - - -

Résultats exprimés en moyennes + DS
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S. DISCUSSION

Nous avons dans ce travail prospectif ayant inclu 20 malades atteints d'hépatite
chronique C, étudié la réponse des lymphocytes T du sang périphérique au cours d’une
stimulation en culture par des protéines virales recombinantes. Bien que le site de
I’infection virale C soit essentiellement hépatique, notre choix d’étudier des
lymphocytes périphériques, techniquement plus accessibles, était justifié par la
propriété de recirculation de ces cellules. La recherche de lymphocytes T spécifiques
stimulés par des antigénes viraux C a fait intervenir trois types de tests
immunologiques: la recherche d’une prolifération lymphocytaire T en culture par
incorporation de thymidine tritiée, la détection de signaux membranaires d’activation
lymphocytaire en cytométrie de flux, et enfin la quantification dans le milieu de culture
de cytokines comprenant I’TL2, principale cytokine mitogénique pour les lymphocytes
T. Les résultats convergents de ces trois tests ont confirmé la présence dans le sang de
lymphocytes stimulables par les différentes protéines virales et capables de sécréter des
cytokines, suggérant qu’il s’agit de lymphocytes T spécifiques du VHC. Nos résultats
suggerent que les caractéristiques de cette réponse lymphocytaire pourraient étre liées a
deux parametres importants & la phase chronique de la maladie: le niveau de virémie et

le degré de réponse au traitement.

5.1.RECHERCHE DE LYMPHOCYTES PERIPHERIQUES
SPECIFIQUES DU VHC

5.1.1. Détection d’une prolifération lymphocytaire
La premiere partie de notre travail a consisté a évaluer la réponse proliférative

des lymphocytes T périphériques de malades atteints d’hépatite chronique C vis-a-vis

de différentes protéines virales recombinantes.
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5.1.1.1..Aspects méthodologiques

Parmi les 20 malades atteints d’hépatite chronique C analysés, une réponse
proliférative significative des lymphocytes du sang périphérique dirigée contre au moins
une des protéines virales étudiées (capside, NS3, NS4, NS5) était observé dans 65% des
cas. Ce résultat était globalement similaire a ceux rapportés dans la littérature. En effet,
parmi les 8 études identifiées ayant également évalué la réponse lympho-proliférative
périphérique au cours de I’hépatite chronique C, portant sur un total 258 malades, le
pourcentage moyen de réponse proliférative dirigée contre au moins une protéine virale
était de 64% (extrémes: 55%-90%) (Botarelli et al”; Schupper et al’?; Ferrari et al2>;
Hoffman et al35; Yang et al98; Leroux-Roels et al30 ;Lechman et al4%; Bronowicki et
al%) Le tableau 10 présente les principales caractéristiques méthodologiques et les
résultats de ces études.

Les deux protéines les plus immunogéenes étaient dans notre travail NS4 et C22,
entrainant chacune une réponse proliférative chez 50% des malades. Les pourcentages
cumulés de réponse proliférative, calculés a partir des résultats des 8 essais identifiés,
étaient de 38% pour NS3, 28% pour NS4 et C22, et 14% pour NS5. Une importante
hétérogénéité des résultats était toutefois observée entre les différentes études. La
protéine de capside était la plus immunogéne dans les études de Hoffman et al35, Ferrari
et al25 et Lechman et al49, alors qu’il s’ agissait de NS4 pour Botarelli et al” et de NS3
pour Bronowicki et al®. Les pourcentages de réponse lymphoproliférative variaient de
21% a 66% pour NS3, de 10% a 87% pour NS4, de 3% a 26% pour NS5, et de 10% a
44% pour C22.

L’hétérogénéité des résultats observés pourrait &tre li€e a plusieurs facteurs. Le
premier concerne la sélection des malades dont les caractéristiques étaient différentes
selon les études. En particulier, le nombre de malades virémiques, qui était de 100%
dans notre étude comme dans celles de Ferrari et al25 et de Leroux-Roels et al30, n’était
que de 60% dans I’étude de Lechman et al49, et n’était pas précisé dans les études de

Botarelli et al” et de Schupper et al’. De méme, le génotype et la gravité histologiques,
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Tableau 10: Etudes de prolifération des lymphocytes périphériques stimulés par des protéines virales recombinantes.

Auteur Année Malades Cellules Protéines Durée Maéthode ‘ Résultats
/ puits / puits  culture mesure (% de malades ayant une prolifération significative)
(n) (105 (ug/ml)  (jours) NS3 NS4 NS3 C22 Total*
Botarelli 93 41 2 9 6 T tritiée - 34% 3% 10% 59%
Bronowicki 97 20 3 10 6 T tritiée ~ 50% 10% 20% 25% 55%
Ferrari 94 29 0,5 10 7 T tritiée - 19% 3% 41% 74%
Hoffman 95 43 0,5 1 5 T tritiée 21% 19% 21% 44% 56%
Lechman 96 29 0,6 1 6 T tritiée 22% 19% 26% 30% 63%
Leroux Roels 96 35 4 10 5 Ttitide  23% - - - -
Schupper 93 20 10 1 5 CMF 64% 87% - 90% 90%
Yang 95 41 3 8 7 T tritiée 66% - - - -

*: Pourcentage de malades ayant une prolifération avec an moins une protéine virale.




en particulier le pourcentage de cirrthose, n’étaient pas systématiquement précisés. Le
deuxiéme point concerne les différences dans la méthodologie employée. Les protéines
virales utilisées dans la majorité des études, dérivées du génotype 1a et fournies par
Chiron Corporation, étaient similaires a celles employées dans notre travail. Dans
I’étude de Yang et al®8, la protéine recombinante de NS3, exprimée dans E coli et
dérivée du génotype 1b, recouvrait la séquence d’acides aminés 1188-1493, alors qu’il
s’agissait dans la protéine fournie par Chiron Corporation de la séquence 1188-1463, et
de la séquence 1007-1534 dans la protéine NS3 fournie par Mikrogen et utilisée par
Lechman et al4® et Hoffman et al35. Les conditions de culture étaient également
largement différentes d’une étude a I’autre. Si la plupart des auteurs utilisaient des
plaques de culture & 96 puits, les concentrations cellulaires par puits variaient entre ’
6.104 (Lechman et al49) et 4.105. (Leroux Roels et al50). Dans des manipulations
préliminaires ayant comparé 105 et 2.105 cellules par puits, nous avons observé des
index de stimulation supérieurs avec la premi€re concentration, ce qui a justifi€ notre
choix. Dans I’étude de Schupper et al’®, qui retrouvait une prolifération significative
dans 90% des cas, la culture était réalisée dans des plaques de 24 puits contenant 106
cellules par puits. Dans cette étude, I’intensité de la prolifération était mesurée par une
détection du nombre de cellules en phase S en cytométrie de flux, alors que la technique
d’incorporation de thymidine triti€e était utilisée dans toutes les autres études, dont la
ndtre. De la méme facon, les concentrations de protéines virales variaient entre les
études entre 1 et 10ug/ml. La seule étude ayant comparé les concentrations de 1 et
10pg/ml concluait a une efficacité supérieure de la concentration la plus élevée en terme
d’intensité de prolifération (Ferrari et al25). Lors de manipulations préliminaires ayant
comparé les concentrations de 1 et 10p1g/ml, nous avons également observé une réponse
proliférative plus fréquente et plus intense avec la concentration de 10jLg/ml. Ce résultat
n'a cependant pas été observé avec C22, qui inhibait de 50% a cette concentration la
prolifération lymphocytaire obtenue avec une stimulation mitogénique par le pokeweed
mitogen . Cet effet inhibiteur, également rapporté par Botarelli et al’, nous a conduit a

utiliser la concentration de 1pug/ml, dépourvue d’effet inhibiteur, pour cette protéine. Le
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troisiéme facteur pouvant expliquer les discordances observées entre les différentes
études pourrait également étre d’ordre statistique. En effet, le nombre de patients
étudiés étaient dans toutes les études faibles, variant entre 20 et 43, de tels effectifs

favorisant d’importantes fluctuations d’échantillonage.

5.1.1.2. Corrélations avec la réponse humorale

Quelque soit la méthodologie utilisée dans les différentes études publiées,
aucune lymphoprolifération significative n’était observée chez un nombre non
négligeable de patients. Ce pourcentage, de 35% dans notre travail, reste surprenant,
compte-tenu de la présence simultanée dans la majorité des cas d’anticorps dirigés
contre les mémes antigénes, détectés en RIBA. En effet, la synthése d’anticorps
nécessite 1’activation préalable de lymphocytes T CD4+ spécifiques dont la présence
aurait pu étre détectée en culture. Parmi les facteurs pouvant expliquer cette absence de
détection, la variabilité du VHC pourrait jouer un réle important. En effet, certains
antigenes viraux recombinants pourraient ne pas étre reconnus par les lymphocytes T
dirigés contre des épitopes d’isolats viraux différents. Cependant, il n’existait pas dans
notre travail de différence de prolifération entre les différents génotypes viraux, alors
que les protéines recombinantes utilisées étaient de génotype la. Le deuxieéme facteur
pouvant expliquer cette absence de prolifération lymphocytaire T en présence
d’anticorps pourrait étre 1i€ a la localisation périphérique des lymphocytes étudié€s. En
effet, certains auteurs ont suggéré une compartimentalisation des lymphocytes
spécifiques du VHC au niveau intra-hépatique. Une étude menée au laboratoire
d’immunochimie (U238) de Grenoble portant sur 1’analyse moléculaire du TCR
(analyse des fragments CDR3) a montré que la diversité des lymphocytes intra-
hépatiques était restreinte par rapport au sang périphérique, suggérant que la population
lymphocytaire T intra-hépatique était différente de celle du sang périphérique (Jouvin-
Marche et al41). Minutello et al57 ont d’ailleurs obtenu des clones de lymphocytes T

cytotoxiques spécifiques du VHC dirigés contre des épitopes différents dans le foie et
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en périphérie. Le dernier point concerne la sensibilité de la technique utilisée pour
détecter une prolifération lymphocytaire. Le choix d’un seuil d’index de stimulation
supérieur a 4 pour parler de positivité offre une spécificité satisfaisante, comme en
témoignent nos résultats chez les donneurs de sang séro-négatifs. En revanche, ce seuil
pourrait méconnaitre des niveaux de prolifération faibles mais néanmoins spécifiques de
I’antigéne utilisé. Dans 1’étude de Hoffman et al33 utilisant un index de stimulation 4 3,
les pourcentages de prolifération n’étaient cependant pas supérieurs aux autres études.
Le manque de sensibilité de la technique de mesure de la prolifération est toutefois
conforté par la présence d’une activation lymphocytaire déterminée en cytométrie de

flux et observée méme en 1’absence de prolifération significative.
5.1.1.3. Corrélations avec les caractéristiques de la maladie

Aucune corrélation significative n’était observée dans notre travail entre le profil
de lymphoprolifération vis a vis des différentes protéines virales et les caractéristiques
cliniques, biologiques ou histologiques des malades. Il existait cependant une tendance
en faveur d’une activité sérique de I’ALAT plus importante en cas de réponse
proliférative. Ce résultat pourrait suggérer que la réponse lymphocytaire T joue un rdle
dans la nécrose hépatocytaire. Toutefois, il n’existait pas de corrélation avec 1’intensité
des 1ésions histologiques nécrotico-inflammatoires, qui restent cependant soumises aux
variations d’échantillonage et au manque de reproductibilité des scores histologiques.
L’étude de Botarelli et al, effectuée chez 41 malades, ne retrouvait aucune corrélation
entre la présence d’une prolifération lymphocytaire et les caractéristiques de la maladie.
En revanche, les trois études ayant comparé des malades atteints d’hépatite chronique a
des patients ayant une sérologie anti-VHC positive, mais des transaminases normales et
une PCR négative ont chacune conclu a une prolifération plus fréquente et plus intense
dans ce groupe, en particulier dirigée contre la protéine de capside (Ferrari et al25;
Botarelli et al’; Lechman et al4%). Ces résultats suggérent donc une réponse

lymphocytaire T plus puissante chez les patients ayant spontanément éradiqué le virus,
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population non étudiée dans notre travail. Ces résultats sont confirmés par ceux de
Diepolder et all®, suggérant qu’a la phase aigué de I’infection, la présence d’une
prolifération lymphocytaire T dirigée contre un pool de peptides dérivés de NS3 serait

prédictive d’une évolution vers la guérison de 1’hépatite.

5.1.1.4. Corrélations avec la réponse au traitement

Peu d’études ont évalué I’'importance de la réponse lymphoproliférative
périphérique anti-VHC comme facteur prédictif et explicatif de réponse au traitement
par IFNa. Malgré le nombre limité de malades inclus, nous avons montré qu’une
réponse lymphocytaire proliférative plus intense était observée chez les malades
répondeurs au traitement, en particulier dirigée contre NS3. En revanche, compte-tenu
de la date de début de 1’étude, nous n’avons pas pu comparer les patients répondeurs
soutenus aux patients rechuteurs. Hoffman et al35 ont suggéré chez 16 malades traités
qu’une réponse proliférative dirigée contre la protéine de capside était plus fréquente
chez les répondeurs soutenus que chez les rechuteurs et les non répondeurs. De méme,
Botarelli et al7 ont rapporté des pourcentages élevés de prolifération contre la capside
chez des répondeurs soutenus étudiés un an apres la fin du traitement. Ces pourcentages
étaient équivalents a ceux observés chez les patients ayant spontanément éradiqué le
virus, et significativement supérieurs & ceux observés chez les malades non traités.

Nous avons également évalué 1’évolution sous IFNo de la réponse
lymphoproliférative, en particulier en fonction de la réponse au traitement. Apres 3
mois de traitement, aucune évolution qualitative ou quantitative n’était observée
quelque soit la réponse au traitement. Ces résultats sont confortés par I’étude de Grellier
et al32, portant sur 12 malades traités par IFNa.. Dans cette étude, il existait une
diminution non significative de I’intensité de la prolifération lymphocytaire pendant la
durée du traitement quelque soit la réponse immédiate. En revanche, il existait une
augmentation significative des index de stimulation apparaissant 3 mois apres la fin du

traitement et limitée aux seuls malades répondeurs soutenus. Missale et al38 ont
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également rapporté qu’il existait apres traitement une majoration de la réponse
proliférative vis a vis de la capside plus intense chez les patients répondeurs. Dans cette
étude, cette majoration était dépendant du génotype, puisqu’elle était plus fréquente
avec le génotype 2c qu’avec le génotype 1b. Nous n’avons en revanche pas trouvé dans
notre travail de relation avec le génotype viral, mais aucun malade n’était infecté par un

génotype 2c.

5.1.2. Détection d’une activation lymphocytaire

La deuxieme approche utilisée pour déterminer la présence de lymphocytes
périphériques spécifiques du VHC a été I’identification en cytométrie de flux de
marqueurs membranaires d’activation sur les lymphocytes stimulés par les protéines
virales recombinantes.

Le choix d’un marqueur d’activation s’est porté sur I’expression membranaire de
la chaine alpha du récepteur de 1'IL2, appelé CD25, détectable par un anticorps marqué
anti-CD25 dont le site de fixation était indépendant de celui de I’'IL2. Au cours de
manipulations préliminaires sur des systémes de culture utilisant une stimulation par
I’antigéne HBs de lymphocytes de sujets vacciné€s contre 1’hépatite B, nous avons
montré que I’expression de CD25 apparaissait apres 72h, pour atteindre un pic apres 6
jours de culture (résultats non publiés). Cette expression était corrélée dans ce systéme a
I’index de stimulation observé par incorporation de thymidine triti€e, a I’expression de
HLA-DR, autre marqueur d’activation, mais non a la taille des lymphocytes, critére
d’activation pourtant habituellement utilisé dans la littérature (Yang et al98; Botarelli et
al?).

Outre le choix du marqueur d’activation CD25, I’originalité de notre travail a
consisté a stimuler les lymphocytes a 1’aide d’un pool des différentes protéines virales
disponibles, apres avoir vérifié 1’absence d’inhibition réciproque de ces protéines en
culture. Ce choix n’a pas été effectué dans I’optique de “mimer” le virus, mais a permis

de présenter & un nombre limité de cellules un grand nombre d’épitopes viraux
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potentiels. Ce systéme a permis d’obtenir pour I’ensemble des malades un pourcentage
significatif de lymphocytes activés, compris entre 11 et 52%, cela méme en 1’absence
de prolifération lymphocytaire détectable par incorporation de thymidine tritiée. Le
pourcentage de lymphocytes activés étaient cependant dans ce cas plus faibles, avec une
corrélation 2 la limite de Ia significativité entre 1’index de stimulation observé avec le
pool de protéines et 1’expression de CD25. L’utilisation d’un pool de protéines tel que
nous 1’avons réalisé n’a cependant pas permis de préciser si la spécificité de ces
lymphocytes était limitée a certains antigénes ou si elle intéressait 1’ensemble des
protéines virales. De plus, 1’absence d’expression de CD25 dans les mémes conditions
de stimulation chez des donneurs de sang VHC négatifs n’a pas été vérifiée compte-
tenu des quantités trés restreintes de protéines virales recombinantes disponibles.

Ces résultats, d’ailleurs corrélés aux concentrations dans le milieu de culture
d’IL2, principale cytokine mitogénique, suggerent la présence en quantité variable de
lymphocytes T périphériques spécifiques du VHC chez tous les malades;
I’identification en cytométrie de flux de I’expression de CD25 étant plus sensible que la
détection d’une prolifération lymphocytaire par incorporation de thymidine tritiée.
Quelque soit la technique utilisée, il n’a pas été possible dans un contexte de faible
puissance statistique liée a 1’effectif de malades d’établir de corrélations entre 1’intensité
de la réponse lymphocytaire globale et les caractéristiques de la maladie. Une réponse
lymphocytaire intense pourrait en revanche étre associée a une meilleure efficacité du
traitement, peut-€tre par 1’intermédiaire de 1’activation de certaines populations

lymphocytaires.

5.2. IDENTIFICATION DU PHENOTYPE DES CELLULES ACTIVEES

5.2.1. Interprétation des résultats

La cytométrie de flux offre la possibilité d’effectuer des marquages

membranaires multiples. Nous avons donc déterminé a 1’aide d’un triple marquage
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CD4-FITC/CDS8-PE/CD25-PE-CyS5 le phénotype des lymphocytes activés. Nos résultats
ont montré qu’un pourcentage non négligeable de lymphocytes activés, variant entre
16% et 75% selon les malades, étaient de phénotype CDS8, et donc potentiellement
cytotoxiques. Ce résultat est surprenant puisque les antigénes exogeénes, comme c’est le
cas des protéines virales en culture, sont habituellement présentés par les molécules
HILA de classe II et aboutissent classiquement a 1’activation et a la prolifération de
lymphocytes CD4+. Plusieurs études récentes ont cependant suggéré que les antigénes
exogenes pouvaient également Etre présentées par les molécules HLA de classe I et
aboutir 4 une réponse T cytotoxique (Wijburg et al%4, Bohm et al®). Toutefois, dans les
différentes études ayant déterminé le phénotype des lymphocytes apres 6 jours
d’activation par des protéines virales C, le phénotype était majoritairement CD4+,
observé dans 70 a 80% des cas (Botarelli et al’; Yang et al8). Les critéres d’activation
lymphocytaire étaient dans ce cas des criteres morphologiques accessibles en
cytométrie, notamment la taille (les lymphocytes subissant une transformation blastique
augmentant de taille). Nous avons cependant montré les limites de ce critére, puisque
dans notre travail; seuls 20% des lymphocytes CD25+ étaient de grande taille, cette
population n’étant donc pas représentative de 1’ensemble des lymphocytes activés.
Botarelli et al’ et Hoffman et al35 ont également montré que la prolifération
lymphocytaire était bloquée par des anticorps bloquants anti-HLLA de classe II mais non
par les anticorps anti-HLLA de classe I. Dans ces conditions, la détection de lymphocytes
CD8 activés dans notre travail reste surprenante. L’explication pourrait étre la présence
d’une réponse initiale exclusivement CD4 +, indispensable, et suivie d’une activation
CDS8 d’intensité variable selon les malades. Cette hypothése devra cependant &tre
vérifiée en effectuant une cinétique en fonction du temps de culture du rapport
CD4/CDS8 des lymphocytes activés.

L’interprétation du pourcentage de lymphocytes activés de phénotype CD8
obtenus reste difficile puisque la quantification a lieu apres 6 jours de culture in vitro, et
non & partir du sang directement prélevé des malades, situation ou le nombre de

lymphocytes spécifiques d’un antigéne donné est trés faible, de 1’ordre de 1 sur 106, De
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plus, une quantifiaction des populations lymphocytaires CD4/CD8 n’a pas été effectuée
dans notre étude. Le rapport CD4/CD8 n’est cependant habituellement pas modifié au
cours de I’hépatite chronique C. De plus, parmi les lymphocytes T non activés apres 6
jours de culture, le rapport CD4/CDS8 était systématiquement supérieur a 1,
indépendemment du rapport observé pour les lymphocytes activés. Ceci suggere que la
quantification des lymphocytes CD8, méme biaisée par une durée de culture de 6 jours,

pourrait étre le reflet du nombre de lymphocytes circulants CD8 spécifiques du VHC.
5.2.2. Corrélation avec les caractéristiques de la maladie

Le résultat le plus important de notre travail concerne la corrélation établie entre
le nombre de lymphocytes T activés CD8+ obtenus a partir du sang périphérique et la
virémie des malades. Cette corrélation suggere que ces lymphocytes CD8+ pourraient
étre des lymphocytes cytotoxiques. Certains de ces lymphocytes pourraient également
étre des cellules NK, mais nous avons montré que 85% des cellules étaient de
phénotype CD3, et la fluorescence CD8, élevée, était de type lymphocyte T et non NK.
Les marqueurs spécifiques des cellules NK n’ont cependant pas pu étre étudiés en
raison du nombre limité de cellules et de protéines disponibles.

Plusieurs auteurs ont effectué des tests de cytotoxicité a partir de lymphocytes
issus du sang péfiphérique de malades HLA-A2 (Koziel et al45, Cerny et all4). Des
lymphocytes cytotoxiques, de phénotype CD8 et d’activité restreinte par les molééules
de classe I du CMH, dirigés contre de multiples épitopes en particulier de la capside,
ont été obtenus apres stimulation in vitro par des antigénes recombinants. Une étude
récente menée chez 27 malades HLA B44, a montré que la présence d’une activité
cytotoxique périphérique dirigée contre un €pitope de la capside, observée dans 25%
des cas, était siginficativement associée A une faible virémie (Hiroishi et al34). Des
clones de lymphocytes T CD8 cytotoxiques dérivés du foie ont été obtenus (Minutello
et al57). Nelson et al% ont également montré que la présence au niveau intra-hépatique

de lymphocytes T CD8 spécifiques de la capside ayant une activité cytotoxique était
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corrélée a un faible niveau de virémie et a des lésions nécrotico-inflammatoires
hépatiques plus intenses.

Dans notre travail, il n’existait pas d‘association entre le nombre de lymphocytes
activés CD8+ d’une part et les 1ésions nécrotico-inflamatoires hépatiques et I’activité de
I’ALAT d’autre part. Malgré le faible nombre de malades étudiés, 1’absence d’une telle
association également retrouvée par Hiroishi et al conforte ce résultat. Il est également
admis qu’il n’existe pas de corrélation entre la virémie, qui pourrait donc &tre limitée
par la réponse lymphocytaire T cytdtoxique, I’intensité des lésions nécrotico-
inflammatoires histologiques, et 1’activité sérique de I’ALAT (Lau et al47). Ceci pose
une nouvelle fois le probleme non résolu de I’origine des lésions hépatocytaires, qui
pourraient €tre liées a la fois a un effet cytopathique du virus et a la réponse
immunitaire de 1’hote.

Une des limites de notre travail a été 1’absence d’évaluation de la spécificité des
lymphocytes T CDS8 activés que nous avons obtenu. Ces cellules pourraient étre triées
soit par cytométrie, soit par utilisation de billes magnétiques, remises en culture en
présence de cellules exprimant les antigenes viraux C afin d’évaluer leur potentiel
cytotoxique. Une étude du répertoire du récepteur VP de ces cellules pourrait également
étre effectuée et comparée au répertoire des lymphocytes T intra-hépatiques.
Récemment, une technique d’identification des lymphocytes T cytotoxiques a I’aide de
tétrameres de molécules HLA a été décrite (Schwartz80). Le principe de cette technique
est I’utilisation de complexes tétramériques assurant une bonne stabilité moléculaire,
chaque unité comprenant la chaine alpha du CMH de classe I, la f2-microglobuline, et
un peptide antigénique, et chaque complexe étant marqué par un fluorochrome, rendant
possible sa détection en cytométrie de flux. Les limites de cette technique sont d’une
part la nécessité de connaitre les épitopes viraux immunogenes, et d’autre part d’utiliser
la méme protéine HLA que celle du malade testé. L’utilisation de cette technique a
récemment permis d’établir une corrélation négative entre la présence de lymphocytes T

CDS8 et la charge virale au cours de I’infection par le VIH (Ogg et al67). Cette méthode
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pourrait étre particulieérement intéressante pour évaluer la spécificité des lymphocytes

CDS8 que nous avons obtenus.

5.2.3. Corrélation avec la réponse au traitement

Le deuxieme point capital de notre étude concerne 1’association entre la présence
d’une activation lymphocytaire CD8 et la réponse immédiate au traitement, le parameétre
le plus discriminant étant le rapport CD4/CD8 parmi les lymphocytes activés. Ce
résultat n’a & notre connaissance jamais été rapporté a partir de 1’étude de lymphocytes
périphériques. Nelson et al®> ont récemment montré chez 19 malades HLA-A2 traités
par IFN«o qu’une activité cytotoxique obtenue a partir de lymphocytes intra-hépatiques
était observée chez 78% des répondeurs au traitement et chez seulement 10% des non
répondeurs (p<0,01). Ces résultats concordants suggerent donc I’importance de la
réponse immunitaire de 1’h6te comme facteur prédictif de réponse au traitement. Les
principaux facteur prédictifs de réponse actuellemnent identifi€s sont le génotype viral
et le niveau de la virémie (Martinot-Peignoux et al56). Malgré le faible nombre de
malades de notre étude, nous avons mené une analyse multivariée qui suggere que les
seuls facteurs indépendants prédictifs de la réponse au traitement sont la réponse
lymphocytaire CD8 de I’hbte et le génotype. L’analyse multivariée réalisée dans 1’étude
de Nelson et al®5 chez 19 malades traités montre un résultat similaire au niveau intra-
hépatique. Ces résultats, qui doivent &tre confirmés par d’autres études prospectives
incluant un grand nombre de malades, suggérent que la réponse lymphocytaire CD8 de
I’hote est capable a la fois de maintenir un niveau de virémie faible et de favoriser la
réponse au traitement par IFNo. Les épitopes viraux déterminants restent cependant &
déterminer. En revanche, nous n’avons pas pu comparer les malades rechuteurs a ceux
ayant une réponse soutenue, la majorité des malades n’ayant actuellement pas terminé
leur traitement.

Le mécanisme par lequel le niveau de lymphocytes T périphériques de

phénotype CD8 contribue a améliorer I’efficacité de I'ITFNo pourrait étre expliqué par
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ses propriétés immunomodulatrices. En effet, I'TFNa active la cytotoxicité anti-virale
des lymphocytes cytotoxiques et augmente 1’expression des molécules de classe I du
CMH sur la membrane des hépatocytes infectés. Seuls les malades possédant un niveau
initial suffisant de lymphocytes cytotoxiques pourraient donc bénéficier de cette
propriété. Dans notre travail, nous n’avons pas observé d’augmentation du pourcentage
de lymphocytes T activés CD8+ aprés 3 mois de traitement quelque soit la réponse
thérapeutique. Cependant, seuls 8 malades ont été étudi€s, et encore une fois, nous
n’avons pas effectué de tests de cytotoxicité. La possibilité d’une synergie d’action avec

les propriétés directement antivirales de I'IFNo ne peut également €tre exclue si 1’on

admet que la présence de lymphocytes T cytotoxiques diminue déja la réplication virale.
5.3. SECRETION DES CYTOKINES.

Une des clés expliquant I’activation au cours des infections de la réponse
immunitaire cytotoxique médiée par les lymphocytes T CD8 semble €tre la sécrétion
cytokinique initiale des lymphocytes T helper (CD4+). En effet, une sécrétion par ces
lymphocytes de cytokines TH1 (IL2, IFNY) entraine une activation des lymphocytes T
CD8, elle méme inhibée par les cytokines TH2 (IL4, IL10), dont le rdle est également
une activation lymphocytaire B. Il apparaissait donc important de quantifier les
principales cytokines TH1 et TH2 au cours des stimulations lymphocytaires par les
protéines virales, pour tenter d’expliquer les variations observées d’un malade a I’autre
en terme de réponse CD8. L’objectif initial était de quantifier par cytométrie de flux
multiparamétrée la sécrétion cytokinique intra-cytoplasmique des lymphocytes T
activés de phénotype CD4, ceci apres étape de perméabilisation cellulaire et utilisation
d’anticorps fluorescents anti-cytokines. Cette technique séduisante n’a pu étre utilisée
d’une part compte-tenu de difficultés techniques de mises au point, et d’autre part
surtout en raison de la nécessité d’utiliser de trés nombreuses cellules en culture, ce qui
était incompatiﬁle avec le nombre de cellules et de protéines virales disponibles. Nous

avons donc choisi de doser 'IL2, I'IL4, 'IL10 et I'TFNY par technique ELISA dans les
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surnageants du milieu de culture, principale technique utilisée dans la littérature. Ce
dosage, qui présente 1’avantage de sa simplicité, n’est cependant pas le reflet exact de la
sécrétion cellulaire de cytokines, puisque celles-ci sont également consommées a partir
du mileu par les lymphocytes activés et par certains récepteurs solubles. Elle ne permet
pas par ailleurs d’identifier les cellules sécrétrices dans un milieu de culture contenant
plusieurs populations cellulaires capables de sécréter des cytokines. Cette technique
mesure donc la résultante entre la sécrétion et la consommation cellulaire de cytokines.

A partir des données de la littérature et de manipulations préliminaires de
stimulation lymphocytaire par 1’ Ag HBs, nous avons choisi une durée de culture de 72h,
qui semble apporter le meilleurs compromis entre sécrétion et consomation.
Malheureusement, nous n’avons pas faute de quantité suffisante de protéines virales pu
établir de cinétique de mesure plus précise.

Le niveau d’ IL2, principale cytokine mitogénique pour les lymphocytes activés,
était néanmoins significativement corrélé & 1’index de prolifération lymphocytaire et a
I’expression mefnbranaire de CD25. L’IL2 est également une cytokine de type I
(sécrétée par les lymphocytes TH1), favorisant I’activation et la prolifération des
lymphocytes cytotoxiques. Il n’existait dans notre travail qu’une tendance non
significative entre le niveau d’IL2 et le pourcentage de lymphocytes activés CD8+.
Cette absence de significativité pourrait étre expliquée par le manque de puissance de
I’étude liée au faible effectif de malades. Elle pourrait également étre liée & 1a méthode
de mesure, puisque de nombreuses cellules autres que les lymphocytes CD4+ sont

capables de consommer I’'IL2. Ces arguments pourraient également expliquer 1’absence
de corrélation entre les niveaux d’IL2 et d’IFNvy, autre cytokine du groupe THI1. La
corélation significative entre les niveaux d’IFNYy et d’IL10 est en revanche plus difficile
a expliquer. Chez la souris, 1’IL10 est une cytokine TH2, dont la synthése est inhibée
par 'TFNy (Mosmann et al®l). Chez I’homme, I’IL.10 peut cependant étre sécrétée 2 la
fois par des lymphocytes TH1 et TH2. Napoli et al3 ont néanmoins rapporté chez des
malades atteints d’hépatite chronique C une corrélation inverse entre les niveaux

d’ ARNm intra-hépatiques d’IL10 et d’IFNy mesurés par RT-PCR quantitative. En
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I’absence d’explication physiopathologique, la possibilité d’une erreur statistique de
type I (conclure a tort a I’existence d’un lien significatif) ne peut étre exclue, avec une
probabilité de 5%.

La seule cytokine jamais détectée dans notre étude était 1’IL4. La possibilité
d’une erreur de manipulation a pu étre écartée par la présence d’une gamme de témoins
positifs dans le kit de dosage. Des résultats similaires ont été rapportés par Vingerhoets
et al92, dans un travail utilisant la méme méthodologie. Cependant, il s’agissait dans
cette étude de patients atteints d’hépatite chronique B dont les lymphocytes
périphériques étaient stimulés par les antigénes HBe et HBc. Bertoletti et al® ont
cependant suggéré que les lymphocytes T CD4+ étaient plus fréquemment TH1 dans
I’hépatite chronique C et plus fréquemment TH2 dans 1’hépatite chronique B. Qoiqu’ il
en soit, la possibilité dans notre travail d’une consommation importante d’IL4 dans la
culture empéchant sa détection, ou une période de stimulation inapropriée par rapport
au pic de sécrétion, ne peut étre écartée. Cependant, dans I’étude de Tsai et al®! utilisant
les mémes méthodes, une détection d’IL4 était observée chez tous les malades apres
72h de stimulation. Il s’agissait cependant de malades d’atteints d’hépatite virale C
aigu€, non étudié€s a nouveau au cours de I’évolution vers la chronicité.

Nous n’avons pas observé de corrélation entre les niveaux de cytokines TH1,
IL2 et IFNY, et les caractéristiques de la maladie, en particulier 1’activité histologique et
Iactivité de I’ ALAT. Napoli et al%3 ont rapporté que la présence dans le foie des ARNm
de I'TL.2 et de I’IFN mesurés par RT-PCR quantitative était corrélée a ’intensité des
1ésions nécrotico-inflammatoires, suggérant que les cytokines TH1, pro-inflammatoires,
pouvaient participer a la génese des 1ésions hépatiques. Cependant, ce résultat n’a pas
été confirmé par Dumoulin et al20, utilisant la méme technique de PCR dans le foie,
chez 23 malades. La seule corrélation significative que nous avons retrouvé est la
relation inverse existant entre le niveau d’IL10 et I’activité de I’ ALAT.

De la méme maniére, les niveaux initiaux de cytokines n’étaient pas associés a la
réponse au traitement. Il existait cependant une tendance en faveur de niveaux plus

élevés d’TIL2 et moins €élevé d’IL10 chez les malades répondeurs au traitement. Aucune
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différence n’était observée pour I'IFNY. Ces résultats sont discordants par rapport a
ceux d’Iwata et al38, suggérant chez 21 patients que les répondeurs avaient des niveaux
d’IFNYy supérieurs a ceux des non répondeurs avant traitement. Néanmoins, cette
différence n’était significative que lorsque les résultats étaient exprimés en index
(rapport des niveaux d’IFNY mesurés dans le milieu de culture avec et sans stimulation),
index que nous n’avons pas calculé.

Par ailleurs, aucune évolution significative des niveaux de cytokines n’a été
observée aprés 3 mois de traitement par IFN@, sans différence entre répondeurs et non
répondeurs. Seuls Cacciarelli et all0 ont rapporté une diminution des cytokines TH2
sans modification des cytokines TH1 chez les malades répondeurs au traitement. Il
s’agissait cependant dans ce travail de dosages sériques, dont la signification reste
imprécise.

L’étude de la sécrétion de cytokines ne nous a donc pas permis de relier un profil
de sécrétion TH1 a une réponse lymphocytaire CD8 prédominante. Ce résultat négatif
pourrait étre expliqué par la méthodologie employée, puisque il semble indispensable
d’étudier directement les lymphocytes T activés de phénotype CD4. Les deux
approches possibles pour poursuivre cette étude pourraient €tre d’une part une
quantification des ARNm des cytokines par RT-PCR apres tri des lymphocytes CD4 par
CMF ou utilisation de billes magnétiques, et d’autre part le dosage des cytokines intra-
cytoplasmiques par CMF multiparamétrée, malgré les contraintes évoquées plus haut.
Une approche alternative pourrait &tre la recherche en CMF de marqueurs
membranaires des lymphocytes CD4 spécifiques TH1 ou TH2. En effet, Loetscher et
al>2 ont suggéré que le récepteur des chémokines CCRS5 était spécifique des
lymphocytes TH1, alors que Salustro et al’# ont rapporté dans un modeéle murin que le
récepteur de 1’éotaxine CCR3 était spécifique des lymphocytes TH2. Le caractere
totalement discriminant de ces marqueurs devra toutefois étre validé avant leur

utilisation.
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5.4.CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Nous avons montré dans ce travail prospectif ayant inclus 20 malades atteints
d’hépatite chronique C qu’il existait une activation lymphocytaire T périphérique en
réponse & une stimulation in vitro par différentes protéines virales recombinantes. Cette
réponse lymphocytaire, caractérisée dans 100% des cas par 1’expression membranaire
de marqueurs d’activation cellulaire, d’une sécrétion d’IL2, et dans 65% des cas par une
réponse lymphoproliférative, suggeére 1’existence dans le sang périphérique de
Iymphocytes T spécifiques du VHC et pouvant étre de phénotype CD4 ou CDS8.

Nos résultats suggerent également que les caractéristiques de cette réponse
lymphocytaire sont associées a certaines caractéristiques de la maladie. En effet,
I’existence d’une prolifération et d’une activation lymphocytaire intense,
majoritairement de phénotype CD8, et associée a une sécrétion accrue d’IL2, était
observée majoritairement chez les malades ayant une virémie faible et répondeurs
immédiats au traitement par IFNo.. Ces résultats suggerent I’importance fondamentale
de ces lymphocytes CD8, potentiellement cytotoxiques, pour permettre 1’éradication du
virus et la guérison de la maladie.

De nombreuses inconnues demeurent cependant: quels sont les épitopes
préférentiellement reconnus par ces lymphocytes activés? Quelle est le role de la
variabilité virale pour échapper a la reconnaissance lymphocytaire T? Les lymphocytes
CDS activés sont-ils réeellement cytotoxiques? La présence d’une réponse CDS8 est elle
associée a une sécrétion cytokinique TH1, et quels sont les facteurs influencant cette
sécrétion? Quelle est I’importance respective de la réponse lymphocytaire T en
périphérie et dans le foie? De nouvelles études devront étre effectuées pour mieux
connaitre le rble de la réponse immunitaire de 1’h6te dans 1’histoire naturelle de

I’hépatite virale C.

68




69




Theése soutenue par Vincent LEROY

Evaluation de la réponse lymphocytaire T périphérique au cours de ’hépatite

virale chronique C traitée par interféron alpha.

CONCLUSION

La réponse immunitaire a médiation cellulaire des malades atteints d’hépatite
chronique C (HCC), qui pourrait jouer un rdle prépondérant dans 1’histoire naturelle de
la maladie et la sensibilité au traitement par interferon alpha (IFNa), reste actuellement
mal connue. Le but de notre étude était donc d’analyser qualitativement et
quantitativement au cours de I’HCC traitée par IFNo la réponse des lymphocytes T
périphériques stimulés in vitro par des protéines virales C recombinantes.

Méthodes: Vingt malades (hommes: n=12, age moyen: 43 + 13 ans) atteints
d’HCC prouvée histologiquement ont été inclus prospectivement entre le 01/01/97 et le
01/01/98 et traités par IFNa,, 3 MUI 3 fois par semaine pendant 12 mois. La réponse
immédiate était définie par une normalisatiuvon de I’ALAT et une négativation de la
virémie a 3 mois. Pour chaque malade, étaient déterminés le génotype (séquencgage
direct), la virémie (PCR Amplicor Monitor®), le nombre de quasi-especes (méthode
SSCP), le score de Knodell et I’'index METAVIR. L’analyse immunologique était
effectuée au début et aprés 3 mois de traitement, par mise en culture des cellules
mononucléées du sang périphériques en présence des protéines virales recombinantes
C22, NS3, NS4 et NS5. Aprés 6 jours de culture, I’intensité de la prolifération
lymphocytaire était mesurée par incorporation de thymidine triti€e. Le pourcentage de
lymphocytes activés, identifiés en cytométrie de flux par I’expression membranaire du
récepteur de I’IL2 (CD25), ainsi que leur phénotype CD4/CD8 ont ét€ déterminé. La
sécrétion lymphocytaire de cytokines (IL2, IL4, IL10 et IFNY) était évaluée apres 72h

par technique ELISA dans les surnageants de de culture.
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Résultats: Une réponse lymphoproliférative significative était observée dans
65% des cas, en particulier dirigée contre NS4 et C22 (50%). Les profils de réponse
n’étaient cependant pas corrélés aux caractéristiques de la maladie. Une activation
lymphocytaire détectée en cytométrie de flux par I’expression membranaire de CD25 était
observée chez tous les malades (moyenne: 21%, extrémes: 11 - 52%). Les lymphocytes
activés pouvaient €tre de phénotype CD4 (21% - 58%) ou CD8 (16% - 75%), avec un
rapport CD4/CD8 moyen de 1,2 £ 0,9. Ce rapport était significativement corrélé a la
virémie des malades (r=0,55; p<0,01), mais non & I’activité histologique et a l'activité des
ALAT. Des concentrations significatives d’IL2, d’1L10, d’IFNYy, mais non d’IL4 étaient
détectées dans les mileux de culture. La concentration d’IL2 était plus €levée en cas de
prolifération et d’activation lymphocytaire intense, mais les concentrations d’IL10 et
d’IFNy n’étaient pas corrélées aux caractéristiques de la maladie.

Une réponse immédiate a I'TFNa a été observée chez 10 malades. Ceux-ci avaient
une prolifération lymphocytaire plus intense (index de stimulation: 33 £ 45 vs 8 £ 6,
p<0,05), une concentration d’IL2 plus élevée (16 £ 20 vs § £ 5 pg/ml, p=0,14) et un
rapport CD4/CD8 plus bas (0,7 £ 0,3 vs 2,0 + 1,3) que les non répondeurs. En analyse
multivariée, seule la présence d’un rapport CD4/CD8<1 était prédictive de la réponse
immédiate au traitement (RR:8,2; IC95%: 2,1-60,5; p<0,05).

Conclusion: Nos résultats suggerent I’importance de la réponse lymphocytaire T
périphérique dirigée contre le VHC. En particulier, la réponse CD8§, potentiellement
cytotoxique, pourrait réduire la virémie et favoriser la réponse au traitement par IFNa.
Ces résultats devront cependant €tre confirmés par de plus larges €tudes, appréciés en

terme de réponse soutenue, et comparés a la réponse lymphocytaire T intra-hépatique.
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Annexe 1: Organisation du génome et protéines du VHC

342 ARN du virus C 9374 9401
s INd ¢ El lEZ/NSl NS2 | NS3 | Ns4 | NS5 |NQ 3
Traduction
1 précurseur polypeptidique 3011

NS3 | NS4 NS5 | -COOH
a bja b
Protéines non structurales

H2N-| C E1 2/NS1 | NS2

Protéines structurales

Clivage protéique

C El | [E¥Ns1| | Ns2 || NS3 || Ns4 || Nss
(a+b) (ath)
Protéases cellulaires Meétallo-protéase Sérine-protéase

Fonction Composition en aa Nom Enzyme de clivage
protéine de capside 190 (1-191) p22
glycoprotéine d'enveloppe 191 (192-383) gp33 signalase
glycoprotéine d'enveloppe 425 (384-809) gp70 signalase
métallo-protéinase 199 (810-1009) p23 signalase
sér-protéase+hélicase 609 (1010-1619) p72 métallo-protéinase
2 396 (1620-2016) p10,p27 NS3 protéase
réplicase/polymérase 1016 (2017-3033) p58,p70 NS3 protéase
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Annexe 3: Caractéristiques individuelles des malades lors de I’inclusion dans 1’étude

Malade Age Sexe Mode de Durée du ALAT Génotype  Virémie Quasi- Score de
(n) (ans) contamination portage (n) (105 cop/ml)  especes Knodell
1 39 M Toxicomanie IV 16 4,33 3a 4,2 8 3
2 44 F Transfusion 16 2,23 3a 0,6 7 6
3 56 M Inconnu - 16,6 1b 0,1 9 6
4 34 M Toxicomanie IV 16 1,1 3a 2,0 7 8
5 44 F Transfusion 19 5,5 1b 0,3 10 5
6 30 M Toxicomanie IV 10 1,1 la 1,1 12 5
7 38 M Toxicomanie IV 11 3,14 3a 1,2 8 5
8 39 F Toxicomanie IV 13 1,03 3a3c 0,8 - 5
9 38 F Inconnu 11 0,92 2a 1,2 - 8
10 43 M Toxicomanie IV 23 3,4 la 0,4 9 12
11 33 M Toxicomanie IV - 1,17 la 3.4 4 8
12 55 F Transfusion 16 1,7 1b 5,1 - 8
13 45 M Transfusion 35 2,36 1b 1,5 8 9
14 45 F Toxicomanie IV 27 9,9 3a 2,3 - 10
15 38 M Inconnu - 1,44 1b 3,2 6
16 59 M Transfusion 38 3,29 1b 3,7 9
17 40 M Transfusion 22 1,5 1b 6,7 -
18 54 M Transfusion 19 2,78 la 2,1 10 10
19 37 F Inconnu - 1,1 1b 0,1 9 8
20 39 F Toxicomanie IV 14 0,83 4a 0,1 - 5




Annexe 4: Caractéristiques individuelles de ’activation lymphocytaire des malades avant traitement par IFNo
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Prolifération lymphocytaire* Cytométrie de flux
Malade Réponse NS3 NS4 NSS C22 Pool SOD % CD25 + CD4/CD8 CD4/CDS8
a I'IFNo (CD 25 -) (CD25 +)
1 R 26,9 66,8 65,9 7,3 119,5 0,9 54 2,1 0,9
2 R 1,8 3,7 6,8 2,6 12,9 3,8 - - -
3 R 8,7 4,8 3,7 5,6 5,2 1,8 - - -
4 R 8,7 13,0 19,8 23,3 46,1 5,6 21 3,7 0,4
5 R 2,1 4 5,1 11,6 5,1 4,4 18 4,4 0,3
6 R 1,9 1,1 1,7 1,3 1,6 1,0 23 1,3 0,8
7 R 4,7 6,8 13,8 8,5 9,1 2,3 26 2,4 1,2
8 R 0,6 1,8 1,9 1,5 7,6 1,2 18 2,4 0,6
9 R 2,9 3,1 7,5 6,1 4,2 1,5 - - -
10 R 1,2 2,1 1,3 2,7 1,8 1,5 18 1,4 0,7
11 NR 3,8 4,8 6,7 4,0 4,0 4,4 25 3,2 1,1
12 NR 1,1 1,4 1,2 1,1 1,4 0,4 25 2,4 2,0
13 NR 1,4 1,6 1,7 1,8 1,5 1,4 - - -
14 NR 2,1 15,3 3,2 10,6 20,2 0,8 21 1,9 3,2
15 NR 3,3 4,7 3,3 1,0 5,1 2,2 16 2,1 0,9
16 NR 3,8 4,6 0,7 6,7 7,5 1,2 22 3,7 2,9
17 NR 1,6 12,8 2,6 5,8 7,6 1,4 - - -
18 NR 1,5 22 1,2 0,8 1,8 0,4 18 2,8 1,2
19 - 3,1 3,5 1,7 1,8 2,4 1,5 18 6,2 1,1
20 - 4 1,6 4,4 11,9 8,7 0,7 17 1,9 0,9

*: Résultats exprimés en index de stimulation.
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ABREVIATIONS

ALAT
Ag HBs

ARNm
CD
CMF
CMH

FITC
HBSS

IC

NK
PBS
PCR
PDGF
PE
SVNN
TGF
VHB
VHC
VIH

Acide désoxyribonucléique
Alanine amino-transférase
Antigene HBs

Acide ribonucléique

Acide ribonucléique messager
Cluster differentiation
Cytométrie de flux
Complexe majeur d’histocompatibilité
Cyanine 5

Fluorescéine isothiocyanate
Hans balanced salt solution
Human leucocyte antiogen
Intervalle de confiance
Interferon

Interleukine

Natural killer

Phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
Platelet derived growth factor
Phycoerythrine

Sérum de veau nouveau-né
Transforming growth factor
Virus de I'hépatite B

Virus de 'hépatite C

Virus de I'immuno-déficience humaine
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