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Quel est le probleme ?

* pathologie fréquente Probléme de santé publique

* gravitépotentielle consensus
* hétérogénéitéd évolution inter-patient
— « plusieurs» VHC
— hotes ne se ressemblent pas

— effets secondaires thérapeutiques fréquents
et potentiellement graves

opposition Santé Publique / Soins individualisés ?
INTERET DE LA PHYSIOPATHOLOGIE

Approche du probleme

= NaturedesvirusVHC
* Histoire naturelle de lamaladie VHC
# que fait notre immunité ?
= Impact destraitements
# quels résultats ?
= Physiopathol ogie des hépatites chroniques C
* Quelles perspectives ?

Structuredu VHC

-Virus enveloppé, ARN+ simple brin de la famille Flaviviridae

- génome de 9600 nucléotides, codant pour 1 polyprotéine
- smple... mais importantes variations génétiques

Lesvariations génétiques du VHC

» Taux de mutationsnucléotidiques: 10 Yan
— Production virale: 1012/jour
— taux de mutations variable
— interactions protéines virales / humaines variables
— notion de quasi-especes

« Plus de 90 génotypes répertoriés, 6 groupes
princi paux
— Répartition inégale sur le globe

Lecycleviral

Cibles cellulaires: hépatocytes, cellules B et
monocytes... et cellules biliaires ?
Récepteurs: CD81, récepteurs aux VLDL et
glycoaminoglycans
protéases virales et cellulaires:
polyprotéine m==> 10 protéines

= Structurale: core, E1,E2

# Non-gtructurdle: de NS2 A NS5B

# Interactions génome/ protéines structurales === virions
Diamétre de 30 a 50 nm, mais variabilité potentielle
Beaucoup d'incertitude par quasi-absence de culture
cellulaire




M odéles existants de cultures de VHC (1)

+ Structures et fonctions de la plupart des protéines
connues

+ Maisinteractions protéine/ protéine et interactions
virus/ cellule héte méconnues

+ Objectifs: trouver de nouvelles cibles
thérapeutiques...et donc de nouveaux traitements

+ Echecs des cultures sur lignées cellulaires; production
faible et non reproductible

+ Modéle animal réduit al’ utilisation du chimpanzé...

M odéles existants de cultures de VHC (2)

Depuis 1999, 2 modéles sont potentiellement utilisables

# Culture primaires d’ hépatocytes
mais résultats encore dépendants des donneurs et des souches
infectantes

# Souris transgéniques avec foie humain

# Technique des « réplicons»
modification génomiqueavec délétion des régions structurales,
insertion d’une amorce de virus de réplication aisée
culture exclusivement dans lignée Huh 7, mais pasde virions
complets...

I’ ensembl e des travaux portant sur
les modéles
cellulaires/ tissulaires/ animaux de
culture du VHC
conduisent au constat de |’ absence
de pouvoir pathogéne évident...

Approche du probleme

Nature desvirusVHC
« Histoirenaturelledela maladie VHC

# quefait notreimmunité?

Impact destraitements

# quels résultats ?

Physiopathol ogie des hépatites chroniques C
» Quelles perspectives ?

M odalités évolutives del’hépatite C
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M écanismes d’ action non
démontrés:
les données convergent pour
évoquer une efficacité indirecte, par
I’amélioration
des défenses immunes...

Immunité anti-VHC

# VHC immunostimulants et pouvoir transformant
# Données épidémiologiques

# |mmunité innée en grande partie inconnue

# variabilitéinter individuelle +++ nonliéealasouchevirae

# immunité humorale spécifique non protectrice

# |Immunité s’ atérant dans le temps, quelque soit les modalités évolutives
# Données bio-cliniques

# Ac détectables en fin de 2ém mois aprés contamination

# 1gM non spécifique de la primo infection

# 0.001% infecté sans anticorps

" cezlAc spécifiques N empéchent pas la réinfection par laméme souche

virde

Immunité cellulaire spécifique

La majorité des travaux se sont intéressés aux facteurs
d'éradication virologique

Intensité de laréponse T CD4* associée a | éradication virde
Interactions favorables entre T CD4+ et T CD8*

Rechute virologique associée a I’ atération de cette réponse T
Echappement virol ogique possiblement par mutants résistants
Induction d’ une apoptose des cellules T

Amélioration de cette réponse T sous interféron...
mais un seul travail en ce sens

Rechuteinfection aVHC
aprespertedes T CD4 spécifiques

« 38 patients avec hépatite C aigué, suivi longitudinal
e analyse activité T : prolifération apres exposition Ag
VHC, synthese IFN-get IL-4, relation disparition T
écifique et rebond CV
« évolution favorable:
— > 70% réponse Ag viraux versus < 34% s rechute
— concernent +++ les T CD4+
— séerétion IFN-g+++ et pasd' IL-4; maintient profil
cytokinique TH1 en longitudinal

Gerlach et al, Gastroenterology1999
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# quels résultats ?
= Physiopathologie des hépatites chroniques C
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Impact du virus sur la voie IFN-a

¢ VHC interfére avec la signalisation IFN-a
* NSBA interfére avec la PKR (RNA-stimulated protein kinase)
— Par inhibition de sa dimérisation
— Si mutations: efficacité thérapeutique, documentée pour génotype 1b
* Une région déterminée de NS5A (ISDR = Interferon Sensitive
Determining Region), lieu de mutations, interfére directement
avec cette signalisation
« E2 pourrait également interférer avec la signdisation via IFN-a
— Par phosphorylation de PKR




JM Pawlotsky, Antiviral Research 2003
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Immunité/ Charge Virale
au cours des hépatites chroniques C

Evolution vers|’hépatite chronique =regle usuelle

+ Pas de données immunologique sur 20 ans...
+ Raréfaction des clones T CD4* anti-protéines non structurales
+ Quasi-absence des clones T CD8" spécifiques
+ relation entre ces T CD8* spécifiques et le taux de transa
+ Dissociation CV et quantité de cellules T spécifiques
+ dissociation entre CV plasmatique et CV tissulaire

Celulesimmunocompétentes du « foienormal »
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Figure 1. Typical composition of the hepatic nonparenchymal cell

(NPC) population in rodents and humans. IHL, intrahepatic lympho-
cytes; DN, double negative (CD4 and CD8 negative).




Pourquoi des différences deréponsesimmunes
e = entreindividus?

Quelques molécules impliquées
dans la coopération cellulaire...
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~ Jankovic D., Zhugong L., Gause W.C. et al,
Trends in Immunology, 2001

Dynamique et homéostasie cellules T
au cours des infections virales ?
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Rai sons théoriques/expérimentales pour un réle
de I’ apoptose des cellules T dansla
physiopathologie de I hépatite chronique C

* RoledesB mineurs, role des T CD4* majeur
* Infection chronique = inflammation chronique
Ag viraux = afflux de cellules immunocompétentes

» Activation « chronique» des cellules T

— Hépatocytes: présentation Ag mais stimulation T imparfaite
* Expressiondelavoie FasFas-L

— Induite physiologiquement

— Induite par des protéines virales
 « Perturbation» chronique du réseau des cytokines

Excés de TNF, défaut d'IL-2, balance IL-10/ IL-12 ?

« T CD8 cytotoxiques par induction d' apoptose...

REALITES DU PHENOMENE APOPTOTIQUE (1)

Analyse au Hoechst

Intensité fluorescente
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Premieres constatations

¢ Compartimentalisation immunitaire
— intérét éude deslympho périphériques?

« Différence apoptose contréles/ VHC

« Apoptose cellules T : seul paramétre biologique
corrélé al ’histo-pathologie
— non liée ala charge virde
— % apoptose>> % cdlules spécifiques
» interactionsvirus - hote délééres
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Pourquoi des
différencesde
réponses immunes
entreindividus?

Jankovic D. et al,
Trends in Immunology, 2001

Approche Moléculaire Voies
d’activation / apoptose

Etude d’expression multigénique par PCR en temps réel
a partir de PBMC de 5 volontaires sains
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Dynamique et homéostasie cellules T
au coursdes infectionsvirales ?
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*Modéles mathématiques...
«Dépendantes des antigénes
«Recrutement lymphoide
vialFN a
*Recrutement sous populations
T variable dans le temps

* d'abord T CD4

* puis T CD8

« cellules B «viro-dépendantes»
erecrutement + spécifique

« cytokines

* superantigenes
einteractions cellules T- APC
eproduction thymique

erégulation par apoptose




VOIE FagFas- Ligand
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Impact d’un anti-TNF-a
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— durée maladie identique (8 ans en moyenne)
— mémefacteursderisqued’ acquisition desvirus
— mémeé&ge (33 ansen moyenne), mémesex raio
— Intox OH présente de maniére comparable
« différences:
— de statut immunitaire
« T CD4: 364 versus 110
* T CD8: 705 versus 360
— ATCD infection opportuniste
9123 (39%) versus 22/28 (78%)

Roger PM et al, Press Med 1998.

Impact de I'individu
sur I’évolution de la co-infection ?

 Intégrer dansles potentialités évolutives
I" hétérogénéité inter-individuelle
— Polymorphisme des cytokines
— Polymorphisme génes de régulation de I’ apoptose ?
¢ Prendre en compte I’ évolutivité de I’ hépatite chronique
— réplicationvirde?
— Anergie T ou au contraire activation ?
— Dissociation inflammation / fibrose: pas les mémes cellules ?
« Proposer une immunothérapie associée ou non au
traitement anti-viral
— Anti-TNF?
— Corticoides?
— Autres?




