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Résumé

Le virus de I’hépatite C représente un probléme majeur de santé publique. En
effet, le VHC infecte plus de 170 millions de personnes a travers le monde. Dans la
plupart des cas, I’infection devient chronique et peut persister de nombreuses années,
causant des lésions hépatiques inflammatoires pouvant évoluer en cirrhose et augmenter
le risque de développer un carcinome hépatocellulaire. De plus en plus d’indices
semblent indiquer que les lésions hépatiques sont causées surtout par les cellules
immunitaires T. Les lymphocytes T €liminent les hépatocytes infectés par induction
d’apoptose. L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmée finement régulé.
La régulation de ce mécanisme est assurée par les protéines de la famille Bcl-2 qui
comporte des membres pro-apoptotiques et anti-apoptotiques. C’est 1’équilibre entre les
membres anti- et pro-apoptotiques qui détermine si le processus va s’accomplir. Jusqu’a
présent de nombreuses études ont montré que les produits des génes du VHC sont
impliqués dans 1’apoptose mais leurs résultats sont contradictoires.

Puisque dans la majorité des cas, le virus se maintient dans les hépatocytes, il doit avoir
élaboré un moyen de résister aux mécanismes de défense de I’h6te dont 1’apoptose. Le
but de notre étude était donc de déterminer si les hépatocytes infectés sont plus résistants
a I’apoptose que les non infectés.

Nos résultats n’ont montré aucune activation des caspases 3 et 8 dans les
échantillons de foies normaux et infectés, ni méme d’inhibition de I’activation de la
caspase 3 lors de nos mesures de clivage du substrat relatif a chaque caspase par
spectrofluorométrie. Ce qui suggére un faible niveau d’apoptose. Puis, nous avons voulu
observer si les protéines de la famille Bcl-2 pouvaient étre augmentées ou abaissées dans
les échantillons de foies infectés. Les niveaux d’expression de protéines de la famille Bcl-
2 pro- apoptotiques (Bax, Bid) et anti-apoptotiques (Bcl-xL) on été mesurés par western
blot. Nous avons observé une hausse du niveau d’expression de la protéine Bax dans les
foies infectés comparé au normaux. Pour Bcl-xy et Bid, la différence de niveau
d’expression de chaque protéine entre les deux types de foies n’a pas atteint de valeur
significative, mais les résultats suggérent une tendance a une plus forte expression de

Bcl-xy. et une plus faible pour Bid dans les foies infectés. Ensuite, nous avons aussi utilisé
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le modéle de réplicon sous-génomique du VHC dans une lignée de cellules
hépatocytaires, HuH7. La plus forte expression de Bax a été retrouvée dans la lignée 9-13
contenant le réplicon sous-génomique du virus comparé a la lignée HuH7 ne contenant
pas le réplicon. Pour Bcl-x;, la tendance a étre plus exprimé dans les foies infectés a été
confirmée dans les lignées cellulaires. Le rapport Bax/Bcl-x; n’est pas significativement
différent entre les foies normaux et infectés ni entre la lignée HuH7 et 9-13, malgré la
surexpression de Bax. Lorsque nous avons induit 1’apoptose par déprivation en sérum, et
avons mesuré la diminution de la viabilité cellulaire par réduction du MTT, la lignée 9-13
s’est montrée plus résistante que la HuH7. De méme, lors d’induction de 1’apoptose par
ajout de thapsigargine, le décompte du pourcentage des cellules en apoptose, colorées au
Hoescht 33258, a montré que la lignée contenant le réplicon est significativement plus
résistante a 1’apoptose que celle qui ne le contient pas. Ensuite, nous avons voulu inhiber
la réplication virale et observer ses effets sur le niveau d’expression de Bcl-x.. Nous
avons traité les cellules a I'TFN—a et mesuré la réplication du réplicon par RT-PCR avec
une amorce congue pour amplifier le brin positif du VHC ainsi que le niveau
d’expression de Bcl-x; par western blot. Les résultats indiquent que I’interféron—o
diminue la réplication du réplicon ainsi que I’expression de Bcl-x.. Des expériences
préliminaires ont montrés qu’en présence d’EGF, les MAP kinases ERK1/2 sont plus
activées dans la lignée 9-13 que la HuH7. De plus, en présence d’un inhibiteur de
’activation des MAP kinases (PD98059), I’expression de Bcl-x, est beaucoup diminuée,
tandis que celle de Bax ne varie pas. Ceci suggére que la surexpression de Bcl-xp. dans la
lignée 9-13 est médiée du moins en partie par une augmentation de I’activité des MAP
kinases.

En conclusion, nos résultats indiquent que les hépatocytes infectés semblent étre
plus résistants a 1’apoptose. Le virus et le réplicon modulent ’expression de protéines de
la famille Bcl-2. Le réplicon sous génomique rend les hépatocytes plus résistants a
’apoptose. Cette résistance pourrait étre médiée par une activation des ERK1/2 qui

entraine une surexpression de Bel-xi.

Mots-clés : Hépatite C, apoptose/ mort cellulaire, génes de la famille Bel-2, caspases,

MAP kinases.
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Abstract

Hepatitis C infection has become a major public health challenge. Indeed, HCV is
currently infecting more than 170 million patients worldwide. In most cases, the
infection is chronic in nature, and may persist for years, leading to inflammatory hepatic
lesions that may later on be the cause of cirrhosis and increase the risk of hepatocellular
carcinoma. It has become more commonly believed that immune T cells are the effectors
of hepatic lesions during the chronic phase of the disease. T-lymphocytes eliminate
infected hepatocytes through the induction of apoptosis. Apoptosis is a
finely regulated programmed cell death process. The regulation of this process is assured
by proteins in the Bcl-2 family inclusive of both pro and anti-apoptotic types.
The balance of actions of these two types of proteins is what determines if and at which
level apoptosis takes place. Until now, several studies have implicated HCV gene
products in the apoptotic process but so far the results have been inconclusive. Since in
most cases, the virus resides inside hepatocytes, we made the hypothesis that HCV
infection of hepatocytes counteracts host immune defence mechanisms including
apoptosis. Therefore, the goal of the present study was to determine if infected
hepatocytes are more resistant to apoptosis than non infected cells.

Analysis of infected human liver tissue extracts from HCV-infected and non-
infected patients show no evidence of caspases 3 and 8 activation. Also, no evidence of
caspase 3 inhibitory activity was found. We also evaluated the levels of expression
of proteins of the Bcl-2 family to assess for evidence of increased expression of anti-
apoptotic or decreased expression of pro-apoptotic members in liver extracts from HCV-
infected and non-infected human tissues. The expression of pro-apoptotic (Bax, Bid) and
anti-apoptotic proteins (Bcl-x.) were measured by Western Blotting. Results show a
significant increase in the expression of Bax in infected livers in comparison to healthy
livers whereas Bid levels slightly decreased in HCV-infected livers without reaching
statistical significance. We also observed increased expression of Bel-xy, in infected livers

that merely reached statistical significance.
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We also studied the expression of Bcl-2 proteins in cell lines containing the sub-genomic
replicon of the virus in comparison with the HuH7 line that does not contain the replicon.
Results show that the steady state protein levels of both Bcl-x;, and Bax were higher in
the replicon cell line in comparison to the parental cell line. The Bcl-x;/Bax ratio was
also measured and found not to be different in between the cell lines.

Apoptosis was then induced in vitro through serum deprivation. Assessment of cell
viability by reduction of MTT showed that the replicon cells were more resistant than the
HuH7 parental cells. Moreover after induction of apoptosis with thapsigargin, the
apoptotic index of cells stained with Hoescht 33258 demonstrated that the line containing
the replicon was significantly more resistant to apoptosis than that which did not contain
the replicon. In order to assess if the over-expression of Bcl-x;, was consequent to the
presence of HCV genome and/or proteins, we inhibited viral replication with IFN-a and
measured its effect on HCV RNA and Bcl-x,. expression. Our results show that interferon
was a potent inhibitor of HCV replication and significantly decreased Bcl-x;, expression.
Preliminary experiments were also performed to assess if activation of intracellular
signaling cascade by HCV could be responsible for the increased expression of Bcl-xy.
First, we showed that, in the presence of EGF, MAP kinases ERK 1/2 are more strongly
phosphorylated in the replicon line in comparison to the HuH7 line. Moreover, in the
presence of an inhibitor for the activation of MAP kinases (PD98059), expression of Bcl-
xL was significantly decreased in contrast with that of Bax which remained unchanged.
These results suggest that over-expression of Bel-x;, in the replicon cell line might be
mediated by increased activation of MAP kinases.

In conclusion, our results show that HCV-infected hepatocytes appear to be more
resistant to apoptosis. The virus and the replicon modulate the expression of the Bcl-2
family proteins. The sub-genomic replicon makes hepatocytes more resistant to the
apoptotic process.This resistance could be mediated by increased activation of ERK 1/2

leading to the increased expression of Bcl-xt.

Keywords : Hepatitis C, apoptosis/cell death, Bcl-2 gene family, caspases, MAP kinases.
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Introduction



1- Le virus de Phépatite C
1.1- Historique

A I’époque de la seconde guerre mondiale, les hépatites étaient divisées en 2
groupes et nommeées : hépatite infectieuse ou hépatite de sérum homologue'”. Plus tard,
le terme d’hépatite A fut utilis€ pour désigner I’hépatite infectieuse, celui d’hépatite B
pour I’hépatite de sérum homologue. Il a ensuite été établi que les agents infectieux
responsables de ces hépatites étaient des virus. Le diagnostic ne pouvait alors étre basé
que sur ’état clinique du patient et ses caractéristiques épidémiologiques. Puis, au début
des années 70, des tests précis et sensibles de détection de 1’hépatite B ont été développés
et mis sur le marché®**. En 1973, un test de détection de 1’hépatite A fut développs®.
Au moyen de ces tests de détection, plusieurs équipes étudieérent des patients présentant
des cas divers d’hépatite. Leurs résultats mirent en évidence 1’existence d’une nouvelle
pathologie : I’hépatite non A non B®™® (HNANB).

En 1989, le génome du virus non A non B fut cloné et nommé virus de 1’hépatite
C {}. Le clone servit de base pour les premiers tests de détection du VHC. C’est ainsi
qu’il est apparu que 80% des patients ayant une hépatite post- transfusionnelle et 58% des

patients ayant une hépatite sans exposition au sang étaient infectés par le VHCE'?,

1.2- Clinique
1.2.1-Epidémiologie

Le virus de I’hépatite C affecte plus de 170 millions de personnes a travers le
monde, soit environ 3% de la population totale. Sa prévalence varie beaucoup, étant tres
basse (0,1%) dans des pays comme 1’Islande et la Norvege et trés élevée dans des pays
comme I’Egypte (18,1%)"". Dans la population canadienne, la prévalence de ce virus est

de 0,8%12.



1.2.2-Modes de transmission

Le VHC se transmet principalement par la voie parentérale. La transmission
s’effectue surtout chez les usagers de drogues par voie intraveineuse ou nasale et, avant
les années 90, chez les personnes transfusées’”. 1l existe une transmission nocosomiale
due au matériel réutilisable et/ou mal décontaminé"*'. De méme, les matériaux de
tatouage, de percage, d’acuponcture, ou encore de rasage sont susceptibles de transmettre
le VHC par la voie parentérale’'®. La transmission par voie sexuelle est possible mais
faible®”. La transmission verticale mére-enfant est d’environ 5%, et indépendante du

mode d’accouchement et de I’allaitement!®!?.

1.2.3-Evolution naturelle de infection par le virus de Phépatite C

Infection par le VHC

s

80%

| Hepatite aigue |
" Hépatite chronique ( Guérison )
50% & 80% . 20a50%
Dbl | | Cimhose 20% |

\ Mortalité (Cirrhose,
( Stable 25% J HCC) 75%

Figure 1 : Schéma de I’évolution d’une infection par le VHC
D’aprés Pawlotsky M,



L’hépatite C représente un probléme important de santé publique au niveau
mondial. Elle est une cause majeure des cas d’hépatites chroniques, de cirrhose et
d’hépatocarcinome. Comme seulement 20 a 30% de personnes infectées parviennent a
éliminer le virus, le taux de chronicité est de 80 %, et 20 a 35% des personnes atteintes
chroniquement développeront une cirrhose au cours de 1’évolution de la maladie.
Actuellement, c’est la cause principale de transplantation hépatique. En général, la
maladie a un développement assez lent. L’infection passe souvent inapergue au début,
puis, en moyenne, les premiers symptomes cliniques apparaissent 10 ans apres, la
cirrthose se développe en 20 ans et ’hépatocarcinome en 30 ans. Il est estimé que 20 %
des personnes non traitées et atteintes chroniquement vont développer une cirrhose et 1 a

5 % développeront un cancer du foie ou une insuffisance hépatique®'?>>.

1.2.4-Chronicité

La maladie est dite « chronique » lorsque I’inflammation perdure pendant plus de
6 mois consécutifs. Lors de la maladie chronique, le virus se réplique activement®®. Le
virus aurait acquis un ou des mécanismes d’évasion face au systéme immunitaire de

1’héte.

1.2.5-Traitement

Le traitement de référence, a I’heure actuelle, est 1’association de deux
médicaments : I’Interféron alpha et la ribavirine®.

Ce traitement est capable d’induire une réponse anti-virale soutenue chez environ 55%
des patients chroniquement infectés®5?". Cependant, son cofit est élevé et les effets
secondaires peuvent étre multiples et lourds®@®*39),

L’interféron fait partie d’un groupe de cytokines qui ont des propriétés
immunomodulatrices et des effets antiviraux. La Ribavirine est un analogue de purine qui
a des effets immunomodulateurs et est aussi un inhibiteur de I’enzyme tnosine
monophosphate déhydrogénase. L’interféron peut étre pégylé c’est-a-dire i€ de fagon
covalente par une molécule inerte de polyéthyléne glycol hydrosoluble. Cette forme est

plus stable dans le temps et permet un dosage plus simple pour le patient®",
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1.3- Biologie
1.3.1-Classification

Le virus de I’hépatite C appartient a la famille des Flaviviridae, une famille qui
comporte aussi d’autres pathogénes humains comme le virus de la fiévre jaune, le virus
de la dengue et le virus du Nil occidental. Il est le seul membre du genre des

hépacivirus'?. Les particules virales de VHC mesurent environ 50 nm de diamétre®”.

1.3.2-Tropisme

Le VHC est capable d’infecter les hépatocytes et les cellules immunitaires,
incluant la moelle osseuse et les cellules mononuclées du sang périphérique
(PBMC)®**%. Cependant, le foie est le site principal de réplication pour ce virus puisqu’il
en contient 10° a4 10" copies par gramme de tissu®. Le virus n’est pas considéré
comme cytopathique puisque ’ampleur de 1’atteinte hépatique n’est pas liée a la charge
virale®®. De méme, lors d’une surexpression des protéines virales de structure, il n’y a
pas de 1ésion hépatique chez des souris transgéniques(37). Par contre, le VHC de génotype
3 est associé a la stéatose (accumulation de lipides dans les hépatocytes)®®. Les sujets
immunodéprimés sont une exception. En effet, leurs Iésions sont en général plus séveres,
le taux de réplication viral plus élevé et le pronostic moins bon®. Mis & part cela, il n’y a
pas de preuve que le virus soit responsable des lésions hépatiques durant P’infection

chronique.

1.3.3-Description du génome

Protéines non structurales

5NCR © E: NS, NS4, NS4q NS5 NS5  aNCR

E; D? NS;
[T I (] [ I I I B

Figure 2 : Structure du génome du VHC
D’aprés Pawlotsky M,
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Figure 3 : Structure de la polyprotéine du VHC
D’aprés Pawlotsky JTM,*%

Le génome du VHC est constitué d’une molécule d’ARN simple brin, de polarité
positive, d’environ 9600 nucléotides de long. Il contient un cadre ouvert de lecture qui
code pour une polyprotéine d’environ 3000 acides aminés”"**?. Aux extrémités 5’et 3’ du
génome, se trouvent des régions non codantes trés conservées, appelées UTR (342

nucléotides en 5° et 270 en 3’)(41)

. Cette polyprotéine est clivée par des protéases
cellulaires et virales afin de générer 10 protéines virales : core, E1 et E2 (protéines
d’enveloppe), p7, NS2, NS3 (protéase et hélicase), NS4A (cofacteur de NS3), NS4B,
NS5A et NS5B (la polymérase virale ARN dépendante).

Plus précisément, ce sont des protéases cellulaires qui clivent les protéines core
(caspside) et les protéines d’enveloppes E1 et E2 ainsi que p7. Les protéines non
structurales sont clivées par des enzymes virales. Les protéines NS2 et NS3 sont séparées
par autoclivage de leur jonction®® *». NS3 est clivée de NS4A par une activité sérine

4

protéase virale associée a la partie amino-terminale de NS3 Cette sérine protéase

clive par la méme occasion NS4A, NS4B, NS5A et NSS5B.



1.3.4-Variabilité génotypique

Le séquencage du génome du VHC a permis d’identifier 6 génotypes principaux
(1 a 6) et de nombreux sous- types (a, b, ¢, ...)*. En Amérique du nord et en Europe,
c’est le génotype 1b qui est prépondérant. Or ce génotype est celui qui répond le moins

aux traitements actuels“®“?,

1.3.4.1-  Quasi-espéces

Non seulement, il existe différents génotypes et sous-types de VHC, mais en plus,
des séquences virales différentes ont été isolées a partir d’un méme patient. Il faut savoir
que les virus 8 ARN ont une réplication peu « fidéle » et trés encline a faire des erreurs,
étant donné que leur ARN polymérase n’a pas de fonction de correction 3’5’
exonucléase. La conséquence de ceci est un fort taux de mutations compris entre mille a 1
milliard de fois plus important que pour les virus & ADN®®),
Le taux de mutations du VHC est évalué a 10° 4 10* substitutions de bases par génome

par an®"®. Ceci équivaut environ & une mutation par molécule d’ARN i chaque

D Ceci a comme

synthése de progéniture d’ARN viral par une cellule infectée
conséquence une hétérogénéité génomique du VHC au sein de chaque individu. Ces
génomes portent ’appellation de quasi-especes. Ils sont en compétition et une sélection
du variant le plus adapté a sans cesse lieu.

Cette variabilité génétique des virus a ARN semblerait avoir d’importantes
répercussions biologiques, en particulier, en ce qui conceme leur persistance chez I’h6te
et leur résistance aux traitements et aux vaccins®>C?.

Certaines zones du génome du VHC sont plus susceptibles de muter que d’autres.
En particulier les séquences codant pour les protéines structurales E1 et E2 sont tres
sujettes aux variations. A Pintérieur de E2, il existe méme une région hypervariable

HVRI, constituée de 30 acides aminés, située dans la partie amino-terminale de E2.
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Figure 4 : Schéma du virus
D’aprés University of Eidelberg ©¥

Le virus de I’hépatite C posséde une enveloppe (double couche lipidique issue de
la membrane des cellules hétes infectées) qui comporte les glycoprotéines virales E1 et
E2. A Vintérieur de I’enveloppe se trouve la nucléocapside virale (Core), dans laquelle le

génome viral (ARN) est logé.

1.3.5-Cycle de réplication viral

Le cycle de réplication du VHC n’est pas complétement connu, puisque aucun
systétme de culture développé jusqu’a maintenant n’est assez adapté pour permettre
I’étude virologique classique, biochimique, ou génétique du cycle de réplication complet

du VHC®,



Puisque le VHC est transmis principalement de fagon parentérale, le virus utilise
donc la circulation sanguine pour atteindre son site de réplication. Le virus se lie
d’abord présumément & des récepteurs spécifiques. Actuellement, deux récepteurs
potentiels ont été identifiés, il s’agit de CD81%%°" et du récepteur des lipoprotéines de

faible densité (RLDL)®* .

L’intéraction entre le récepteur et son anti-récepteur déclenche 1’internalisation du
virus par formation de puits de clathrine a la surface de la cellule. Le virus se retrouve
dans des vésicules endocytaires. Il subit une acidification progressive qui provoque un
changement de conformation aboutissant 4 une fusion entre la membrane virale et celle
de la vésicule d’endocytose ¢V

Finalement, la capside virale se retrouve relachée dans le cytoplasme de la cellule
hote®. C’est alors que survient la décapsidation du virus. Le brin positif est d’abord
traduit puis répliqué en brins négatifs afin de servir de matrice pour resynthétiser des
brins positifs qui seront traduits et/ou répliqués a leur tour. Les protéines deviennent
matures dans le RE et sont assemblées. Les virions sont ensuite exportés vers la
membrane de la cellule dans des vésicules via la voie sécrétoire. Ces vésicules fusionnent

avec la membrane, et les virions sont reldchés dans le compartiment extra- cellulaire®®.
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1.3.6-Réaction immunitaire

1.3.6.1-  Réaction immunitaire non-spécifique ou innée:

Au tout début de I’infection, les premiers mécanismes de défense de 1’héte font
intervenir la réponse immunitaire non spécifique. Elle implique les cellules NK (Natural
Killer), les macrophages, les neutrophiles et la sécrétion précoce de cytokines. Cette

étape est peu connue®%4,

1.3.6.2- Réaction immunitaire adaptative humorale

La réaction immunitaire humorale spécifique au VHC est détectable 1 a 34
semaines apres Iinfection®. Elle est médiée par des lymphocytes B qui possédent un
site récepteur d’un antigéne du VHC. Lorsque ces lymphocytes sont en présence du
VHC, ils sont stimulés, se multiplient et se différencient en plasmocytes sécréteurs
d’anticorps spécifiques a I’antigéne qui les a activés.

Des tests immunoenzymatiques démontrent qu’il y a a la fois production
d’anticorps dirigés contre les protéines structurales et non structurales du VHC®®),
Plusieurs expériences semblent indiquer que certains anticorps auraient une action
neutralisante. Chez le chimpanzé, I’injection d’anticorps spécifiques a la région HVR1 de
la protéine E2 du VHC produits chez le lapin serait partiellement protectrice contre
I’infection par le VHC®"68670 Un autre exemple est retrouvé chez les humains infectés
en phase aigué ou chronique : les anticorps sont capables d’empécher les protéines
d’enveloppe du VHC de se fixer a des lignées cellulaires dont des lignées
hépatocytaires(m. Il existe de nombreux anticorps contre le VHC mais leur role exact
quant a la protection contre I’infection est mal connu. Jusqu’a présent, il n’a pas été
prouvé qu’une différence significative en qualité ou en quantité¢ d’anticorps contre le

VHC expliquerait la clairance ou la persistance du virus7>73,
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En dépit d’un effet neutralisant, la réponse humorale anti-VHC n’est pas assez puissante
pour empécher une réinfection et la dissémination du virus puisque prés de 80% des

personnes développent une infection chronique.

1.3.6.3- Réponse immunitaire adaptative cellulaire

La réponse immunitaire a médiation cellulaire est censée jouer un role important
dans la défense contre les virus non cytopathiques comme le VHC puisqu’elle permet de

reconnaitre des antigénes viraux présents dans les cellules et de les éliminer.

1.3.6.3.1- Réponse lymphocytaire T CD4+

Trois a 4 semaines aprés 1’infection, des lymphocytes T CD4+ sont détectables
dans le sang périphérique. Leur présence dans des infiltrats cellulaires hépatiques
coincide avec I’augmentation d’ALAT sérique, ce qui signifie I’apparition clinique de
I’hépatite.

Des études ont suggéré que la réponse lymphocytaire T CD4+ est déterminante
pour I’issue de I’infection. En effet, les patients qui développent une réponse lymphocyte
CD4+ T helper vigoureuse et multispécifique ont plus de chance d’éliminer le virus que
ceux qui ont une réponse immunitaire faible, ou non maintenue’>¢’)_ L’intensité, la
spécificité d’épitopes et les cytokines produites par les cellules T au tout début de
I’infection peuvent prédire l’issue de I’infection. Cliniquement, les rémissions de
I’infection par le VHC sont observées durant les trois premiers mois et surviennent plus
souvent chez les patients qui présentent des signes évidents de maladie que chez ceux qui
sont asymptomatiques®’.

Certains épitopes sont plus fréquemment reconnus par les lymphocytes T CD4+,
comme ceux contenus dans la séquence core (acides aminés 21 a 40), NS4 (1767 a 1786
et 1909 a 1929)79 et NS3 (1251 a 1272)% 11 a déja été suggéré que la séquence NS3
(1251 a 1259) serait associée a une infection plus contr6lée et a la clairance virale®?. Ces

épitopes sont les plus immunogéniques et immunodominants mais aussi les plus
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conservés parmi tous les génotypes de VHC, ce qui laisse entendre que ces séquences
sont nécessaires pour le cycle de réplication du VHC.

D’autre part, des études indiquent qu’il semblerait que le VHC puisse persister
malgré une prolifération de lymphocytes T CD4 + normale au cours de I'infection
chronique®**%%). D’un autre c6té, d’autres études n’ont pas décelé de réponse T CD4+
chez tous les patients souffrant d’hépatite chronique. Le fait que les CD4+ ne soient pas
toujours trés actifs vis-a-vis des protéines virales pourrait influencer le devenir de
I’infection et la mener soit & la chronicité soit 4 la clairance virale®®*”,

De plus, la chronicité est associée au profil de sécrétion de cytokines engendré
par la réponse immunitaire dépendante des épitopes viraux. En effet, la sécrétion de
cytokines immunorégulatrices Th1l (IL-2 et IFN- y) est plus fréquente chez les patients
qui ne développent pas de maladie chronique, tandis que la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires Th2 ( IL-4, ILS, IL10) est plus courante chez patients dont la maladie
devient chronique®*?. La clairance spontanée du virus se ferait selon le développement
initial d’une forte réponse lymphocyte T CD4+ de type Thl qui enclencherait une
réponse T cytotoxique contre de multiples cibles virales" 879091,

Des études chez le chimpanzé ont suggéré qu’il est nécessaire que la réponse
immunitaire soit dirigée contre au moins 5 a 6 sites de régions distinctes de la

polyprotéine virale pour étre efficace®> %%,

1.3.6.3.2- Réponse lymphocytaire T CD8+ cytotoxique

La réponse T cytotoxique se déroule dans les tissus lymphatiques et dans le foie
des patients atteints d’hépatite C. La quantité de clones de lymphocytes T, dirigés contre
le VHC, dans le sang périphérique et qui produisent de I'IFN-y au cours de la I’infection
aigue est liée a la clairance du VHC dans les 6 mois apres I’infection®. Lors de la phase
chronique de la maladie, les lymphocytes T cytotoxiques sont présents dans les infiltrats

hépatiques et y sont plus nombreux que dans le sang périphérique(96’97’98'99’100).
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La clairance virale par les lymphocytes T cytotoxiques pourrait étre due a la lyse
des cellules infectées par apoptose et/ou a I’action des cytokines (IFN-y ou TNF-a) qu’ils
secretent et qui peuvent stopper la réplication du virus.

Ces lymphocytes sont capables de contréler la réplication virale puisque
I’intensité de la réponse T cytotoxique est, en partie, inversement proportionnelle a la
charge virale"”". Comme pour les lymphocytes T CD4+, une plus grande diversité
d’épitopes du VHC reconnus par les CD8+ est associée a une guérison spontanée®”.
Certaines études ont montré que la réponse cellulaire cytotoxique spécifique est plus
faible que celle espérée. Cette faiblesse ne serait pas due & une immunosuppression
généralisée puisque la réponse lymphocytes T cytotoxiques chez ces patients est normale
en présence des virus de I’influenza, d’Epstein-Barr et du cytomégalovirus®” 192,

Les études du VHC dans différents systémes semblent indiquer que le virus est
non-cytopathique pour la cellule. De plus, lorsqu’on induit une immunosuppression chez
des patients atteints de fagon chronique, on observe une normalisation des transaminases
hépatiques ainsi qu’une augmentation de la virémie. Dés qu’on enléve cette
immunosuppression, on observe une aggravation de l’hépatite('03). Il est admis a I’heure

actuelle que le syst¢éme immunitaire est donc, en grande partie, a 1’origine des 1ésions

induites dans la pathogenese du VHC.
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1.4- Modéles expérimentaux

1.4.1-Modéles d’études du VHC

Jusqu’a aujourd’hui, il n’existe aucun systéme de culture pour le VHC qui
reproduise totalement le cycle de réplication viral. Ceci explique la difficulté d’étudier ce
virus, sa réplication, sa détection, les interactions héte-virus, et de tester de nouveaux

anti-viraux.

14.1.1- In vivo

1.4.1.1.1- Chimpanzé

Le chimpanzé (Pan troglodytes) est un héte infecté par le VHC, mais la virémie
de cette espéce est beaucoup moins persistante que chez 1’humain (33% contre 80%)!'%?.
Donc, la validité de ce modéle est limitée. De plus, les études avec ce genre d’animal sont
trés cofiteuses, ce qui limite les analyses in vivo et I’étude de la pathogenése dans ce

modele.

1.4.1.1.2- Souris

Des laboratoires ont développé des souris transgéniques qui expriment différentes
protéines du VHC. Ces modéeles ne permettent pas la réplication virale, mais permettent
d’observer les effets physiologiques de la surexpression des protéines du virus
indépendamment de 1’action du systeme immunitaire!®. Cependant, les résultats de ce
genre d’expérience sont souvent contradictoires" .,

D’autres modéles ont été mis au point afin de créer des souris permissives a
I’infection par le VHC. Dans une premiére approche, des souris beige/nude/x-linked

immunodéficientes (souris-BNX) ont été complétement irradiées, puis elles ont regu une

greffe de cellules de moélle osseuse provenant de souris SCID (immunodéficientes).
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Puis, ces souris ont subi une transplantation de fragments de foies de patients infectés par
le VHC. Ces souris sont dites « triple chiméres » ou « triméres ». L’ARN du VHC est
détectable pendant 10 a 50 jours apres la transplantation et, ceci, chez 50% a 85% de ces
animaux"'"'%®,

Ce modeéle suggére que la transplantation d’hépatocytes humains et la réplication
virale sont possibles dans cet animal trimére, mais la courte durée de survie du greffon
ainsi que la faible concentration du VHC rendent difficile I’utilisation de ce modele.

Un autre modeéle de souris a été développé par la suite. Ces souris proviennent
d’un croisement entre des souris Alb-uPa et des souris SCID. (Les souris Alb-uPa ont 4
génes uPa (urokinase-type plasminogen activator) sous le contrdle du promoteur Alb
(liver specific albumin). L’urokinase est sur-produite dans le foie de ces souris, ce qui
conduit a la mort des hépatocytes(log' 9 Les hépatocytes qui délétent le transgéne uPa
sont avantagés et se multiplient afin de repeupler le foie.

Mercer et al, ont croisé des souris Alb-uPa avec des SCID, jusqu’a obtenir des
homozygotes Alb-uPa/ SCID, de fagon a permettre la tolérance de cellules hépatiques
humaines. Puis, ces souris ont subi une transplantation d’hépatocytes humains primaires
qui ont repeuplé le foie jusqu’a 50% (en poids). Enfin, ces souris ont été infectées avec
du sérum humain contaminé par le VHC. Les % des souris présentent alors une virémie et
des titres viraux proches de ce qui est observé chez I’humain’®. Cependant, ces souris
sont fragiles et demandent des soins particuliers, rendant leur élevage plus complexe, et
la greffe demande un équipement microchirurgical spécifique et une bonne technique
chirurgicale!'®).

Tl existe aussi des modeles de virus substituts comme ceux du GBVB!!!!113) et

du virus de la diarrhée bovine BVDV!'®). Ces modeéles sont utilisés parce que la structure

de ces virus est apparentée a celle du VHC.
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1.4.1.2- In vitro

1.4.1.2.1- Cultures primaires

Puisque le VHC est hépatotrope, c’est tout naturellement que des essais
d’infection de cultures primaires d’hépatocytes ont été tentées au moyen de sérum
contaming. Ces études ont eu recours a des hépatocytes feetaux humains®'> ''® des

17

hépatocytes humains, des hépatocytes de chimpanzés' ~’, ou des hépatocytes déja

infectés provenant de patients( '®!!%- 120)

Etant donné que les cellules hématopoiétiques représentent un autre site de
réplication naturel du virus"?" 12 les chercheurs ont procédé & des infections de cellules
mononuclées humaines du sang périphérique (PBMC)!'% 129,

En outre, des expériences d’infection ont aussi eu lieu sur des cellules épithéliales
humaines de vésicule biliaire puisque ces cellules ont été considérées comme les plus
proches de I’épithélium hépatique'>.

Globalement, les systémes de cultures primaires humaines sont intéressants pour
la multiplication du VHC car I’ARN du virus y est détectable pendant 1 mois environ.
Cependant, ces systtmes ne permettent pas la production significative de virus, leur

utilisation est éphémeére (maximum 1 mois) et difficile a organiser'%%.

1.4.1.2.2- Cultures de lignées cellulaires

La majorité des essais d’infection ont porté sur des lignées cellulaires
hépatocytaires et lymphocytaires humaines"®®. Les résultats obtenus sont variables selon
la lignée.

Aucun de ces systémes de culture n’a permis une réelle production de nouveaux
virions. Le virus est juste maintenu en culture, mais la production de protéines virales
n’est pas significative. Seule la présence de brin ARN négatif (forme intermédiaire de la

réplication du VHC) indique que la réplication virale a lieu. Cependant, les techniques de
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détection de ce brin négatif sont peu spécifiques et peu sensibles : il faut donc étre

prudent avec ces résultats.

1.4.1.2.2.1- Mod¢éle du réplicon

Le systéme du réplicon permet le soutien d’une réplication efficace du VHC en
culture cellulaire. L’IRES (site d’entrée du ribosome) du VHC dirige I’expression du
gene de la néomycine phosphotranférase (neo), tandis qu’un IRES hétérologue de EMCV
(virus de I’encéphalomyocardite) promouvoit la traduction du polypeptide VHC!*"'?®,
Initialement, les réplicons ne comportaient que les génes non stucturaux de VHC, mais il
existe maintenant des réplicons qui contiennent le génome en entier’' **%. Le systéme de

réplicon ne permet pas la production de nouveaux virions®>,

Dans le systéme du réplicon sous- génomique, les génes de structures C, E1 et E2
ne sont pas présents et on retrouve le géne de la néomycine (neo). Ce géne confére, aux
cellules permissives a la transcription du réplicon, la résistance au G418 et permet la
sélection des cellules Huh7 qui expriment ’ARN du réplicon de fagon continue.

L’expression des génes non structuraux est augmentée par !’insertion d’un
deuxiéme site interne d’entrée du ribosome dérivé de EMCV en aval du géne neo!'?”'?®,
Le taux de transcription du réplicon est assez élevé, atteignant quelques milliers de
copies d’ARN viraux par cellule"?®3D. Des mutations adaptatives qui permettent une
meilleure efficacité de réplication ont été identifiées’*""*?. Le taux de réplication est
bien supérieur a ce que I’on peut estimer chez les patients (50 particules virales par

hépatocyte par jour)!®?,
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2- Apoptose

2.1- Définition

Apoptose est le nom donné au phénomeéne de mort cellulaire programmeée par le
génome. En d’autres termes, il s’agit d’une autodestruction ou d’un suicide contr6lé par
la cellule. Elle est naturelle et nécessaire au bon développement et fonctionnement des
organismes. Ce mécanisme a pour but de détruire des cellules devenues indésirables pour
I’organisme et a lieu dans diverses situations dont : le développement (embryogenése,
morphogeneése) et I’homéostasie cellulaire (maintien de la quantité de cellules, équilibre
entre multiplication (mitose) et élimination (apoptose cellulaire)) ainsi que dans la
défense (lors d’infection par exemple) et dans la sénescence. Un déréglement de ce
mécanisme peut avoir des conséquences graves: un exceés d’apoptose se rencontre dans
les hépatites fulminantes, les maladies dégénératives et les maladies auto-immunes alors
qu’un déficit en apoptose se retrouve dans les tumeurs. Ceci justifie donc une fine et
complexe régulation a différents niveaux. L’apoptose a été découverte et ainsi dénommée
et décrite en 1972 par Kerr et coll. ¥,

L’apoptose est souvent comparée a la nécrose. Ces 2 événements sont en effet
distincts. Leur seul point commun est leur implication dans la mort cellulaire. L apoptose
est active car sous contréle génomique de la cellule tandis que la nécrose est passive ou

plutdt subie. De nombreuses caractéristiques morphologiques et biochimiques illustrent

le fossé qui sépare ces 2 mécanismes (tableau 1).
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Tableau 1 : Différence entre ’apoptose et la nécrose
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Apoptose

Nécrose

Diminution du volume cellulaire
Condensation de la chromatine en
périphérie du noyau

Clivage de I’ADN en fragments de
180-200 pb (apparence en échelle en
électrophorése)

Bourgeonnement de la membrane
plasmique (Blebs)

Modifications du
cytosquelette=formation d’un réseau
protéique insoluble

Fragmentation de la cellule en corps
apoptotiques (organites intacts)

Pas de réaction inflammatoire
Evénement physiologique et
pathologique

Meécanisme régulé

Augmentation du volume cellulaire
Perte de I’intégrité de la membrane
plasmique

Modifications et dégradations des
organites (relargage du contenu
lysosomial)

Réaction inflammatoire

Lyse de la cellule

Noyau intact trés longtemps /
cytoplasme désintégré
Dégradation de I’ADN tardive
(spectre continu en électrophorése)

Non régulée

Tableau d’aprés Dietrich JB,"*%.

2.2- Explication des mécanismes

Briévement, le phénoméne apoptotique peut étre scindé en 4 étapes. La premicre
est celle du stimulus qui va enclencher une série d’événements qui meéneront
éventuellement a4 I’apoptose. Le stimulus peut provenir de I’extérieur de la cellule
(récepteurs a la surface de la cellule) ou bien étre d’origine intracellulaire
(conséquemment a une irradiation, des drogues, des toxines). La deuxiéme étape consiste

en la reconnaissance et la transduction du signal vers les molécules effectrices. La
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troisiéme €tape est caractérisée par 1’action de ces molécules effectrices. Enfin, 1’ultime

phase est celle pendant laquelle la cellule se détruit (condensation de la chromatine,

dégradation de I’ADN, etc). Les cellules présentent alors un phénotype particulier, sont

reconnues par les autres cellules de 1’organisme et sont phagocytées par les

macrophages(*?.

2.3- Signaux apoptotiques

Il existe de nombreux stimuli apoptotiques. Le tableau 2 répertorie, de fagon non

exhaustive, une série d’agents stimulant ou inhibant ce mécanisme (tableau 2).

Tableau 2 : Liste d’agents stimulant ou inhibant ’apoptose

Inducteurs de ’apoptose

Inhibiteurs de ’apoptose

Physiologiques :
Protéines de la famille TNF

Déprivation en facteurs de croissance
TGF-$

Neurotransmetteurs
Glucocorticoides

Calcium

Non physiologiques :

Choc thermique

Infections virales (VIH, VHB, VHC)
Toxines (alcool)

Oncogeénes (myc, Rel, E1A)

Suppresseurs de tumeurs (p53)

Agents chimiothérapeutiques (tamoxif¢ne)

Rayons UV et gamma

Physiologiques :

Facteurs de croissance
Androgenes
Oestrogenes

Acides amin€s neutres
Zinc

Matrice extracellulaire

Non physiologiques :

Geénes viraux

Génes de la famille Bcl-2
Inhibiteurs de caspases
Inhibiteurs de calpaines

Promoteurs tumoraux

Tableau d’apres Dietrich 1B,
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2.4- Apoptose hépatique

L’apoptose joue un rdle autant dans le foie normal que dans diverses pathologies

hépatiques et certaines situations expérimentales.

2.4.1-Conditions physiologiques

Comme pour tous les organes, 1’apoptose est essentielle lors de 1’organogenése
hépatique. Trés peu d’apoptose est observée dans le foie normal. Chez les rongeurs, la

(137.138) ot ces cellules

moyenne est de 1 a 5 cellules apoptotiques pour 10 000 hépatocytes
apoptotiques sont surtout situées dans la région des veinules hépatiques(*”"*>. Certaines
conditions provoquent une hyperplasie et une hypertrophie hépatiques car elles causent
une augmentation de la demande fonctionnelle du foie. Une fois que le stimulus
d’hyperplasie/hypertrophie est retiré, le foie reprend sa taille originale en supprimant par

apoptose les cellules devenues superfluest'?”.

2.4.2-Conditions pathologiques

L’apoptose (la nécrose aussi) peut étre caus€e par des drogues et des toxines.

(139,140) (141)

Parmi celles-ci sont inclues: 1’éthanol , les sels biliaires' "', les drogues

cytostatiques’?, le cuivre etc. De méme, lors de rejet d’une allogreffe, la réaction de

I’hote contre le greffon est de 1’apoptose médiée par le systéme immunitaire™*®.

L’apoptose est aussi observée lors d’infections virales"*). Dans ce contexte,
I’apoptose peut étre vue comme un effet cytopathique direct et/ou comme résultat de la

réponse immunitaire.
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2.4.3-Mécanisme d’apoptose des hépatocytes infectés par les

Iymphocytes T cytotoxiques

Les lymphocytes T cytotoxiques activés reconnaissent les antigénes viraux
complexés au CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) grice a leur TCR (récepteur
de cellule T). Le récepteur des cellules T est alors activé et déclenche 1’expression et la
sécrétion de ligands de mort (CD95L Fas, TRAIL). Ce ligand va se lier aux récepteurs de
mort présents a la surface de la cellule infectée. Le récepteur de mort va alors changer de
conformation et activer la pro-caspase 8. De plus, les lymphocytes T cytotoxiques
relachent des granules cytotoxiques qui contiennent des granzymes B et A et de la
perforine. Le granzyme B internalisé est capable d’activer la procaspase 8 et d’autres
caspases. Ces deux mécanismes convergent vers un mécanisme dépendant de la
mitochondrie, qui va activer des caspases effectrices et aboutir a la mort de la cellule*>,

L’importance de 1’apoptose dans la pathologie du VHC est appuyée par des
caractéristiques pathomorphologiques comme le rétrecissement du volume cellulaire, la
fragmentation du noyau, la présence de corps acidophiles (Councilman) et I’isolation des

cellules des lobules hépatiques’**.

2.5- Description des protéines de I’apoptose

2.5.1-Historique

Les connaissances actuelles sur ’apoptose sont basées sur les travaux effectués
sur le nématode Caenorhabtitis elegans. Ces travaux ont permis d’identifier des genes
ubiquitaires (CED-3, 4 et 9) impliqués dans ce mécanisme. Le clonage de ces geénes a
révélé qu’il existait des génes homologues chez les mammifeéres' .

L’implication de la protéase a cystéine Ced-3 (Caenorhabditis elegans Death-3)
dans I’apoptose fut mise en évidence pour la premiére fois en 1993. Son homologue
humain est la caspase 1 ou ICE (interleukine 1 converting enzyme)'*”). L’homologue

humain de la protéine Ced-4 est Apaf—l(Mg). Celui de Ced-9 est Bcl-2'*). Depuis, de
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nombreuses études ont prouvé que le mécanisme apoptotique est conservé au cours de

I’évolution des espéces.

2.5.2-Les caspases

2.5.2.1- Nomenclature

Ce sont des protéases riches en cystéine qui clivent une séquence d’acides aminés
ou on retrouve des résidus aspartates. Anciennement appelées protéases apoptogénes,
elles ont été renommeées caspases. La lettre C symbolise la cystéine du centre actif
(QACXG) et le suffixe —aspase exprime la spécificité¢ de clivage aprés un acide
aspartique (C-aspartate proté@g)(lso). Jusqu’a maintenant, 14 caspases ont été identifices
et sont nommées caspase 1 a caspase 14. Sur les 14, au moins 8 jouent un réle important
dans 1’apoptose!!*!19%1%3 134159 e granzyme B (enzyme secrétée par les lymphocytes T

cytotoxiques) a la méme spécificité de clivage que les caspases.

2.5.2.2- Structure

La structure des caspases est trés conservée. Elle comprend 3 parties, un pro-
domaine N-terminal de taille variable, un domaine de 17 a 21 kDa et un domaine de 10 a
14kDa. Certaines caspases possédent, en plus, un domaine de liaison entre le grand et le
petit domaine. La taille du prodomaine est trés importante : c’est elle qui détermine le
type de la caspase. Les caspases initiatrices ont pour fonction d’activer d’autres caspases
et d’amplifier le signal apoptotique, tandis que les caspases effectrices sont activées par
des caspases initiatrices et agissent sur les protéines qui sont critiques pour la survie

cellulaire!®.
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2.5.2.3-  Activité

Les caspases produites sont originellement a 1’état inactif (zymogéne) dans le
cytoplasme. Pour induire 1’apoptose, elles doivent étre activées par clivages successifs
(au niveau d’un acide aspartique). Un premier clivage va séparer la petite sous-unité de la
grande. Un autre clivage va libérer le prodomaine de la grande sous-unité. La caspase
active est en fait un homodimere, composé de 2 petites sous-unités et de 2 grandes sous-

(157, 158) 1 *activation des caspases se fait en cascade. Les caspases initiatrices sont

unités
auto-activées tandis que les caspases effectrices sont activées par les initiatrices. Les
caspases effectrices vont alors se charger de la protéolyse d’un large éventail de cibles
impliquées dans le maintien de I’intégrité cellulaire, conduisant a la mort cellulaire. Ces
cibles sont des composants de la structure de la cellule (actine, lamine, etc.), des protéines
régulatrices (protéine kinases ADN dépendantes, Bcl-2, etc.), inhibiteurs de
déoxyribonucléases (DFF45, ICAD), des protéines proapoptotiques et des caspases afin

(159,160,161)

d’amplifier le phénomeéne . Les caspases sont les protéines effectrices de

I’apoptose.
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Tableau 3 : Caspases impliquées dans I’apoptose

Humain Activée par Réle connu ou supposé
Initiatrices :
Caspase 8 FADD Voie de signalisation de récepteur de mort,

prolifération cellulaire

Caspase 10 FADD Voie de signalisation de récepteur de mort
Caspase 9 Apaf-l/cytc Activation des caspases 3 et 7 aprés un stress
Caspase 1 Ipaf,ASC, mitochondrial

inflammasome
Caspase 5° Maturation de IL-1B/IL-18, apoptose
Caspase 4° Inflammasome Maturation de IL-1B/IL-18, stress LPS

Caspase 12°
Caspase 2 TRAF-2, calpaine Stress du RE
DEFCAP, RAIDD Stress pré-mitochondrial

Effectrices :

Caspase 3 Caspase 9, 8, autres?  Clivage des substrats apoptotiques
Caspase 7 Caspase 9, 8, autres?  Clivage des substrats apoptotiques
Caspase 6 Caspase 3, 7 Clivage des lamines

Tableau d’aprés Adams JM('®?

2.5.3-Les protéines de la famille Bcl-2
2.5.3.1- Historique

Bcl-2 est le nom d’un gene identifié, pour la premiére fois, dans des cellules de
lymphomes folliculaires de type B (B- Cell Lymphoma/Leukemia). La translocation t(14-
18) de ce géne est spécifique a ce lymphome'®®. Depuis, beaucoup d’études ont montré

que la surexpression de Bcl-2 inhibe 1’apoptose induite par de nombreux stimulit**'%%.
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2.5.3.2- Structure

Les membres de la famille Bcl-2 sont caractérisés par la présence de domaines
trées conservés : BHI, BH2, BH3 et BH4 (Bcl-2 Homology domain). Ce sont ces
domaines qui déterminent les interactions protéines/protéines ainsi que la régulation de
I’apoptose. Les protéines anti-apoptotiques arborent au moins BH1, 2 et 3 (parfois BH4)
ainsi qu’un domaine transmembranaire. Les protéines pro-apoptotiques contiennent au
moins la région BH3"*?.

On peut distinguer 3 sous-familles dans cette famille!'%®

. Premicrement, il y a la
sous-famille anti-apoptotique qui comprend Bcl-2, Bcl-xy, Bcl-w, Mcl-1 et Al. Ces
protéines partagent des homologies de séquences au niveau des certaines régions BHI,
BH2, BH3 et BH4. Deuxi¢émement, il y a la sous-famille pro-apoptotique a multi-
domaines qui comprend Bax, Bak, Mtd (Bok) et Bcl-rambo. Ces protéines possédent des
séquences homologues au niveau de BH1, BH2 et BH3. Troisiémement, la sous-famille
pro-apoptotique « BH3 seul » est représentée par Bik (Nbk), Bad, Bid, Bim (Bod), Hrk
(DP5), Noxa, Blk, Bnip3 (Nix), Bnip3L, Puma, p193, Bmf et Bcl-G. Ces protéines n’ont
que BH3 comme région d’homologie de séquence.

Presque toutes les protéines de cette famille possédent un domaine
transmembranaire qui rend possible leur localisation au niveau de la membrane
mitochondriale, de la membrane nucléaire externe ou encore du réticulum

endoplasmique!'¢"'%®,

2.5.3.3-  Activité

Les protéines de la famille Bcl-2 ont pour réle de controler 1’apoptose. Cette
régulation est réalisée par les interactions entre les membres de cette famille qui peuvent
former des homodimeres et/ou hétérodimeres grace a leurs domaines BH. Par exemple,
Bcl-2 et Bcl-xp peuvent former des homodimeres anti-apoptotiques grace a leurs
domaines BH1 et BH2!®. De méme, Bax peut former des homodiméres pro-

apoptotiques. Des hétérodiméres formés par des protéines pro- et anti-apoptotiques
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peuvent exister. Bax, Bak et Bad interagissent souvent avec Bcl-2 et Bcl-x; grace a leurs
domaines BH!"%'74172),

Il semblerait que 1’apoptose soit régularisée selon la nature et la proportion de
chaque type de diméres anti- ou pro-apoptotiques formés! >'"* '), Un modéle basé sur
le rapport entre Bcl-2/Bax a été proposé afin de déterminer la susceptibilité a I’apoptose
d’une cellule. Si Bax est en excés par rapport a Bcl-2, P’effet anti-apoptotique de Bcl-2
est inhibé et la cellule entre en apoptose’7”.

Au niveau de la mitochondrie, les protéines de la famille Bcl-2 influent sur le
trafic d’ATP ou de d-ATP, le potentiel de membrane mitochondrial et sur I’ouverture du
canal par lequel sortent le cytochrome c et I’AIF (facteur induisant 1’apoptose)’’®. Le
cytochrome ¢ est impliqué directement dans I’activation de caspases tandis que
Smac/DIABLO facilite ’activation des caspases en inhibant les protéines de la famille
IAP (protéines inhibitrices de 1’apoptose). Les membres anti-apoptotiques inhibent le

relargage de facteurs apoptotiques tandis que les membres pro-apoptotiques le favorisent.

2.6- Les deux voies de I’apoptose

Il existe deux voies de signalisations de 1’apoptose: la voie extrinséque
(indépendante des mitochondries) et la voie intrinséque (dépendante des mitochondries).
Les cellules sont divisées en 2 types selon la voie de signalisation apoptotique qu’elles
utilisent : cellules de types I (voie extrinséque), cellules de types II (voie intrinséque). Les

hépatocytes sont des cellules de type II.
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2.6.1-Voie extrinséque / cellules de type I

L’activation de cette voie se fait par la liaison d’un ligand & un récepteur
transmembranaire de la surface cellulaire. Les récepteurs capables de transmettre les
signaux apoptotiques appartiennent & la famille du TNF. Les plus connus sont Fas et
TNFR1. Tous ces récepteurs possédent un domaine intracellulaire DD (Death Domain)
qui permet d’interagir avec d’autres protéines de cette voie de signalisation.

Suite a I’interaction entre un ligand et son récepteur de mort, par exemple FasL
avec FasR, le récepteur s’oligomérise’’®. Le domaine DD du récepteur recrute alors des

protéines adaptatrices qui possédent aussi un domaine DD (exemple FADD qui contient



30

un DD et un DED, Death Effector Domain)"'*'®?. Le DED se lie au prodomaine de la
caspase & et le tout (pro-caspase 8 + protéine adaptatrice + récepteur de mort) forme un
complexe appelé DISC (Death Inducing Signaling Complex). La pro-caspase-8 est alors
auto-clivée en caspase 8 active qui va a son tour activer d’autres caspases telles que la
caspase 3. La cible de la caspase 3 est, entre autres, CAD (Caspase Activated
Deoxyribonuclease), une endonucléase endogéne qui entre dans le noyau et dégrade

I’ ADN, tuant ainsi la cellule*>,

2.6.2-Voie intrinséque/cellules de type II

Une fois la caspase 8 activée, si sa quantité au niveau du DISC est faible,
I’apoptose va emprunter la voie extrinséque'®). Alors la caspase 8 clive Bid (protéine
pro-apoptotique de la famille Bcl-2). La forme clivée de Bid est tBid. tBid est un des
facteurs responsables du relargage du cytochrome c¢ de la mitochondrie. Normalement le
cytochrome c se trouve dans I’espace intermembranaire de la mitochondrie!'®®. Sous
I’action de tBid, la perméabilité membranaire de la mitochondrie augmente (les pores
s’ouvrent, par dépolarisation) et son volume augmente, jusqu’a ce que la membrane se
rompe laissant échapper, dans le cytoplasme, le cytochrome c et Smac/DIABLO
(Second Mitochondria derived Activator of Caspases) et AIF (Apoptosis Inducing
Factors). Bcl-2 peut empécher I’ouverture des pores de perméabilité de la mitochondrie et
ainsi inhiber le relargage du cytochrome ¢('®¥.

La reliche du cytochrome c entraine la multimérisation de Apaf-1 (apoptosis
protease activating factor) qui active les pro-caspases 9 et 3. Ces activations sont médiées
par I’apoptosome (Apaf-1 + cytochrome ¢ + caspase 9 + d-ATP). Smac/DIABLO inhibe
les IAPs (Inhibitors of apoptotic proteins). AIF active des pro- caspases et agit sur le
noyau pour induire la fragmentation de I’ ADN"**'®%)_ Aprés que les caspases 8 et 9 sont

activées, d’autres caspases, dont la caspase 3, sont alors clivées menant a la dégradation

de ’ADN.
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3- Virus et apoptose

3.1- L’évasion virale en général

Pour assurer sa survie et sa propagation, un virus doit étre apte a persister le plus
longtemps possible dans un héte et/ou étre capable d’infecter un grand nombre d’hétes
différents. Dans les deux cas, le virus doit posséder des mécanismes d’évasion du
systéme immunitaire de ’organisme infecté. Au cours de leur évolution, les virus ont
développé de nombreuses stratégies efficaces pour y parvenir. Ces mécanismes peuvent
étre class€s en deux catégories : évasion passive ou évasion active. La premiére catégorie
regroupe les techniques bas€es sur les divers moyens de se cacher du systéme
immunitaire sans pour autant interagir avec celui-ci. La seconde catégorie rassemble les

tactiques virales d’inhibition du systéme immunitaire!'®>).

3.1.1-Techniques passives de dissimulation

L’infection de sites privilégiés particuliers peut permettre au virus de se cacher du
systtme immunitaire. Ces sites sont tout simplement moins accessibles aux cellules
immunitaires (cellules du systtme nerveux central, chambre antérieure de 1’ceil) et

offrent une certaine sécurité au virus!!8>156.187.188)

De méme, la sous-expression de certaines protéines virales complexées avec le

CMH 1 4 la surface de la cellule hote permet d’éviter leur détection'®?.

Des mutations de séquence géniques virales permettent d’échapper aux anticorps
et aux cellules T de I’hdte. Ces mutations sont spécifiques aux virus & ARN, puisqu’ils
possédent une ARN polymérase a fort taux de mutations (voir plus haut). Des
phénomeénes de réassortiments génétiques entre 2 virus peuvent générer de nouveaux
virus (190-191.192)

Le VHC utilise ce moyen d’évasion. Ceci lui permet de présenter une grande

diversité d’épitopes qui ne seront pas neutralisés par les anticorps. Des épitopes variants
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capables d’échapper a la neutralisation ont été isolés durant une infection au HCV®?.
Chez les sujets dont la réponse humorale est altérée, la séquence HVRI1 de E2 a un taux
de mutation plus faible comparé aux sujets immunocompétents. Ceci suggére que les
mutations de cette région sont dues a la pression de sélection et que HVRI1 contient des
épitopes dominants"** ', De méme, la variété de quasiespéces prédit I’évolution de
I’infection. Si la variété est limitée, I’infection sera contrdlée et le virus éliminé. Par
contre, si la variété est grande 1’infection deviendra persistante!*®.

De la méme maniére, les protéines du VHC présentent une grande variété
d’épitopes CTL. Des mutants viraux capables d’échapper a la reconnaissance CTL ont

été isolés chez le chimpanzé!®”

. De méme, 1’évolution de D’infection peut étre
déterminée par la sélection des variants viraux'**'*?. Des études ont montré que les
épitopes CTL évoluent durant I’infection, ce qui suggére que les quasi-espéces du HCV
sont soumises a une pression de sélection de la part du systéme immunitaire. La sélection
précoce de mutants capables d’échapper au systéme immunitaire conduit a une infection
chronique, tandis qu’un faible éventail d’épitopes CTL est associé a la cure de
I’infection!!*. Des études ont mis en évidence qu’'une réponse CTL forte et durable
ciblant de multiples épitopes a lieu dans les cas de guérison de I’infection”®**. Alors
que dans les infections chroniques, la quantité de CTL spécifiques au HCV est plus faible

dans le sang périphérique®".

3.1.2-Stratégies actives

L’infection du thymus (organe de maturation des lymphocytes T), cause une
sélection négative des cellules T qui reconnaissent le virus comme le soi. La conséquence
de ceci est une tolérance partielle a ce virus puisqu’il n’y aura pas de lymphocytes T qui
lui seront spécifiques, ni d’anticorps, sans pour autant créer une

. . (185,202
immunosuppression’ ),

Un autre moyen utilisé est la destruction des cellules présentatrices

d’antigéne (APC, cellules dendritiques, macrophages), ce qui entraine une



33

immunosuppression générale®®?%205:209) 1 >inhibition de la présentation de 1’antigéne
est possible en bloquant la présentation de I’antigéne ce qui permet d’échapper a la

surveillance immunitaire®°-2%82%),

En outre, I’expression de protéines capables de moduler la réponse immunitaire

permettrait A certains virus de persister®'%?'2!2).

L’infection des lymphocytes T et/ou B est un des moyens les plus efficaces de

controler le systéme immunitaire!'**'4.

Le VHC est capable d’infecter les PBMC dont font partie les cellules B et T, ce
qui entraine diverses complications.

L’infection chronique est associée a long terme avec la cryoglobulinémie mixte
de type II, la production d’auto-anticorps, 1’apparition de facteurs rhumatoides ou le
développement de lymphdéme des cellules B non-Hodgkinien®”. La cryoglobulinémie
mixte est causée par les complexes immuns de VHC et d’anticorps anti-VHC qui ont des
propriétés de cryoprécipitation. La cryoglobulinémie est, elle-méme, associée a
I’expansion polyclonale ou monoclonale de cellules B, et peut évoluer en lymphome chez
certains patients®'”. La prévalence du HCV est trés forte pour les patients qui ont un
lymphome des cellules B non- Hodgkinien®'2!7),

CD81 forme un complexe avec plusieurs molécules sur les cellules T. La protéine
E2 du VHC est capable lorsqu’elle se lie a CD81 d’abaisser le seuil d’activation des
cellules T®'®. Cette co-stimulation abaisse aussi le seuil d’activation de la production de
PIL-2 ce qui augmente la prolifération des cellules T, aisni que celles de I'INF-y et IL-4

et diminue la quantitié de TCR®*.

Le VHC semblerait agir sur les cellules NK, par le biais de la protéine E2 et CD81
ce qui aurait pour conséquence l’inhibition leur action cytotoxique et de leur sécrétion
d’interféron-y®'. Cette inhibition de la réponse immunitaire innée pourrait conférer un
avantage temporel au VHC, lui permettant de se multiplier et générer des variants

résistants a la réponse adaptive.
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Le VHC pourrait aussi inhiber [’action des cellules dendritiques. Des études ont
montrés que les cellules dendritiques dérivées de monocytes provenant de patients
infectés chroniquement par le VHC sont incapables d’activer des cellules T allogéniques
et de produire de D’interféron®**". Les cellules dendritiques des patients infectés
chroniquement ne répondent pas aux stimuli de maturation contrairement a celles des
patients sains®*?. Chez les patients qui ont éliminé I’infection, la maturation des cellules

dendritiques est compléte©®.

De méme, la production de protéines qui retardent ou inhibent I’apoptose (induite
par les cellules T, ou autre) permet a des virus de prolonger leur vie et celle de leur
cellule hotel223:224225.226,227)

Dans le cas du VHC, des études ont montré que les protéines du VHC
intéragissent avec plusieurs voies de signalisations cellulaires. En particulier, les
intéractions de core avec des membres de la famille du récepteur TNF, peuvent avoir des
effets inhibiteurs ou inducteurs sur 1’apoptose selon le modéle utilisé (voir partie 3.2). De
méme, la protéine core est capable de moduler la voie de I’IFN. La protéine core est
capable de se lier et d’activer PKR in vitro. PKR est induite par I'IFN et activé par la
présence d’ARN double-brin. PKR se dimérise et s’autophosphoryle pour s’activer. Puis,
PKR phosphoryle divers substrats dont elf2-a et IkB (abbréviations), ce qui conduit a

I’inhibition de la traduction, des effets anti-prolifératifs et finalement a I’apoptose'**®). E2

et NS5A interferent aussi dans la voie de I’IFN (voir plus bas).
3.2- VHC et apoptose

De nombreuses expériences ont été menées afin de déterminer si le virus de
I’hépatite C induit ou inhibe I’apoptose. La grande majorité des recherches portent sur la
protéine core. Les controverses portent surtout sur les effets de cette protéine au niveau
des voies de signalisation de TNFR et de Fas. L’hétérogénéité des résultats peut
s’expliquer par le fait que les études ont été réalisées de facon trés diverses (sur une ou
plusieurs protéines du virus, in vitro dans des lignées humaines ou animales, certains

types cellulaires, sur des animaux in vivo, avec des vecteurs ou des conditions
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expérimentales spécifiques ...). La divergence de résultats suggére que plusieurs facteurs

doivent €tre considérés et que les conclusions devraient étre faites uniquement en

référence au modeéle utilisé.

Bien que les résultats obtenus soient conflictuels, certains éléments ( le fait que le

virus ne soit pas cytopathique, que les lésions soient causées par le systéme immunitaire,

que I’infection soit chronique et persiste pendant de nombreuses années chez la majorité

des patients infectés, que I’infection soit associée au risque de HCC et finalement que

beaucoup d’études concluent que certaines protéines ont des effets anti-apoptotiques)

permettent de penser que le VHC inhiberait I’apoptose hépatocytaire.

Tableau 4 : Effet des différentes protéines du VHC sur le mécanisme de

Papoptose
Influence sur
VHC Systéme utilisé | mécanisme référence
apoptose
Core inhibition In vitro HepG2 | Surexpression de Bel-xp =9
Core inhibition In vitro lignée | Inhibe activation de p38 =0,
NIH 3T3
Core induction In vitro lignée | Activation de PKR 28
HuH7
Ex vivo tissus
hépatocarcinom
es humains
Core Induction In vivo souris | Augmente I’apoptose due & | =
transgéniques Fas
Core Inhibition In vivo souris [ Confére une résistance a | >
(apoptose transgéniques Fas
induite par Fas)




36

N,

Influence sur

VHC Systéme utilisé | mécanisme référence
apoptose

Core | Inhibition In vitro lignée -3
(apoptose HeLa et CHO
induite par
cisplatine et c-
myc)

Core | Inhibition In vitro lignée | Inhibe activation de la [>*
(apoptose HepG2 caspase 8 et active NFkB
induite par TNF
et Fas)

Core Inhibition In vitro lignée | Inhibe le clivage de PARP | *°
(apoptose MCF7
induite par
TNF-a)

Core Induction In vitro lignée | Augmentation de I’activité | **°
(apoptose Jurkat caspase 3
induite par Fas)

Core Induction In vitro CHO- | Surexpression de c-myc en | =’
(apoptose K1 absence de sérum
induite par Induction de p53, p21
privation de
sérum)

Core + | Inhibition In vivo souris | Inhibition de chemokines =8

El (apoptose transgéniques
induite par
cytokines pro-

inflammatoires)
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Influence sur

VHC Systéme utilisé | mécanisme référence
apoptose
Core + | Pas d’inhibition | In vitro lignée =9
E2 lors de | HepG2
I’apoptose
induite par
TNFalpha et
Fas
Core + | Induction In vitro lignée | Active caspases “40
NS5A COS-7
Core Induction In vitro lignée =
(apoptose hepG2
induite par Fas)
Core | Induction In vitro lignées | Se lie a TNFR1 42
(apoptose BCIOME,
induite par | HepG2, HeLa
TNF)
Core inhibition In vitro lignée | Surexpression de Bcl-x et | **
NIH 3T3 cycline D1
Core Induction In vitro lignée | Core facilite le recrutement | ***
(apoptose HEK 293 de FADD par TNFR1
induite par

TNF)
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VHC [nfluence — sur Systéeme utilisé | mécanisme référence
apoptose
NS2 Inhibition In vitro lignées | Liaison avec CIDE B qui | **
apoptose induite | HeLa, Cos 7m | I’inhibe
par CIDE B Hep G2
In vivo : souris
VHC adénoinfectée
inhibition par génome
apoptose induite | complet de
par CIDE B VHC
NS3 Inhibition In vitro lignée | Inhibition de p53, mais pas | ~*°
apoptose induite | NIH 3T3 de p21
par
Actinomycine
D
NS5 A | Inhibition In vivo souris | NS5A inhibe association | “*
apoptose induite | transgéniques entre TRADD et FADD et
par TNF bloque activation de NF«xB
par TRADD
NS5 A | Inhibition In vitro lignée | NS5A se lie a PKR et|”®
apoptose induite | HeLa 1B and | I’inhibe
présence HeLa 1B-5
d’ARN double
brin
NS5 A | Inhibition in vitro Hep3B | Interaction avec p53 4
Core + | Aucun effet In vivo souris >0
El + transgéniques

E2/p7
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Influence sur

VHC Systéme utilisé | mécanisme référence
apoptose

VHC | Induction Ex vivo PBMC | Augmentation de |
(apoptose I’expression de Fas

induite par Fas)

4- Hypothéses de travail

Le fait que Dinfection par le VHC puisse devenir chronique repose sur
I’inefficacité du systéme immunitaire & enrayer complétement la propagation virale et sur

I’aptitude du virus a déjouer ce méme systéme immunitaire.

Les cellules infectées sont normalement détruites par 1’action des lymphocytes T
cytotoxiques, qui libérent le granzyme B et les granules de perforine ou activent les
récepteurs de mort cellulaire, aboutissant au déclenchement de I’apoptose et 4 la mort de
la cellule et par la méme occasion du virus qu’elle contient. Or, & partir du moment ot
I'infection devient chronique, il est concevable de penser que certaines cellules infectées
€chappent a cette destruction spécifique. Nous avons émis I’hypothése que les cellules
infectées de fagon persistante sont plus résistantes a I’apoptose que celles qui ne sont pas
infectées. Cette résistance serait conférée par le virus lui-méme. Plus précisément, le but
de I’étude est de montrer que cette résistance serait modulée (en partie, du moins) par une
surexpression de protéines anti-apoptotiques et/ou une sous-expression de protéines pro-

apoptotiques.
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1- Matériel

1.1- Foies humains

1.1.1-Origine

Les expériences ont nécessit¢ des spécimens de foies humains provenant de
patients infectés par le virus de I’hépatite C et de patients non infectés. Pour les
échantillons normaux, les spécimens proviennent d’hépatectomies partielles pour tumeur
du foie. Les morceaux utilisés sont prélevés a distance de la tumeur. En ce qui concerne
les foies infectés, ils sont originaires de résections hépatiques pour transplantation. Tous
ces échantillons ont été congelés immédiatement aprés leur prélévement et leur transfert
dans I’azote liquide, 4 -80°C. Ces échantillons ont été obtenus aprés consentement éclairé

des personnes a I’origine de ces spécimens.

1.1.2-Préparation des homogénats protéiques a partir de foies

humains

Des homogénats protéiques ont été préparés a partir des foies congelés a —80°C.
Les morceaux de foies ont été fractionnés. Puis, ils ont été pesés, et homogénéisés sur
glace, dans le tampon RIPA/20% d’inhibiteurs de protéases (10 pg/ml de leupeptine, 10
pg/ml d’aprotinine, 10pg/ml d’inhibiteur de la trypsine du soja et 100 puM de

benzamidine), a la concentration de 300 ul/100 mg de tissus, et finalement soniqués.
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1.2- Lignées cellulaires

1.2.1-Description

Les hépatocytes de la lignée parentale HuH7 et de la lignée contenant le réplicon
(9-13) ont été fournies respectivement par le D" Soudeyns de I’hdpital Sainte-Justine
(Montréal) et D" Bartenschlager de I'Institut de Virologie de I’Université Johannes-
Gutenberg de Mainz (Allemagne). L’unique différence entre les deux lignées est la

présence d’un réplicon sous-génomique du VHC dans la lignée 9-13.

E-l
e 3 [ 48] 5a | 58 |m3

Figure 7 : Schéma du réplicon contenu dans la lignée 9-13 : le réplicon

contient les séquence codant pour les protéines virales NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B
du VHC.

1.2.2-Conditions de culture des lignées cellulaires

Les cellules sont cultivées dans le milieu DMEM (Gibco, Burlington, ON)
contenant 2mM de L-Alanyl-L-Glutamine (Glutamax®, Gibco), 100 UI de
Pénicilline/Streptomycine® (Gibco) ainsi que 10% de sérum de veau feetal (SVF, Gibco).
La sélection des cellules 9-13 est effectuée par ajout de 0,5 mg/ml de G-418
(Généticine®, Gibco) dans le milieu. Cette sélection est rendue possible puisqu’un géne
de résistance a la néomycine a été inséré dans la région non codante 5’ du réplicon. Les
cellules sont ensemencées dans le DMEM a 10% de SVF et pour les 9-13 uniquement, du

G-418 est présent dans le milieu. Les cellules sont incubées a 37°C sous 5% de CO,.

Pendant les expériences, le G-418 n’a pas été utilisé dans la préparation du milieu.
Les cellules ont été ensemencées a la concentration de 26 000 cellules /cm” dans les pétris
de 35mm de diamétre, et 26 400 cellules par cm? dans les plaques de 96 puits. Le milieu

utilisé pour les expériences d’induction de I’apoptose par déprivation de sérum est le
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DMEM seul. Pour I’induction de I’apoptose par ajout de thapsigargine (Sigma-Aldrich),
le milieu DMEM était additionné de 10% de SVF et contenait différentes concentrations
de thapsigargine (de 0 a 10 pM).

Le milieu utilisé¢ pour I’induction de 1’activation des MAP kinases, est le DMEM
plus 10% de SVF, contenant 50 ng/ml de EGF Sigma-Aldrich (Oakville, ON, Canada).
L’inhibition des MAP kinases a été induite par 1’ajout de 25uM de PD98059 Calbiochem
(San Diego, CA) pendant 48 heures.

2- Méthodes

2.1- Analyses enzymatiques

2.1.1-Mesure de Pactivité des caspases

Les échantillons utilisés ont été¢ préparés selon la méme méthode que pour le
western blot (voir plus bas) sauf pour le tampon de lyse (10mM HEPES(pH 7,4), SmM
MgCl,, 42mM KCl, 0,1 M EDTA, 0,1% 3-((3-cholamidopropyl) dimethylammoniol)-2-
hydroxy-1-propane-sulfonade (CHAPSO), 0,1% Triton X-100, 1 mM DTT, 1mM PMSF,
10 pg/ml leupeptine, 10 pg/ml aprotinine, 10pg/ml d’inhibiteur de la trypsine de soja,
100mM de benzamidine) pendant 15 minutes sur la glace et puis centrifugées a 13 000 g

pendant 10 minutes.

L’activité protéolytique de la caspase 3 et 8 a été¢ mesurée par le clivage des
substrats fluorescents de la caspase 3 (Ac-DEVD-AMC, Medicorp, Montréal, QC) et
caspase 8 (Ac-IETD-AMC, Medicorp, Montréal, QC) (100uM) dans un mélange de
réaction contenant 100 pg de protéines pour la caspase 3 et 200 pg pour la caspase 8 dans
un tampon d’essai de 100mM HEPES (pH 7,4), 200mM NaCl, 2 mM EDTA, 20%
sucrose, 0,2% CHAPSO, et 20 mM DTT pendant 30 minutes a 37°C a 1’obscurité.
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La fluorescence a été mesurée dans un spectrofluorométre a microplaque
SPECTRAmax GEMINI (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) en utilisant les longueurs
d’ondes d’excitation respectives de 380 et 460 nm pour la caspase 3 et la 8. Le taux
maximal de clivage de substrat (Vmax/s) a été calcul€ a I’aide du logiciel SOFTmax pro
(Molecular Devices , Sunnyvale, Ca), et I’activité des caspases a €t€ obtenue a partir de la
courbe de calibration de Vmax/s selon les unités de caspase 3 ou 8 recombinante

humaine (Calbiochem, San Diego, CA).

2.1.2-Mesure de Pactivation de la caspase 3 dans des échantillons

contenant de la caspase 3 recombinante

L’activité de la caspase 3 a été mesurée, en duplicata, selon le protocole décrit
précédemment dans des échantillons sains ainsi que des échantillons infectés. De plus, a
ces mémes échantillons a été ajoutée la caspase 3 recombinante a la dose de 100 Ul
(Calbiochem, San Diego, CA) afin d’évaluer la présence d’une activité inhibitrice de la

caspase 3. Puis, I’activité caspase 3 a été mesurée comme décrit précédemment.

2.2- Analyse morphométrique

2.2.1-Mesure de I’apoptose nucléaire

Les cellules Huh7 et 9-13 ont été incubées dans le milieu DMEM additionné de
10% de SVF dans des pétris de 20mm de diamétre. Aprés 24h d’attachement, les milieux
ont été remplacés par du milieu frais contenant de 0 & 10 pM de thapsigargine (Sigma-
Aldrich). A la fin de la période de culture, le milieu a été aspiré et les cellules fixées avec

une solution de 5% de Formaldéhyde a température de la piece durant 20 minutes.

Les cellules ont été colorées au Hoescht 33528 (0,25 pg/ml) pendant 15 minutes,
et lavées a 1’eau distillée. Les pétris ont ensuite été rangés afin de sécher dans

I’obscurite.
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Une fois les pétris secs, la coloration des noyaux a été observée a 1’aide d’un
microscope a fluorescence ultraviolette (BX50F, Olympus Optical Co, Japan). Le filtre
d’excitation est de 355 nm et celui d’émission de 465 nm. Les noyaux sont considérés en
apoptose si de la chromatine condensée est présente sur le pourtour du noyau ou s’il y a
des corps apoptotiques®?. Pour chaque pétri, 400 noyaux ont été comptés, et la
proportion de noyaux apoptotiques a été exprimée en pourcentage par rapport au nombre

total de noyaux fluorescents.

2.3- Analyse biochimique

2.3.1-Réduction du MTT

La mesure de la quantit¢ de MTT réduit sert a évaluer le taux de viabilité
cellulaire. Le MTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5diphenyl tetrazolium bromide,

Sigma-Aldrich, Oakville, ON) est réduit en cristaux de formazan par la mitochondrie.

Les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits, a la concentration
de 7400 cellules par puit (26 400 cellules par cm?). Aprés 24 heures d’attachement, le
milieu a été remplacé par du milieu frais ne contenant pas de sérum pour induire
I’apoptose. Au bout de 48h de culture sans sérum, le milieu a été aspiré et remplacé par

du DMEM contenant 2 mg/ml de MTT.

Ensuite, les cultures ont été mises & incuber a 37°C sous 5% CO;, pendant 3
heures. Le milieu a été aspiré de nouveau et les cellules remises a incuber avec une
solution de DMSO pendant 30 minutes & 37°C sous 5% CO,. Les cristaux de Formazan
solubilisés par le DMSO (Diméthyl Sulfoxyde, Sigma)®*® sont quantifiés par densité
optique a 490 nm.

La viabilité est évaluée par le rapport d’absorbance des différentes conditions

avec les cultures contrdles.
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2.4- Mesure de P’expression des protéines Bcl-x;, Bax, Bid,
pERKI1 et pERK2 et actine

2.4.1-Préparation des échantillons protéiques a partir de cellules en

culture

Les lysats cellulaires ont été récoltés dans un tampon phosphate salin (pH 7,4)
contenant 1% d’Igepal CA-630, 0,5% de déoxycholate, 0,1% de sodium dodécyl
sulphate, 10 pg/ml de leupeptine, 10 pg/ml d’aprotinine, 10pg/ml d’inhibiteur de la
trypsine du soja et 100 uM de benzamidine.

Une quantité égale de protéines (100pg), mesurée par la technique de
Bradford®?, a été séparée par électrophorése sur gel SDS-polyacrylamide a 15% et
transférée sur membranes de Polyvinylidene Fluoride (PVDF, Amersham Pharmacia
Biotech, Mississauga, ON). Les membranes ont ensuite été incubées en présence d’un

anticorps primaire puis d’un anticorps secondaire.

Pour Bcl-x;, I’anticorps primaire est un polyclonal de lapin dirigé contre la
protéine Bcl-x, humaine (BD Transduction Laboratories, Pharmingen Canada,
Mississauga, ON), utilisé a la dilution 1/250. L’anticorps secondaire que nous avons
utilisé est I’anticorps anti-immunoglobulines de lapin lié & la péroxydase (Pharmingen

/BD Transduction Laboratoires Mississauga, ON) a la dilution 1/20 000.

L’anticorps primaire utilisé pour la protéine Bax est un anticorps de lapin dirigé
contre la protéine Bax (Santa Cruz Biotechnology, Inc) 4 la dilution 1/100. Puis comme
anticorps secondaire nous avons utilisé I’anticorps anti Immunoglobulines de lapin lié a

la peroxydase (Pharmingen /BD Transduction Laboratoires) a 1a dose 1/10 000.
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Pour la protéine Bid, I’anticorps primaire que nous avons utilisé est un anticorps
de lapin polyclonal, (R&D Systems) a la dilution 1/500. Comme anticorps secondaire, un
anticorps de chevre dirigé contre les Immunoglobulines de lapin et couplé a la

peroxydase (BD Pharmingen) fut utilisé a la concentration 1/2000.

Pour pERKI1 et pERK2, I’anticorps primaire fut un anticorps monoclonal de
souris dirigé contre pERK (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) utilisé a la concentration
1/1000. Puis en anticorps secondaire, nous avons utilisé un anticorps de souris couplé a la

peroxydase ( Pharmingen /BD Transduction Laboratories) a la dilution 1/10 000.

Pour évaluer la quantité¢ de protéines déposées, les membranes ont aussi €té
incubées avec 1’anticorps monoclonal de souris anti-actine (1/5000 Oncogene Research,
Cambridge, MA Products ) suivi d’un anticorps de chévre anti-souris conjugué a une
peroxydase(1/20 000 Pharmingen /BD Transduction Laboratoires). Les anticorps

hybridés ont été révélés par chimiluminescence.

Puis ’intensité des bandes a été quantifiée par densitométrie (logiciel Collage V

4.0 software (Fotodyne Inc, New Berlin, WI)).

2.5- RT-PCR : mesure du taux de transcription du brin positif

du VHC et du 18S

Les cellules 9-13 ont été mises en culture avec et sans interféron- a (Interferon
from human leukocytes, Sigma Aldrich, St-Louis, MO) a la dose 500 U/ml, pendant 48

H, en triplicata a la concentration de 1 million de cellules par flasque de 75 cm’.

Puis les ARN totaux ont été extraits avec du Trizol® (Gibco) selon le protocole
conseillé par le manufacturier. Ces ARN ont été dosés au spectrophotométre afin de

déterminer leur concentration, selon la formule : dilution x (densit¢ optique (D.O.)
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mesurée 2 260 nm — D.O. mesurée a 280 nm) /0.01. L’absorbance mesurée a 260 nm
correspond a celles des acides nucléiques (ARN et ADN) tandis que celle mesurée a 280
nm correspond a celle des protéines. Enfin, la concentration des échantillons a été ajustée

a 125 pg/ pl.

Les amorces utilisées pour le PCR sont dirigées contre le brin + du VHC et
I’ARN ribosomal 18S. Ces amorces ont été établies par le programme « PRIMER »
(Genetic Computer Group) et synthétisées par le groupe Sheldon de I’Université McGill
de Montréal. Les amorces pour le 18S sont : 5’-TACCTGGTTGATCCTGCAGTA-3’ et
5’-AATGGATCCTCGTTAAAGGATT-3’. Les amorces pour le brin + sont: 5’-
CCCTGTGAGGAACTACTGTCTTCACGCA-3’ et 5’ ACTCGCAAGCACCCTATCAG
GCAGTAC-3".

Pour le 18S : 250ng d’ARN ont été mélangé dans un tampon Tris 10 mM pH 8.3,
contenant 1 mM de MgCl,, 50 mM de KCl, 100pg /ml d’albumine de sérum bovin,
100uM dNTPX, 1 uM d’amorces pour le 18S, 200U/ml d’inhibiteur de ARNase, 125
U/ml de transcriptase inverse AMV, 20 U/ml de Taq polymérase (Roche Diagnostics,
Laval, Qc) et 20pCi/ml [o- **P] dCTP. Les échantillons ainsi préparés sont alors soumis a
15 cycles identiques de : 50°C pendant 15 minutes puis amplification a 95°C pendant 30

secondes, 59°C pendant 1 minute et a 72°C durant 90 secondes.

Pour le brin positif du VHC, les cycles sont les mémes, la seule différence est le

nombre de cycle qui est de 30.

Aprés la réaction, les échantillons ont été déposés sur un gel d’électrophorese a
8% d’acrylamide. Puis les gels ont été séchés et exposés pendant 2h pour le 18S et 4h
pour le brin + sur film autoradiographique (Universal X-ray of Canada, Dorval, Qc).
L’analyse densitométrique des bandes sur les films a été réalisée grice a un scanner
(Scanjet plus, Hewlet —Packard Canada Ltd, Mississauga, ON) et au logiciel Collage V
4.0 software (Fotodyne Inc, New Berlin, WI).
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2.6- Analyses Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- erreur type et comparés selon le test
de ¢ pour valeur non pairées. Les différences entre groupes de données sont considérées

significatives lorsque P<0,05.
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1- Mesure de Pactivité des caspases 3 et 8 dans des foies

humains normaux et infectés par le virus de I’hépatite C

Les caspases sont des protéases spécifiques a 1’apoptose. Elles sont activées par
autoclivage. La caspase 8 est une caspase initiatrice car elle est active dans les premiers
stades de 1’apoptose, et sert a déclencher la cascade des caspases impliquées dans les
voies de signalisation de Fas et TNF-o. D’un autre c6té, la caspase 3 est une caspase

effectrice, elle agit a la fin de la cascade des caspases.

L’activité de ces deux caspases mesurée dans les foies normaux et les foies
infectés est trés faible lorsque comparée aux contréles positifs (figures 8 et 9). En effet,
pour la caspase 3, la valeur est de 0,31 £0,07 unité de caspase 3 activée pour les foies
normaux, et 0,95 £0,43 unité de caspase 3 activée pour les foies infectés, la différence
entre ces deux groupes de foies n’étant pas significative. La valeur du contrdle positif
(hépatocytes de souris soumis a une stimulation du récepteur Fas) est de 290,72 +40,96

unités de caspase 3 activée.

Pour la caspase 8, le résultat obtenu est de 1,87 £0,59 unités de caspase 8 activée
pour les foies normaux, 1,61 +0,41 unités de caspase 8 activée pour les foies infectés
tandis que le controle positif affiche une valeur de 42,95 £7,71 unités de caspase 8
activée. Encore une fois, il n’y avait pas de différence significative entre les foies

normaux et les foies infectés.

Afin de vérifier que ces valeurs d’activité n’ont pas été causées par la présence
d’un inhibiteur de I’activité caspase, une expérience utilisant une caspase 3 recombinante
déja clivée a été effectuée. Des extraits de foies normaux et infectés ont été mélangés a
150 unités de caspase 3 recombinante (RC3) chacun et comparés a un contrdle positif
RC3 correspondant 4 150 unités de caspase 3 activée. L’activité de la caspase 3 a été

mesurée comme précédemment décrit.
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Les resultats (figure 10) ne révelent aucune inhibition de 1’activation de la caspase

3, et ce, pour chacun des types d’échantillons. I n’y a aucune différence significative

entre les échantillons et le contréle RC3.

Ces résultats montrent qu’il n’y a pratiquement pas d’activité des caspases 3 et 8,
que ce soit dans les échantillons normaux ou infectés. De plus, ceci n’est pas attribuable

a une inhibition de I’activation des caspases, du moins, pour la caspase 3.
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Figure 8 : Activité de la caspase 3 dans des foies normaux (N), infectés
(VHC) et des hépatocytes de souris soumis a4 Fas (CTRL+). Les hépatocytes
de souris ont été soumis 4 250 ng/ml de Fas pendant 4 heures. L’activité de la caspase 3

est mesurée a I’aide d’un spectrofluorométre et est exprimée en unités de caspase activée.
n=10
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Figure 9 : Activité de la caspase 8 dans des foies normaux (N), infectés
(VHC) et des hépatocytes de souris soumis 3 Fas (CTRL+). Les hépatocytes
de souris ont été soumis a concentration de Fas pendant temps. L’activité de la caspase 8

est mesurée 4 I’aide d’un spectrofluorométre et est exprimeée en unités de caspase activée.
n=10
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Figure 10 : Activité de la caspase 3 mesurée dans des foies normaux (N)
auxquels a été ajouté 150 unités de caspase 3 recombinée (N+RC3) et
infectés (VHC) auxquels a été ajouté 150 U de caspase 3 recombinée
(HCV+ RC3) et des échantillons de 150 unités de caspase 3

recombinante activée (RC3) seule. L’activité de la caspase 3 est mesurée & ’aide
d’un spectrofluorométre et est exprimee en unités de caspase activée. n=4
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2- Niveau d’expression de protéines de la famille Bcl-2 (Bcl-
XL, Bax, Bid) et ratio Bax/Bcl-x;, dans des échantillons de

foies humains normaux et infectés par le VHC

Les protéines de la famille de Bcl-2 tiennent le réle de régulatrices du phénomeéne
apoptotique. Certaines sont pro-apoptotiques comme Bax et Bid, d’autres sont anti-
apoptotiques comme Bcl-x, C’est 1’équilibre entre ces 2 catégories de protéines qui

(173,174, 175) AinSi la
. ’

détermine la poursuite ou l’arrét de la cascade de 1’apoptose
comparaison du niveau d’expression de ces protéines dans deux groupes d’échantillons

permet d’évaluer 1’état d’équilibre de la sensibilité des cellules a 1’apoptose.

En premier lieu, le niveau d’expression de Bcl-x.. a été évalué afin de déterminer
s’il est augmenté dans les foies infectés. Dans les foies normaux, le niveau d’expression
de cette protéine est de 0,781 + 0,13 u.a, alors que celui mesuré€ dans les foies infectés par
le VHC est de 0,984 + 0,07 u.a. Bien que Bcl-xp soit plus fortement exprimé dans les
foies infectés par rapport aux foies normaux, cette différence n’est pas statistiquement

significative (figure 11).

Deuxiémement, les niveaux d’expression des protéines pro-apoptotiques Bax et
Bid ont été mesurés afin de vérifier s’ils sont diminués dans les foies infectés.

Pour Bax (figure 12), le niveau d’expression observé dans les foies normaux est
de 1,5625 £+ 0,11 u.a., alors que dans les foies infectés, il est plus élevé, sa valeur
atteignait 1,925 + 0,14 u.a.. La différence entre les deux groupes d’échantillons est
significative (P<0.05).

Par contre, pour la protéine Bid (figure 13), son niveau d’expression est plus
faible dans les foies infectés (0,294 + 0,027) que les normaux (0,332 + 0,023), mais cette

différence n’est pas significative.
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C Le ratio de Bax/Bcl-xy a été déterminé dans les foies normaux et infectés (figure
14), a partir des résultats d’expression des protéines respectives obtenus ci-dessus.
Aucune différence significative n’a été obtenue entre les 2 groupes de foies (1,61 + 0,14

pour les foies normaux versus 1,71 + 0,33 pour les foies infectés).
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Figure 11 : Niveau d’expression de la protéine Bcl-x;, dans des foies

normaux (N) et des foies infectés par le VHC (VHC). L’expression protéique
a été mesurée par Western Blot et exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
Testdet P>0.05 n=16
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Figure 12: Niveau d’expression de la protéine Bax dans des foies

normaux (N) et des foies infectés par le VHC (VHC). L’expression protéique
a été mesurée par Western Blot et exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
Testdet P<0.05 n=16
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Figure 13: Niveau d’expression de la protéine Bid dans des foies
normaux (N) et des foies infectés par le VHC (VHC). L’expression protéique

a été mesurée par Western Blot et exprimée en unités arbitraires de densitométrie.

Testdet P>0.05 n=10
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Figure 14 : Ratio de Bax/Bcl-x;, dans des foies normaux (N) et infectés
par le VHC (VHC).
Testdet P>0.05 n=16
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3- Niveau d’expression de protéines de la famille Bel-2 (Bcl-
X1, Bax) et ratio Bax/Bcl-x;, dans les lignées de cellules 9-
13 et HuH7

De la méme fagon que pour les échantillons de foies humains, des mesures du
niveau d’expression de protéines de la famille Bcl-2 on été effectuées au moyen de la
technique de western blot sur les lignées cellulaires HuH7 et 9-13. Ces études sur les
lignées ont pour but de vérifier si les observations faites sur les foies sont retrouvées dans
un modele différent de réplication virale au sein de cellules hépatiques et ainsi corroborer

nos précédents résultats.

Les résultats obtenus démontrent que le niveau de Bcl-x; est significativement
supérieur dans les cellules 9-13 comparé aux HuH7 (respectivement 1.16+ 0.15 vs 0.62

+0.02, P=0.005) (figure 15).

De méme pour Bax, cette protéine est plus exprimée dans la lignée 9-13 que la

HuH?7 et ceci de fagon significative (0.67+0.06 vs 0.4+£0.02, P=0.01) (figure 16).

Par contre, le ratio Bax/Bcl-x.. (figure 17) n’est pas significativement différent
entre les 2 lignées (0.63+0.15 vs 0.74+0.046, P=0.47).
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Figure 15 : Niveau d’expression de la protéine Bcl-x; dans la lignée
cellulaire HuH?7 et 1a lignée 9-13 contenant un réplicon sous-génomique

du virus de I’hépatite C. L’expression protéique a été mesurée par Western Blot et
exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
Testdet P<0.005 n=5



62

HuH7 9-13

23kDa = 4= Bax

42kDa =p <= Actine

P<0.001

e
&

e
i

o
B

densitométrie)

Niveau d'expression protéique de
Bax/Actine (Unités arbitraires de

HuH7 9-13

Figure 16 : Niveau d’expression de la protéine Bax dans la lignée
cellulaire HuH?7 et 1a lignée 9-13 contenant un réplicon sous-génomique

du virus de I’hépatite C. L’expression protéique a été mesurée par Western Blot et
exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
Testdet P<0.001 n=5
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Figure 17 : Ratio de Bax/Bcl-x;, dans la lignée cellulaire HuH7 et la
lignée 9-13 contenant un réplicon sous-génomique du virus de I’hépatite
C.

Testdet P>0.05 n=35
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4- Sensibilisation a la stimulation apoptotique dans les

lignées HuH7 et 9-13

Le but de cette expérience est d’observer la réaction de chaque lignée vis-a-vis
d’un stimulus apoptotique, afin de déterminer si le réplicon est capable ou non de

conférer une résistance des cellules aux stimuli apoptotiques.

Le décompte des cellules en apoptose a été réalisé d’aprés des observations
morphologiques. La figure 18A présente, a titre de référence, des hépatocytes murins en
culture primaire colorés au Hoescht 33258. Les cellules considérées comme apoptotiques
présentent une chromatine condensée autour de la membrane nucléaire (figure 18B), ou

sont fragmentées en corps apoptotiques (figure 18C).

Figure 18: Cellules de cultures primaires d’hépatocytes de souris
colorées avec le fluorochrome Hoescht 33258. Les cellules sont préalablement
fixées avec de la formaline 5%, lavées avec un tampon de PBS puis colorés par le
Hoescht (0,25pgml). A) cellules normales, B) condensation de la chromatine, C) corps
apoptotiques.
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Pour observer le comportement des cellules Huh7 et 9-13 face a4 un stimulus

apoptotique, divers moyens et conditions ont été utilisés.

Tout d’abord, I’apoptose a été induite par 1’ajout de thapsigargine dans le milieu
de culture des cellules. La thapsigargine est un puissant inhibiteur irréversible des
pompes ATP Ca®* dépendantes du réticulum endoplasmique. Lorsque ces pompes sont
inhibées, le calcium du RE est relargué dans le cytoplasme, ce qui entraine une élévation
du taux de calcium intracellulaire. Cette perturbation de I’homéostasie calcique active les
caspases 9 et 7 conduisant la cellule vers I’apoptose®>>.

La figure 19 représente 1’effet de concentrations croissantes de thapsigargine sur
les cellules des lignées HuH7 et 9-13 apres 24 heures d’exposition. Le décompte de corps

apoptotiques a été exprimé en pourcentage.

Les cellules 9-13 affichent un taux d’apoptose moins élevé que les HuH7, et ce,
quelle que soit la dose de thapsigargine utilisée (valeurs comprises entre 1,59 + 0,159% et
1,874 + 0,387 % de cellules HuH7 en apoptose comparées a des valeurs allant de 0,414 %
0,233% a 0,854 + 0,261% de cellules 9-13 en apoptose). De plus, la différence observée

entre les 2 types de cellules est significative (P<0,05 pour chaque concentration).

Puis, I’apoptose a été causée par une déprivation en sérum. La viabilité cellulaire
a été évaluée par la réduction du MTT en formasan. La figure 20 présente le pourcentage
de viabilité cellulaire apres 48 heures de retrait de sérum de veau feetal dans le milieu de
culture. Sans sérum, la viabilité des cellules HuH7 est réduite de 10,82 % tandis que celle
des cellules 9-13 n’est réduite que de 2,16 % en 48 heures. La diminution de la survie des

cellules HuH?7 est significative (£<0,05), tandis que celle des cellules 9-13 ne I’est pas.
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Figure 19 : Index apoptotique des cellules des lignées HuH7 et 9-13 en

présence de concentrations croissantes de thapsigargine. Les cellules ont été
cultivées a différentes concentrations de thapsigargine (0; 1; 5 ou 10 uM) pendant 24
heures. L’apoptose a été estimée par observation morphologique et décompte des cellules
suite a une coloration au Hoescht 33258.

Testdet P<0.05 n=3
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Figure 20 : Diminution de la viabilité suite a2 une déprivation en sérum
feetal de veau dans la lignée cellulaire HuH?7 et la lignée 9-13 contenant
un réplicon sous-génomique du virus de ’hépatite C. Les cellules ont été
cultivées sans sérum feetal de veau (SVF) pendant 48 heures. La viabilité a été mesurée

par réduction du MTT en formasan et exprimée en pourcentage par rapport au controle.
Test det P<0.05 n=8.
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5- Effets de ’interféron-a sur la réplication du réplicon et
sur le niveau d’expression de la protéine Bcl-x;, dans les

lignées HuH7 et 9-13

L’IFN-a est utilisé pour diminuer la réplication virale du VHC. Nous I’avons
utilisé afin de vérifier s’il inhibe la réplication du réplicon sous-génomique contenu dans
les cellules 9-13 de fagon a évaluer, par la suite, si la baisse de 1I’expression du réplicon
est associée a une perte des modifications des niveaux d’expression protéiques observées

préalablement.

Au moyen de RT-PCR semi-quantitative, il a été¢ montré que la quantité d’ARN
du brin positif du réplicon est fortement diminuée en présence de 500U/ml d’interféron-o
pendant 48 heures (figure 21). Les résultats montrent que le niveau de réplication du

réplicon, en présence d’interféron-a, passe de 2,277 +0,105 u.a. 2 0,806 + 0,106 u.a.

Pour vérifier que cette baisse de la réplication est liée ou non au niveau
d’expression de protéines de la famille Bcl-2 nous avons mesuré le niveau d’expression

de Bcl-x. en présence d’interféron- a (figure 22).

Le niveau d’expression de Bcl-xp n’est pas significativement différent dans la
lignée HuH7 et ce, qu’elle soit en présence d’IFN-a ou non (1,474 + 0,064 u.a. et 1,525 +
0,075, P<0,05). Ce qui indique que l’expression de la protéine Bcl-xL n’est pas
influencée par la présence d’IFN-o.

Le niveau d’expression de Bcl-x. est significativement plus élevé dans la lignée
9-13 par rapport a la parentale (1,660 + 0,014 u.a. et 1,474 £ 0,064 u.a., P<0,05) ce qui
corrobore les résultats précédemment obtenus.

Les résultats montrent que le niveau d’expression de Bel-x. est significativement

diminué dans les cellules du réplicon (9-13) traitées a I’'IFN-a par rapport aux cellules 9-
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13 non traitées (sans IFN-a.: 1,660 + 0,014 u.a. et 1,525 + 0,038 u.a. avec IFN-q, P<
0,05).

Puisque la baisse d’expression de la protéine Bcl-xi. n’est pas retrouvée dans la

lignée HuH?7, ceci indique que le niveau d’expression de la protéine Bcl-x;, est en partie

dépendant de celui de la réplication du réplicon.
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Figure 21 : Niveau d’expression de ’ARN du brin positif du VHC dans
la lignée 9-13 contenant un réplicon sous-génomique du virus de
P’hépatite C avec (+ INF) ou sans (-INF) interféron-a. Les cellules ont été

soumises a 500 U/ml d’interféron-a pendant 48 heures. L’expression de I’ARNm est

mesurée par RT-PCR et exprimée en unité arbitraire de densitrométrie.
Test de t, P<0.05, n=3
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Figure 22 : Niveau d’expression de la protéine Bcl-x;, dans la lignée la
lignée cellulaire HuH7 et la lignée 9-13 contenant un réplicon sous-
génomique du virus de I’hépatite C avec ou sans interféron-a. Les cellules
on été cultivées avec 500U/ml d’interféron-a pendant 48 heures. L’expression protéique a
été mesurée par Western Blot.

n=3
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6- MAPK

La voie des MAP kinases est une voie de signalisation qui module le mécanisme
apoptotique de fagon négative : elle est souvent activée dans les cellules cancéreuses. Les
MAP kinases ERK1 et 2 sont impliquées dans la phosphorylation de Bcl-2. Les MAPK

induisent 1’expression de certaines protéines dont Bcl-x, (#6:27:258:259:260.261)

Les MAP kinases sont activées par phosphorylation, ce qui les fait phosphoryler
et activer Bcl-2 dans certaines lignées. Dans les hépatocytes, Bcl-x;, est 1a molécule anti-
apoptotique prévalente. Puisque la lignée 9-13 est plus résistante a 1’apoptose que la
HuH7 et que ceci est associé a une augmentation du niveau d’expression des protéines de

la famille Bcl-2, nous avons voulu déterminer si cette résistance est médiée par cette voie.

Les protéines de la voie des MAPK sont activées par phosphorylation en présence
d’ EGF. Les cellules HuH7 et 9-13 ont été cultivées avec et sans EGF. La figure 23
montre qu’en présence d’EGF, ERK1 et ERK2 sont plus fortement activées dans les
cellules 9-13 que les HuH7.

Le PD98059 est un inhibiteur des MAPK. 1l inhibe leur phosphorylation par les
MAP kinase kinases®®®. Les cellules 9-13 ont été cultivées avec ou sans cet inhibiteur
afin de voir si cela a une influence sur I’expression protéique de Bcl-x;, et Bax. La figure
24 montre que 1’ajout de PD98059 diminue I’expression de Bcl-xi. chez les cellules 9-13
(4,365 + 0,902 versus 1,14 + 0,175 u.a. soit une diminution de 73,9%, P<0,05).

Pour I’expression de la protéine Bax, elle est aussi diminuée de 17,67%, mais

cette baisse n’est pas significative (figure 25).

Donc, en présence d’inhibiteur des MAP kinases, seule I’expression de Bcl-x est
modifiée. Lorsque les MAP kinases sont inhibées, Bcl-xi. voit son expression diminuer,

ce qui suggere que les MAP kinases agissent en amont de Bel-xy.
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Figure 23 : Niveau d’expression des protéines phosphorylées ERK1 et
ERK2 dans la lignée cellulaire HuH7 et la lignée 9-13 contenant un

réplicon sous-génomique du virus de I’hépatite C avec ou sans EGF. Les
cellules ont été cultivées avec ou sans 50ng/ml de EGF. L’expression protéique a été
mesurée par Western Blot.
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Figure 24 : Niveau d’expression de la protéine Bcl-x;, dans la lignée
cellulaire 9-13 contenant un réplicon sous-génomique du virus de
Phépatite C cultivée avec ou sans PD98059. Les cellules ont été soumises a

25uM de PD98059 pendant 48 heures. L’expression protéique a été mesurée par Western
Blot et exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
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Figure 25: Niveau d’expression de la protéine Bax dans la lignée
cellulaire 9-13 contenant un réplicon sous-génomique du virus de

I’hépatite C cultivée avec ou sans PD98059. Les cellules ont été soumises a
25uM de PD98059 pendant 48 heures. L’expression protéique a été mesurée par Western
Blot et exprimée en unités arbitraires de densitométrie.
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Le but de cette étude était de déterminer si les hépatocytes infectés par le VHC
sont plus résistants a 1’apoptose que les hépatocytes non infectés, ce qui pourrait
expliquer en partie la persistance de I’infection dans le contexte d’une réponse
immunitaire induite par le virus.

Pour ce faire, nous avons utilisé¢ deux modéles différents d’étude et avons analysé

différentes protéines impliquées dans I’apoptose.
Le VHC n’induit pas d’activation des caspases 3 et 8 dans les foies humains :

Il y a de plus en plus de preuves que les lésions hépatiques induites lors de
Iinfection par le VHC se produisent par apoptose'*”. Cependant, I’implication des
caspases et leur role spécifique dans la pathogenése du VHC ne sont pas connus. Les
caspases sont les principales protéines exécutrices de I’apoptose. Dans notre étude, nous
avons mesuré l’activation des caspases 8 (activatrice) et 3 (effectrice) dans des

échantillons de foies humains normaux et dans des foies infectés par le VHC.

Nos résultats ne montrent pas d’activité significative de ces deux caspases dans
les deux catégories de foies testées. Ces résultats sont tout a fait concordants avec le fait

que trés peu d’apoptose est décelable dans les foies sains adultes en temps normal'?"- 1%,

Par contre, en ce qui concerne les foies infectés, le résultat peut paraitre
surprenant. En effet, les foies infectés utilisés proviennent de patients en attente de greffe
ou la pathologie est donc trés avancée. Il serait donc tout a fait logique de s’attendre a
mesurer une activité des caspases plus élevée dans les foies infectés que celle trouvée
dans les foies normaux.

(145, 263) qui, lui, trouve

De plus, ce résultat est a I’opposé de ceux de Bantel et a
que Dactivation des caspases est significativement plus forte dans les foies infectés (7 a

20%) et proportionnelle a 1’atteinte hépatique.
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Une cause de cette discordance de résultats pourrait s’expliquer par les techniques
utilisées. Notre méthode mesure le clivage des substrats des caspases, tandis que Bantel a
utilisé des westerns blot pour mesurer les niveaux protéiques des formes clivées,

supposément actives, des caspases 3 et 7.

Nous ne pouvons pas conclure que notre technique n’a pas fonctionné puisqu’un
témoin positif infirme cette hypotheése. Néanmoins, elle n’est peut étre pas adéquate a

notre type d’échantillons.

Cependant, les résultats émis par Bantel sont discutables : les caspases clivées ne
sont pas forcément toutes actives, et pourraient étre en partie inhibées. Etant donné que
les caspases peuvent étre activées pour d’autres fonctions que 1’apoptose, (comme le
contrble du cycle cellulaire, la prolifération des cellules T, la différentiation cellulaire de

(264,265)

certaines cellules) , 1l est possible que I’apoptose puisse avoir €té surévaluée par

son type de technique.

Pour éclaircir ce point, il faudrait réaliser nos mesures avec la méme technique
que Bantel afin de comparer nos résultats avec ceux-ci et ainsi les confirmer ou les

infirmer.

Afin de mieux interpréter nos résultats, nous avons voulu vérifier si les caspases
n’étaient pas inhibées dans les foies infectés, ce qui pourrait expliquer pourquoi les

caspases ne sont pas activées dans les échantillons infectés.

Aucune inhibition de I’activité caspase 3 n’a pu étre décelée dans nos échantillons
infectés. A moins que le seuil de sensibilité de notre mesure soit inadéquat, ceci suggére
que les caspases (du moins la caspase 3) ne sont, ni activées, ni inhibées, dans nos foies
qu’ils soient infectés ou non. Il faut, ici, souligner que I’absence d’activité caspase
significative ne s’oppose pas a la présence d’un certain niveau d’apoptose dans ces foies.

Il est d’ailleurs possible que le phénomeéne apoptotique qui a lieu dans les foies soit
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caspase- indépendant. En effet, il a été rapporté qu’il existe des morts cellulaires caspase

indépendantes qui ne correspondent pas a de la nécrose®®®®.

Néanmoins, nos résultats concordent avec notre hypothése et suggérent que les
cellules de foies infectés sont résistantes a 1’apoptose puisqu’elles présentent le méme

profil d’activation des caspases que celles des foies normaux.

Le VHC et le réplicon sous-génomique modulent des protéines pro et anti-

apoptotiques de la famille Bel-2.

Les protéines de la famille Bcl-2 sont régulatrices de 1’apoptose. Bcel-x. est la

protéine anti-apoptotique principale dans les hépatocytes, ou 1’on ne retrouve pas Bcl-
2(267)

Nos résultats indiquent que Bcl-x;. est plus exprimée dans les foies infectés que
dans les foies normaux mais pas de maniére statistiquement significative. Ce résultat est
dii en partie a la forte erreur-type des échantillons normaux : comme ces spécimens
proviennent de foies ou s’est développée une tumeur, il est possible que ce type

d’échantillon ne soit pas totalement normal.

Il est aussi possible que cela soit di au fait qu’il existe plusieurs types de cellules
au sein du foie, et que seuls les hépatocytes sont les cellules cibles du virus et sont
soumises a ses effets. Le fait d’étudier I’expression protéique d’un échantillon de foie
dilue ce que nous devrions mesurer dans un seul type cellulaire. Aussi, il est envisageable
que la présence d’une grande quantité de tissu cicatriciel fibreux puisse avoir une
influence sur le niveau d’expression protéique dans les foies pathologiques. C’est
pourquoi cette mesure de 1’expression de Bel-x,. devrait étre refaite dans des hépatocytes
isolés (culots d’hépatocytes isolés de foies infectés, lignée primaire d’hépatocytes,

lignées cellulaire d’hépatocytes, etc.).
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Nous nous sommes aussi intéressés au niveau d’expression de la protéine pro-
apoptotique Bid, afin d’observer si cette protéine est sous-exprimée dans les foies

infectés.

Son expression est la méme dans les deux types d’échantillons (0,294 + 0,027
foies infectés versus 0,332 + 0,023 foies normaux). La tendance observée est une légére

baisse du niveau d’expression dans les foies infectés.

Mais il est difficile d’interpréter ceci, puisque Bid est la forme inactive de la
protéine : apres clivage elle devient t-Bid. La baisse de la quantité de Bid pourrait étre
causée par une activation de celui-ci et donc son clivage en t-Bid ou bien par une baisse
de sa transcription. Il faudrait donc compléter cette expérience avec des mesures du
niveau d’expression de t-Bid et effectuer des ratios d’expression de Bid/t-Bid ce qui

permettrait de savoir si Bid est plus activé ou non dans les foies sains et infectés.

Le niveau d’expression de la protéine Bax a aussi été évalué dans les foies
normaux et infectés. Nos résultats montrent que cette protéine est surexprimée de fagon
significative dans les foies infectés comparés aux foies sains (0,5625 + 0,11 foies

normaux versus 1,925 + 0,14 foies infectés).

Ceci est contraire & ce que nous prévoyions, puisque Bax aurait du étre sous-
exprimé dans nos échantillons infectés par le VHC. Donc, a priori, cela signifierait que
cette hausse de Bax soit associée a une plus grande sensibilité a 1’apoptose dans les foies

infectés.

Or, c’est la balance entre les protéines pro et anti-apoptotiques qui détermine s’il
va y avoir mort cellulaire ou pas. Le ratio Bcl-2/Bax ou Bcl-xi/Bax, selon le type
cellulaire, sert de référence pour établir vers quelle issue (mort ou survie) la cellule
s’oriente!!’?. Nous avons donc calculé le ratio Bax /Bcl-x..

11 s’avére que le ratio n’est pas significativement différent dans les deux groupes.

Ceci signifie que dans les foies normaux et infectés, la balance apoptotique est la méme,
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et puisque les cellules de foies normaux ne sont pas soumis d une stimulation
apoptotique, par ricochet celles des foies infectés sont dans la méme état de sensibilité.
La hausse du niveau d’expression de Bax n’a alors plus autant d’impact sur I’apoptose,

puisqu’elle est contrebalancée par Bcel-x;.

Les mémes mesures de niveau d’expression de membres de la famille Bcl-x;. ont
été réalisées sur les lignées cellulaires HuH7 et 9-13. Ces études permettent d’obtenir des
résultats en ne tenant compte que des effets du réplicon en éliminant ceux provenant
d’autres parameétres pouvant avoir de I’influence (comme les cellules immunitaires, les

autres types cellulaires, 1’organisme etc.).

Le niveau d’expression de Bcl-x;, dans la lignée 9-13 (contenant le réplicon du
VHC) est nettement supérieur a celui trouvé dans la lignée HuH7. (1.16+ 0.15 pour les 9-
13 versus 0.62 £0.02 chez les HuH7). Cette expérience suggére donc que 1’augmentation
de Bcl-x observée dans les foies infectés et les cellules contenant le réplicon est donc
imputable au réplicon sous-génomique et, de plus, confirme la tendance observée ex-vivo
dans les échantillons de foies.

@29 qui montrent que dans les

Ceci corrobore les résultats obtenus par Otsuka
cellules HepG2, la protéine Core du VHC induit une surexpression de Bcl-x. qui permet
d’inhiber ’apoptose). Cependant notre réplicon ne contient pas la séquence qui code pour
la protéine Core. Ceci suggére que I’augmentation de 1I’expression de Bcl-x;. pourrait étre
liée a plusieurs séquences du génome du VHC (dont Core et au moins une parmi celles
contenues dans le réplicon), ou bien que cet effet est spécifique a la lignée (Core pour le

HepG2, et une autre séquence pour les HuH7 contenant le réplicon).

Pour la protéine Bax, son niveau d’expression est significativement supérieur dans
la lignée 9-13 par rapport a la lignée HuH7. (0.67+0.06 vs 0.4+0.02, P=0.01). Ceci
confirme les résultats observés dans les foies humains. Cette surexpression est elle aussi
« due » au réplicon et semble contraire a I’hypothése de recherche. Mais, la encore, nous

avons calculé le rapport Bax/Bcl-xp et le résultat montre, comme auparavant dans les
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foies, qu’il n’y a aucune différence significative entre les deux lignées cellulaires
(0.63+0.15 pour les 9-13 vs 0.74+0.046 pour les HuH7, P=0,47). La surexpression de
Bax est contrecarrée par celle de Bcl-xp ou l'inverse. La encore, les hépatocytes

contenant le réplicon ne seraient pas plus enclin a I’apoptose que les autres.

Il semble donc que, a la fois dans les échantillons de foies et dans les lignées
cellulaires, le virus ou le réplicon induisent des modifications d’expression des protéines
de la famille Bcl-2 et que celles-ci maintiennent les cellules en état non apoptotique.

Mais ces résultats n’indiquent pas que les hépatocytes infectés sont plus résistants
a I’apoptose en tant que tel. Ils indiquent simplement qu’ils ne sont pas plus en apoptose
que les sains, et surtout beaucoup moins qu’ils ne sont censés 1’étre (en particulier dans
les foies, ou ces cellules sont les cibles du systéme immunitaire et devraient donc afficher
des caractéristiques pro-apoptotiques évidentes, caractéristiques que nous n’avons pas
retrouvées). Le fait que les échantillons infectés ne présentent pas un profil apoptotique

peut étre indirectement considéré comme une résistance a 1’apoptose.

La lignée 9-13 contenant le réplicon sous-génomique du VHC est plus

résistante a ’apoptose que la lignée HuH?7.

Pour vérifier notre hypothése de résistance a 1’apoptose, nous avons placé les
cellules des deux lignées en situation apoptotique afin d’observer si le réplicon est

capable de conférer un comportement de résistance a la lignée 9-13.

Tout d’abord, nous avons induit I’apoptose au moyen d’un retrait en sérum dans le
milieu de culture. La carence en sérum entraine une diminution de la synthése protéique

@88 ce qui entraine 1’apoptose.

et ’arrét du cycle cellulaire

Puis, ’apoptose a été induite par ajout de thapsigargine. La thapsigargine est un
puissant inhibiteur irréversible des pompes ATP Ca® dépendantes du réticulum
endoplasmique. Lorsque ces pompes sont inhibées, le calcium du RE est relargué dans le

cytoplasme, ce qui entraine une €lévation du taux de calcium intracellulaire. Cette
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perturbation de ’homéostasie calcique active les caspases 9 et 7 conduisant la cellule

vers I’apoptose®*>.

Dans les deux situations, la lignée 9-13 a montré une résistance accrue a
I’apoptose. (P<0,05; différence significative observée pour chaque concentration de

thapsigargine testée entre les cellules parentales et celles du réplicon).

Ces résultats confirment nos résultats précédents et soutiennent notre hypothése
initiale. Néanmoins, il serait important de tester si cette résistance est aussi observable
dans d’autres conditions d’apoptose, avec d’autres stimuli. (UVC, staurosporine, TGF-B
etc.).

De méme, il serait indiqué de réaliser ces expériences avec le réplicon génomique
du VHC afin de tenir de tous les produits des génes du virus et ainsi se rapprocher le plus

possible de ce qui se passe in vivo.

L’IFN-o inhibe la réplication du réplicon et diminue P’expression de Bel-xi,

dans la lignée 9-13 mais pas dans la lignée HuH?7.

Lorsque les deux lignées cellulaires ont été soumises a I’interféron- a, une baisse
de la réplication du réplicon a été¢ mise en évidence chez les 9-13. Parallélement a cette
diminution de la réplication, 1’expression de Bcl-x. a elle aussi diminué chez les 9-13

tandis que le niveau d’expression de Bcl-x; est augmenté chez les HuH7.

Cela confirme que le réplicon contrdle en partie le niveau d’expression de Bel-xp
puisque ce dernier varie selon le taux de réplication virale. Nous aurions pu croire que
cette baisse de Bcl-xp ait pu étre induite par I’interféron puisqu’il est connu que ce
dernier agit sur des nombreux génes appellés ISG (Interferon stimulated genes)(269).

Mais, le fait que Bcl-xp n’ait pas diminué dans la lignée HuH7 montre que sa
baisse d’expression protéique n’est pas due a I'interféron- a, mais bien a la diminution de

la réplication.
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La hausse du niveau d’expression de Bcl-x,, serait causée par une activation
de la voie des MAPkinases.

Des expériences préliminaires indiquent qu’en présence d’EGF, les MAP kinases
ERK1 et ERK2 sont plus activées (par phosphorylation) dans la lignée 9-13 que la HuH7,

alors que sans EGF D’activation est sensiblement la méme dans les deux lignées.

La voie des MAP kinases est une voie de survie qui est fréquemment activée dans
les cellules cancéreuses, et donc résistantes a 1’apoptose.

En présence de PD 98059, un inhibiteur de I’activation des MAP kinases, le
niveau d’expression de Bcl-xL est significativement diminué alors que celui de Bax ne
I’est pas. Il semblerait donc que 1’expression de la protéine Bcl-x., soit dépendante de

’activation/phosphorylation des MAP kinases.

Ces résultats préliminaires suggerent que certaines protéines virales stimulent
I’activation de la voie des MAP kinases et que cela engendre un augmentation de
I’expression de la protéine Bcl-x. qui, elle, permettrait de maintenir les cellules dans un
état non apoptotique. Plusieurs études ont montré aussi que la voie de signalisation
ERK1/ 2 est impliquée dans I’expression de la protéine Bcl-x, ?* 2" 2") Récemment, il
a été¢ montré que ERK1/2 augmente I’expression de Bcl-x;, via une inhibition de I’activité

des caspases(257).

Pour approfondir cette étude, il serait intéressant de prouver que la résistance a
I’apoptose est bien due au réplicon et non pas & une adaptation de la lignée 9-13. Ceci
peut étre effectué en réalisant une expérience de cure du réplicon au moyen de
I’interféron- o. Une fois le réplicon éliminé dans la lignée 9-13, il faudrait alors répéter
des expériences d’induction de I’apoptose et observer si la résistance est abolie ou pas.

De méme, il faudrait remesurer le niveau d’expression de Bcl-x., afin de voir s’il
est devenu similaire a celui trouvé chez les HuH7, et faire de méme pour les niveaux

d’expression des formes activées des MAP kinases ERK1/2.
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11 serait aussi indiqué de mesurer la sensibilité des cellules 9-13 4 la stimulation
apoptotique en présence de I’inhibiteur PD98059 puisque celui-ci induit une baisse des
niveaux d’expression de Bcl-xy..

Afin de se rapprocher de la réalité, des expériences devraient aussi étre effectuées
avec des cultures primaires d’hépatocytes infectés par le VHC, ainsi qu’une lignée

cellulaire contenant le réplicon génomique du VHC.

Perspectives :
Nos résultats sont en accord avec notre hypothése initiale, ils soulignent I’importance de
la résistance a I’apoptose induite par le VHC pour sa survie et celle de son hote. Le VHC
déjoue le systtme immunitaire grice a ce mécanisme, ce qui témoigne d’une adaptation

sophistiquée du virus a son milieu.
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Nos expériences ont montré que les foies infectés par le VHC ne sont pas le site
d’une activité apoptotique intense. Nous n’avons pas observé d’activation de caspases 3
et 8, et le ratio Bax/Bcl-xi. n’est pas significativement différent de celui mesuré dans les
foies normaux en dépit d’une augmentation du niveau d’expression de Bax. Les résultats
recueillis a partir des lignées cellulaires 9-13 et HuH7 ont confirmé les résultats
précédemment obtenus dans les foies. En effet, le réplicon et, par conséquent, les
protéines virales influent sur le niveau d’expression protéique des membres de la famille

Bcl-2, dont Bel-x;. et Bax. Ces modifications ne modifient pas le ratio Bax/Bcl-x;..

En présence d’une stimulation apoptotique les cellules 9-13 se sont révélées plus
résistantes a 1’apoptose que les HuH7. Lors de I’inhibition de la réplication du réplicon
par Dlinterféron-o, le niveau de Bcl-x. a été nettement diminué dans la lignée 9-13

contrairement a la lignée HuH7 sous interféron.

Le réplicon est aussi associé¢ a une plus grande sensibilité de la voie des MAP
kinases ce qui pourrait expliquer ’augmentation de I’expression de Bcl-xp et qui

permettrait de maintenir les cellules en état non apoptotique.

Le role de I’apoptose dans la génése des lésions hépatiques n’est pas clair. In vitro
les hépatocytes apoptotiques relarguent leurs transaminases, in vivo le méme phénomeéne
a lieu, mais il est moins évident, car les débris cellulaires sont éliminés. La mesure du
taux de relarguage des transaminases est utilisée pour définir les hépatites chroniques.
Pourtant, 15 4 50% des patients infectés chroniquement ont un taux normal persistant
d’ALT®@>?32™)_De plus, le niveau d’ALT est variable et non proportionnel aux 1ésions
hépatiques. Ce qui suggére que le niveau de relarguage des transaminases hépatiques ne

refléte pas le niveau d’apoptose ni de 1ésions hépatiques in vivo.

Ces résultats pourraient apporter des éléments d’explication des mécanismes de
chronicité de I'infection par le VHC et par extension du risque associé de carcinome

hépatocellulaire, et ainsi fournir de nouvelles cibles pour la recherche thérapeutique.
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