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Perspectives pour un vaccin
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Le développement d’un vaccin contre le virus de I’hépatite C constitue un des
enjeux majeurs de la prochaine décade, car cet accomplissement représente
un des défis actuels pour la recherche fondamentale et serait un outil plus que
précieux pour la médecine préventive, et éventuellement pour la médecine
curative. A ’heure actuelle, le développement d’'un vaccin contre le virus de
I’hépatite C se heurte & de nombreux obstacles : manque d’outils expérimen-
taux (systémes de culture in vitro, modéles animaux) pour tester la validité
des réponses immunes induites par les immunogénes candidats, le manque de
données cliniques ou expérimentales permettant d’établir un lien entre un
type particulier de réponse immune et/ou I'implication de déterminants spéci-
fiques dans le controle de l'infection et I'existence de nombreux variants
viraux capables d’échapper 2 la réponse immune de I'’hdte. Néanmoins, il est
probable qu'un certain nombre d’incertitudes seront levées dans un futur
proche grice aux efforts de recherche fournis par plusieurs équipes internatio-
nales pour faire avancer la connaissance des facteurs immunologiques néces-
saires au développement d’'un vaccin.

Différentes considérations doivent &tre prises en compte dans I'optique du
développement de vaccins contre le VHC. La capacité de mutation de la
région enveloppe est particulierement élevée et donc susceptible de provo-
quer 'apparition de mutants « échappant » au mécanisme de neutralisation
(Weiner et coll., 1991 ; Taniguchi et coll., 1993). L’antigénicité (et potentiel-
lement 'immunogénicité) des protéines d’enveloppe E1 et E2 semble étroite-
ment associée a leur conformation (Chien et coll., 1993). Les régions génomi-
ques conservées présentant des taux de mutations faibles pourraient participer
au développement d’une réponse de type cellulaire protectrice via I'action de
cellules de type CTL (Koziel et coll., 1992 ; Kita et coll,, 1993). Des lympho-
cytes cytotoxiques T (CTL) spécifiques d’antigénes conservés peuvent &tre
induits contre plusieurs génotypes viraux différents et &tre capables d’induire
une protection contre l'infection : cela a été démontré dans le cas du virus de
I'hépatite B (protection partielle), le virus de la grippe et celui de la rage
(Murray et coll., 1984 ; Iwarson et coll., 1985 ; Fu et coll., 1991 ; Ulmer et
coll., 1993). 201
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Deux approches vaccinales sont actuellement poursuivies : une approche
conventionnelle basée sur la recherche d’antigénes protéiques capables d’in-
duire une réponse protectrice suffisamment intense et prolongée, et une
approche basée sur 'administration ¢’ ADN. La mise en ceuvre de ces deux
stratégies de recherche vaccinale implique 2 la base une bonne connaissance
de la biologie moléculaire du virus (pour revue, Cahour, 1995).

Le virus de I'hépatite C ne se multipliant pas en culture cellulaire, son identi-
fication a été difficile et il n’a été que tardivement cloné (Choo et coll., 1989).
L’absence d’un systeéme de culture cellulaire efficace pour répliquer le VHC
complique également I’étude moléculaire de ce virus. La seule approche pour
exprimer son génome réside dans I'utilisation de vecteurs hétérologues. Le
VHC est un virus enveloppé de petite taille (+ 30-60 nm). Son génome est
constitué d'une molécule d’ARN simple brin, de polarité positive, contient
environ 9400 nucléotides et code pour une polyprotéine de 3010 a
3 033 acides aminés (pour revue, Matsuura et Miyamura, 1993). Les clivages
de cette polyprotéine par des peptidases signal d’origine cellulaire ainsi que
par deux protéases virales générent un certain nombre de polypeptides : C,
El, E2, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B (Lin et coll., 1994 ;
Matsuura et Miyamura, 1993). Apres clivage du quart N-terminal de la
polyprotéine, trois protéines de structure sont produites : une protéine de
nucléocapside basique (C) de 21 K, suivie de deux glycoprotéines de 31 K
(E1) et 70K (E2) (Matsuura et Miyamura, 1993). Le reste de la polyprotéine
contient les protéines non structurales. Sur la base de leur organisation
génomique et des propriétés des virions, le VHC, les pestivirus et les flavivirus
ont été classés en trois genres différents dans la famille des Flaviviridae (Minor,
1991). De nouveaux virus responsables d’hépatites non-A, non-B, non-C
(GBVA et GBVB) viennent d’étre clonés et séquencés (Muerhoff et coll.,
1995). L'organisation génomique de ces virus ressemble 2 celle des Flaviviri-
dae, et les auteurs proposent de les classer dans le genre « VHC » car ils sont
plus proches du VHC que des flavivirus et des pestivirus.

Recherche d’antigénes protecteurs

En se basant sur les connaissances acquises dans le trés grand nombre de
modeles vaccinaux efficaces déja existants, il est raisonnable de rechercher
des structures vaccinales parmi les protéines virales. Les premiers travaux
consistent donc a leur définition et a I'étude de leur biologie.

Les clivages générant les protéines structurales ont lieu durant la traduction
pour les sites C/E1, E1/E2 et NS2/NS3 (figure 14.1). Ces clivages générent les
protéines C et El ainsi qu'un précurseur de E2, appelé E2-NS2. Le précurseur
E2-NS2 est ensuite clivé pour générer E2 et E2-p7. L'efficacité de clivage au
niveau du site E2/p7 semble varier en fonction du génotype de la souche de
VHC utilisée. En effet, pour la souche H (génotype 1a), le clivage au niveau
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Figure 14.1 : Maturation et assemblage des glycoprotéines du virus de I'hépa-
tite C.

du site E2/p7 est relativement inefficace, et les protéines E2 et E2-p7 sont
détectées dans les cellules exprimant la polyprotéine du VHC. Pour la souche
BK (génotype 1b), la protéine E2-p7 n’est pas détectée, ce qui indique un
clivage plus efficace (Lin et coll., 1994). Les sites C/El, E1/E2, E2/p7 et
p7/NS2 sont les cibles d'une peptidase signal d’origine cellulaire tandis que le
clivage au niveau du site NS2/NS3 est dd & Pactivité protéasique présente

dans NS2.

En l'absence d’un systéme de culture cellulaire adapté a la réplication du
VHC, peu d’éléments sont connus sur son cycle infectieux. Le seul modele
disponible & heure actuelle est le chimpanzé. Chez cet animal, la présence 203



Hépatites virales, dépistage, prévention, traitement

204

d’ARN viral est détectée au plus tot trois jours aprés l'inoculation et des
anticorps anti VHC apparaissent 12 semaines ou plus aprés I'infection (Hil-

fenhaus et coll., 1992 ; Shimizu et coll., 1990).

Tres peu de données existent a Uheure actuelle sur la réponse immune capable
de conférer une protection envers le VHC et encore moins sur les antigénes
impliqués. Des essais préliminaires de vaccination effectués chez le chimpanzé
ont montré un rdle potentiellement neutralisant des anticorps dirigés contre
les glycoprotéines (Choo et coll.,, 1994). Ces résultats n’ont toutefois été
obtenus que dans le cadre de doses d’épreuve virale particulierement faibles.
De plus, ils doivent &tre nuancés dans leur exploitation, puisque les épreuves
n'ont été effectuées qu’avec la souche homologue et que la capacité de
mutation dans certaines régions des génes codant pour les glycoprotéines est
particulierement élevée, laissant suggérer des possibilités d’évasion 2 la neu-
tralisation. D’autres études effectuées chez le chimpanzé semblent confirmer
le potentiel neutralisant de I'enveloppe E2 (Shimizu et coll.,, 1994). Par
ailleurs, des données cliniques récentes indiquent que la réponse immunitaire
de type cellulaire, en particulier les réponses de type profifératives CD4",
dirigées notamment contre la nucléocapside virale, pourrait &tre associées a
un meilleur contréle et/ou une meilleure prévention de I'infection.

Des résultats obtenus sur la réplication et I'assemblage du VHC montrent que
les glycoprotéines virales E1 et E2 s’assemblent trés lentement et inefficace-
ment pour former un hétérodimere non covalent (Dubuisson et coll., 1994).
En effet, 'assemblage de I'hétérodimere prend plusieurs heures et environ
95 % des complexes observés sont des agrégats. L’étude du repliement des
glycoprotéines El et E2 est indispensable afin de comprendre la lenteur
observée dans l'assemblage du complexe E1E2. Les résultats obtenus sur
’acquisition des ponts disulfures intramoléculaires et sur I’association des
glycoprotéines du VHC avec la calnexine, une protéine du réticulum endo-
plasmique qui intervient dans I’assemblage des oligomeres, indiquent que le
repliement de El est tres lent alors que P'acquisition des ponts disulfures
intramoléculaires a lieu rapidement pour E2 (Dubuisson et Rice, 1996). De
plus, les glycoprotéines du VHC s’associent rapidement avec la calnexine,
mais se dissocient trés lentement. Ces résultats sont en accord avec la lenteur
observée pour le repliement et I'assemblage des glycoprotéines du VHC.
L’interaction des glycoprotéines du VHC avec d’autres chaperones du réticu-
lum endoplasmique est a I'étude. 11 a ainsi été montré que les chaperones BiP,
calnexine et calréticuline interagissent avec les glycoprotéines du VHC
(Schneeberger et Dubuisson, résultats non publiés).

La caractérisation des glycoprotéines du VHC exprimées par les vecteurs
vaccine ou Sindbis indiquent que la majorité d’entre elles sont mal repliées et
forment des agrégats. Il est actuellement difficile de distinguer les protéines
qui ont subi un repliement correct conduisant & la formation de complexes
natifs, de celles qui suivent une voie non productive qui conduit 2 la forma-
tion d’agrégats. L’absence de VHC purifié, d'un systéme de culture cellulaire
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supportant la réplication du VHC et de réactifs immuns spécifiques des
protéines natives ont empéché jusqu’a présent la caractérisation des comple-
xes glycoprotéiques présents a la surface des virions. Afin de contourner ce
probleme, un anticorps monoclonal a été produit, dont la spécificité dépend
de la conformation protéique et qui reconnait un complexe E1E2 dont les
sous-unités sont correctement repliées, comme l'indique la formation de
ponts disulfures intramoléculaires, la résistance a des digestions protéasiques
et la dissociation de la calnexine (Deleersnyder et coll., 1996). L’assemblage
de ces complexes natifs est lent (T, = 2 h) et cela est dii au lent repliement
des sous-unités E1 et E2. La localisation de ces complexes natifs a également
été étudiée en testant la résistance 2 la digestion par ’endoglycosidase H, ainsi
que par immunofluorescence et immunomicroscopie électronique. Les résul-
tats indiquent que ces complexes ne quittent pas le réticulum endoplasmique,
ce qui suggere qu'il existe un mécanisme de rétention de ces complexes dans
le réticulum endoplasmique. De plus, le bourgeonnement (acquisition de
I’enveloppe) du VHC se déroulerait dans ce compartiment, tout comme il est
proposé pour les flavivirus (Pettersson, 1991). Le complexe natif identifié
serait donc un complexe de « prébourgeonnement ».

[’utilisation de ce nouvel anticorps monoclonal permet actuellement d’isoler
spécifiquement la forme mature du complexe E1E2 (ou E1-E2-p7). Cette
forme mature ne représente qu'un faible pourcentage des glycoprotéines tota-
les du VHC produites en culture cellulaire par un virus recombinant de la
vaccine. Cet anticorps monoclonal devrait &tre trés utile pour isoler les
complexes E1E2 matures qui seront utilisés pour étudier le tropisme cellulaire
du VHC. D’autre part, des troncations & I'extrémité carboxy-terminale des
glycoprotéines E1 et E2 ont permis d’obtenir des formes secrétées de ces
glycoprotéines ainsi que des complexes E1E2 solubles (Michalak et coll.,
1996). Cependant, seule la forme secrétée de E2 était correctement repliée.
L’expression de cette protéine sous une forme soluble et 'isolement de com-
plexes natifs & 'aide de 'anticorps monoclonal devraient également permet-
tre de développer de nouveaux tests diagnostiques basés sur la détection
d’épitopes conformationnels. Ces travaux constituent également une base
prometteuse pour la mise au point d’'un vaccin.

Le développement d’'une réponse immune 2 la fois humorale et cellulaire sera
probablement nécessaire pour prévenir une infection par le VHC. Les résul-
tats de Choo et coll. (1994) suggérent qu'une réponse humorale protectrice
peut &tre induite. Il est donc important de pouvoir produire de facon optimale
les complexes E1E2 natifs qui pourraient induire une production optimale
d’anticorps neutralisants.

205
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Vaccins « ADN »

Les recherches utilisant les nouvelles techniques de vaccination avec les
acides nucléiques visent 2 étudier le potentiel immunogénique des protéines
du VHC lorsqu’elles sont présentées au systéme immunitaire via les ADN nus
correspondants.

Les objectifs sont de deux ordres. A court terme, il s’agit d’identifier un ou
plusieurs génes ou déterminants pouvant participer & une réponse protectrice
(expérimentations chez la souris) : plusieurs génes viraux sont en cours
d’étude (Inschauspé, communication personnelle). A long terme, il est prévu
d’exploiter de tels immunogenes pour le développement de vaccins préventifs
et thérapeutiques (expérimentations chez les chimpanzés). Différents modes
de présentation de l'antigéne seront testés (vecteurs simples ou hybrides,
formes de E2 secrétées ou non-secrétées) et les réponses humorales et cellulai-
res étudiées. Le pouvoir protecteur des anticorps sera évalué dans différents
tests de neutralisation in vitro et vraisemblablement chez le chimpanzé.

Deux types de vecteurs d’expression ont été utilisés pour exprimer les génes du
VHC : des vecteurs permettant I'expression des génes directement sous le
contrdle du promoteur CMV (non-fusion) et des vecteurs permettant I'ex-
pression de déterminants du VHC en fusion avec la protéine HBs du virus de
I’hépatite B (fusion). Il a été possible d’obtenir des réponses humorales sta-
bles, de hauts titres et croisées, dirigées contre la nucléocapside virale et
I'envelope E2. Les réponses humorales dirigées contre ces protéines sont 2
I’heure actuelle en cours d’étude. Des essais d’immunisation chez d’autres
espéces animales (notamment les primates) pourraient &tre initiées dans un
futur assez proche, pour tester la pertinence des données obtenues dans le
modele murin lors du passage a4 des espéces supérieures.

Les retombées et applications de ce programme de recherche se situent a deux
niveaux :

e Sur le plan fondamental, le systtme d’immunisation décrit ci-dessus
constitue une approche originale qui a été testée sur plusieurs modéles viraux
(essentiellement les virus de la grippe, de I’hépatite B, VHB, le VIH, le virus
herpés bovin), mais pas encore a ce jour pour le VHC. Dans ces modgles,
particulierement pour la grippe, des résultats préliminaires encourageants ont
été obtenus in vitro et in vivo, c’est-a-dire qu'il a été possible de neutraliser
des infections résultant d’épreuves homologues ou hétérologues. L’application
de ce systéme au modele des infections par le VHC permettra d’analyser les
mécanistnes immuno-moléculaires propres & ce virus, d'identifier de nouveaux
déterminants (neutralisants) et de disséquer et donc pouvoir éventuellement
manipuler les réponses immunes qui leur sont associées.

o Sur le plan thérapeutique, il est clair que les données actuelles sur le
nombre de personnes infectées par le VHC en France, les risques de dévelop-
pement de carcinomes hépatocellulaires existants (on estime en France 2 plus
de 30000 le nombre de carcinomes hépatocellulaires directement liés aux
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infections 2 VHC d’ici I'an 2010) et la trés faible efficacité des traitements
antiviraux incitent fortement a priviligier toutes les actions pour la préven-
tion des infections chroniques. Les recherches sur les vaccins thérapeutiques
doivent &tre intégrées dans les stratégies développées pour enrayer la progres-
sion vers le cancer primitif du foie.

Parmi les différentes approches vaccinales envisageables contre le VHC, les
immunisations 2 base ’ADN nu représentent un intérét tout particulier vu
Pefficacité, déja prouvée dans d’autres modeles infectieux, de ce mode d’im-
munisation comparé & des modes d'immunisations plus classiques (protéines
recombinantes, par exemple). Pour le VHC, il est désormais important d’ef-
fectuer des expérimentations dans plusieurs espéces animales afin de prouver
la validité des observations faites dans le modéle murin et avant de pouvoir
envisager toute application a ’'homme. Ceci implique des études de durée
assez longue avant la sélection de candidats vaccins.
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