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Résumé 

Dans le monde, 58 millions de personnes sont chroniquement infectées par le virus 

de l'hépatite C (VHC). Depuis 2011, l'introduction des antiviraux à action directe a permis 

la guérison des infections chroniques chez la majorité des sujets traités (~95 %). Toutefois, 

les traitements sont coûteux et ne protègent pas contre les réinfections, d'où la nécessité de 

développer un vaccin prophylactique pour freiner efficacement l'épidémie du VHC. 

Environ 30% des primo-infections sont éliminées spontanément, représentant une occasion 

unique d'étudier les corrélats de l’immunité protectrice nécessaires pour le développement 

d’un vaccin efficace. Dans cette thèse, nous avons procédé à la définition des corrélats de 

l'immunité protectrice au cours des infections par le VHC primaires et subséquentes aux 

niveaux transcriptomique, clonotypique et fonctionnel à partir d’une cohorte d’utilisateurs 

de drogues par injection.  

Le premier objectif était de caractériser le répertoire de récepteurs des cellules T CD8 

spécifique de l'épitope immunodominant et cross-réactif NS3 1073-1081 (CINGVCWTV) 

restreint par HLA-A2 au cours d’une primo-infection aiguë progressant vers une résolution 

spontanée ou une infection chronique. Nous avons identifié un ensemble de treize 

clonotypes publics, indépendamment de l'issue de l'infection. Plusieurs clonotypes publics 

avaient une longue durée de vie après résolution de l’infection et ont proliféré après 

réinfection par le VHC. En explorant les bases de données publiques, nous avons identifié 

plusieurs clonotypes partagés avec d'autres épitopes viraux restreints par HLA-A2, mais 

ils étaient de faible fréquence et de réactivité croisée limitée, suggérant un rôle limité des 

lymphocytes T CD8 cross-réactifs au cours de l'infection primaire par le VHC. 

Le deuxième objectif était de caractériser les signatures transcriptomiques 

longitudinales des cellules mononucléaires du sang périphérique totaux chez huit sujets 

ayant spontanément résolu deux infections consécutives par le VHC. Nous avons 

également comparé ces signatures avec un schéma vaccinal composé d'un vecteur à 

adénovirus de chimpanzé suivi d'un rappel utilisant la vaccine modifiée Ankara, exprimant 

tout deux les protéines non-structurales du VHC. Nous avons identifié une signature 

transcriptomique des plasmocytes au cours d'une réinfection aiguë, absente lors de 

l'infection primaire et après le rappel du vaccin.  
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La résolution spontanée est associée à une expansion rapide des cellules B mémoires 

spécifiques de la glycoprotéine E2 chez 3 sujets et à une augmentation transitoire des 

anticorps neutralisants anti- E2 chez 6 sujets. Parallèlement, il y avait une augmentation de 

l'étendue et de l'ampleur des lymphocytes T spécifiques du VHC chez 7 sujets. 

En conclusion, nous avons identifié treize clonotypes publics uniques au VHC qui 

ont proliféré au cours des infections primaire et secondaire. La faible fréquence des 

clonotypes cross-réactifs suggère qu'ils ne sont pas des déterminants majeurs de l’issue de 

l’infection. De plus, nous avons observé une augmentation simultanée des réponses des 

lymphocytes B et T spécifiques du VHC au stade aiguë précoce, suggérant un rôle des deux 

bras de l’immunité adaptative dans la clairance de la réinfection du VHC. Nos résultats 

soutiennent l'idée de combiner deux stratégies vaccinales induisant à la fois une immunité 

à médiation cellulaire et une immunité humorale visant à prévenir les infections chroniques 

par le VHC. 

 

Mots clés: Virus de l'hépatite C (VHC); Répertoire des récepteurs des cellules T (TCR); 

Réinfection par le VHC; Immunité protectrice; Réponse immunitaire mémoire; Vaccin 
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Abstract 

Worldwide, 58 million individuals are chronically infected with hepatitis C virus 

(HCV). Since 2011, the introduction of direct acting antivirals enabled the cure of chronic 

HCV in the majority of treated subjects (~95%).  However, direct-acting antivirals 

treatments are expensive and do not protect against reinfection, urging the need to develop 

a prophylactic vaccine to efficiently curb the HCV epidemic. Around 30% of acutely 

infected individuals will spontaneously clear the infection, representing a unique 

opportunity to study the correlates of immune protection needed to develop a potent 

vaccine. In this thesis, we proceeded to define the correlates of protective immunity during 

primary and sub-sequent HCV infections at the transcriptomic, clonotypic and functional 

levels using longitudinal peripheral blood mononuclear cells samples collected from a 

cohort of people who inject drugs (PWID).  

The first aim was to characterize the CD8 T cell receptor repertoire specific to the 

immunodominant and cross-reactive HLA-A2 restricted NS3 1073-1081 (CINGVCWTV) 

epitope during acute HCV in PWID progressing to either spontaneous resolution or chronic 

infection. We identified a set of thirteen public clonotypes in HCV-infected subjects 

irrespective of infection outcome. Several public clonotypes were long-lived in resolvers 

and expanded upon reinfection. By mining publicly available data, we identified several 

TCR clonotypes shared with other HLA-A2 restricted epitopes, but they were of low 

frequency and limited cross-reactivity, suggesting that they are not major determinants of 

infectious outcome. 

The second aim was to characterize longitudinal transcriptomic signatures using 

total peripheral blood mononuclear cells, as well as T and B cell recall responses in eight 

subjects who spontaneously resolved two successive episodes of HCV infection. 

Furthermore, we compared the transcriptomic signatures of primary and secondary 

resolving HCV infections, with an HCV nonstructural protein vaccine regimen of 

recombinant chimpanzee adenovirus 3 vector prime followed by modified vaccinia Ankara 

boost. We identified a plasma cell transcriptomic signature during early acute HCV 

reinfection that was absent in primary infection and following HCV vaccine boost. 

Spontaneous resolution of HCV reinfection was associated with rapid expansion of 

glycoprotein E2-specifc memory B cells in 3 subjects and transient increase in E2-specific 
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neutralizing antibodies in 6 subjects. Concurrently, there was an increase in the breadth 

and magnitude of HCV-specific T cells in 7 subjects. 

In conclusion, we identified thirteen new public CD8+ TCR clonotypes unique to 

HCV that expanded during acute infection and reinfection. The low frequency of cross-

reactive TCRs suggests that they are not major determinants of infectious outcome. 

Moreover, we observed a concurrent increase of HCV-specific B and T cell responses early 

during acute HCV reinfection at the transcriptomic and functional levels, suggesting a role 

for both arms of the adaptive immune response in HCV reinfection clearance. Our results 

support the combined T and B cell-based vaccine strategy aimed at preventing chronic 

HCV infections. 

 

Keywords: Hepatitis C Virus (HCV); T-cell receptor (TCR) repertoire; HCV re-infection; 

Protective immunity; Memory immune response; Vaccine 
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1.1. Contexte historique 

 

C’est en 1975 que l’équipe de Dr. Harvey Alter a reporté pour la première fois 

l’existence d’un agent infectieux non identifié responsable d’hépatites chez 22 receveurs 

de transfusion sanguine. Les tests sérologiques contre les virus de l’hépatite A (VAH) et B 

(VHB) étant non concluants, ce nouvel agent infectieux fut alors nommé hépatite non-A, 

non-B (VHNANB) (1). C’est 14 ans plus tard, en 1989, que l’équipe du Dr. Michael 

Houghton a identifié, après un travail laborieux de criblage, un clone unique d’ADN 

complémentaire (ADNc) du virus produit à partir du sérum d’un chimpanzé 

expérimentalement infecté par le VHNANB. La même année, l’équipe du Dr. Charles Rice 

a également découvert le virus qui fut finalement nommé le virus de l’Hépatite C (VHC) 

(2, 3). Cette découverte a eu un impact important sur les stratégies en matière de santé 

publique, puisque fut introduit à partir de 1992 un test de dépistage du VHC au sein des 

banques de sang afin d’éliminer définitivement la contamination par transfusions sanguines 

(4). En 2020, les Docteurs Michael Houghton Charles Rice et Harvey Alter ont obtenu le 

prix Nobel de médecine pour la découverte du VHC. 

 

 

1.2. L'infection par le VHC 

 

1.2.1. Epidemiologie  

  

L’infection par le VHC est un problème majeur de santé publique mondial. Selon 

l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 58 million de personnes sont infectées par le 

VHC à travers le monde (5). Annuellement, on dénombre environ 1.75 million de 

nouveaux cas d’infection, ainsi que 400.000 décès reliés au VHC (5). L’OMS a adopté en 

2016 une stratégie globale d’élimination des hépatites virales avec pour objectifs une 

réduction des nouvelles infections par le VHB et VHC de 90%, et de la mortalité de 60% 

d’ici 2030 (6).  
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Les pays les plus touchés par le VHC sont la Chine, le Pakistan, l’Inde, le Nigeria, l’Égypte 

et la Russie, comptant pour plus de la moitié des cas d’infection mondiale (7). Le nombre 

d’infectés au Canada a été estimé à 30,4 cas pour 100000 personnes en 2019 (8). Les 

différents génotypes ont une répartition géographique variable. A l’opposé des génotypes 

1, 2 et 3 qui ont une distribution géographique large, les autres génotypes sont plus confinés 

à des régions spécifiques (Figure 1, (7, 9, 10)). A l’échelle mondiale, les génotypes 1, 3 et 

4 sont les plus prévalents et comptent pour 44%, 25% et 15% des infections par le VHC, 

respectivement (7).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 | Distribution géographique mondiale des génotypes du VHC (Adapté de 

Spearman et al. 2019 (7)) (GBD. De l’anglais global Burden Diseases ou charge mondiale 

de morbidité attribuable aux maladies) 
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1.2.2. Transmission de l’infection 

  

Le mode de transmission principal du VHC est la voie sanguine (parentérale). Une 

infime quantité de sang contaminé suffit pour transmettre le VHC. Les transfusions de sang 

non dépisté, le partage de seringues et autres matériaux servant à la préparation de drogue, 

ainsi que l’utilisation d’équipements médicaux non stérilisés, font partie des principales 

procédures comportant le plus grand risque de transmission du VHC (5, 11). Les pratiques 

médicales dangereuses contribuent le plus à la transmission iatrogène du VHC dans les 

pays en développement à haute prévalence d’infection tels que l’Égypte (12) et le Pakistan 

(13). A l’inverse, l’utilisation de drogue par voie intraveineuse est le mode de transmission 

le plus répandue au sein des pays développés tels que la Grande-Bretagne (14) et les États-

Unis (15). Au Canada, les utilisateurs de drogue par voie intraveineuse (UDI) comptent 

pour environ 85% des nouvelles infections par le VHC (16).  

Depuis 2000, la transmission sexuelle du VHC a émergé comme facteur à risque 

d’infection, en particulier parmi les hommes ayant des relations sexuelles avec d’autres 

hommes (HARSAH) positifs au virus de l’immunodéficience humaine (VIH; HARSAH-

VIH+) (17). L’utilisation concomitante de drogues par voie intraveineuse par les 

HARSAH-VIH+ augmente le risque de contracter le VHC (18). La transmission du VHC 

parmi les couples monogames hétérosexuels est quant à elle plus rare, avec une prévalence 

de 0.6% (19). 

 Le risque de transmission verticale (i.e. de la mère à son enfant lors de la grossesse 

ou l’accouchement) est de 5.8% chez les mamans mono-infectées. Une co-infection VHC-

VIH augmente le risque de transmission du VHC à 10.8% (20). 

 Les hémodialyses (21), ainsi que les tatouages et piercing dans les milieux 

carcéraux (22) sont d’autres modes de transmission du VHC décrits dans la littérature. 
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1.2.3. Histoire naturelle de l’infection par le VHC 
 
    
  1.2.3.1. Phase aigüe de l’infection 
 

L’infection aigüe par le VHC est dans la majorité des cas asymptomatique. Entre 

20 à 30% des patients infectés présentent des symptômes, tels que faiblesse, malaise et 

jaunisse. Ces derniers apparaissent généralement entre 3 à 12 semaines après exposition 

virale (23).  

Les anticorps anti-VHC sériques sont détectables seulement 12 semaines après le début de 

l’infection. En présence d’une sérologie anti-VHC positive, un test d’amplification des 

acides nucléiques est effectué afin de confirmer le diagnostic (24). De par sa nature 

asymptomatique, non seulement le diagnostic et le traitement de l’infection sont retardés, 

mais aussi le risque de transmission est augmenté. 

 L’évolution naturelle de l’infection par le VHC à la particularité unique d’aboutir à 

deux résultats clinique et virologique dichotomiques. En effet, dans ~30% des cas, le virus 

est complètement éliminé par le système immunitaire durant la phase aiguë de l’infection, 

soit dans les 24 semaines suivant l’exposition virale. Le sexe féminin, un taux élevé 

d’alanine aminotransférase (ALT), ainsi qu’une forte concentration de la protéine-10 

induite par l’interféron g (IP-10, aussi appelé CXCL10) sont des facteurs associés à 

l’élimination spontanée du VHC (25-27). A l’opposé, dans ~70% des cas, l’infection virale 

persiste au-delà des 24 semaines (i.e. infection chronique) (Figure 2 (28)). Cependant, une 

élimination spontanée est observée dans 0.5-0.74% des cas d’infection chronique par le 

VHC chaque année (29, 30). Plus souvent causé par les virus de l’hépatite A (VHA) et B 

(VHB) (31), l’hépatite fulminante est quant à elle très rare dans le cas du VHC (<1%), et 

est souvent favorisée par certains cofacteurs tels que les co-infections par le VHB et VIH 

(32).  
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  1.2.3.3. Infection chronique  

 

Sans traitement, l’infection chronique progresse dans 15-25% des cas vers une 

cirrhose du foie, qui une fois établie, aboutit au développement d’un carcinome 

hépatocellulaire (CHC) chez 3% des patients par année, dans les 10-40 ans suivant 

l’exposition virale (Figure 2 (28)). Plusieurs facteurs sont associés à une progression plus 

rapide des maladies hépatiques parmi lesquels, le sexe masculin, un âge avancé (>50 ans), 

une consommation d’alcool élevée, ou encore une co-infection par le VIH ou le VHB (33). 

Les génotypes 3 (34) et 6 (35) du VHC sont également associés à un risque plus élevé de 

CH. Ces maladies hépatiques font du VHC l’indication principale des transplantations 

hépatiques dans les pays développés (36). 

 

Figure 2 | Histoire naturelle de l'infection par le VHC (Adapté de Heim M.H., 2013 

(28)) 

 
L’interféron-a pégylé et ribavirine (PEG-IFNa/RBV) a longtemps été la 

combinaison standard pour le traitement de l’infection chronique par le VHC. Depuis 2011, 

les antiviraux à action directe (AAD) ciblant et inhibant les protéines clés du cycle viral du 

VHC sont disponibles et sont extrêmement robustes avec un taux de réponse virologique 

soutenue (RVS) d’environ 95%, (37, 38). 

Avant 2011, PEG-IFNa/RBV a été la combinaison standard pour le traitement du 

VHC. Ce traitement s’est avéré être modérément efficace avec l’obtention d’une RVS dans 

environ 40 à 80% des cas en fonction du génotype d’infection (39, 40).  
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De plus, le traitement PEG-IFNa/RBV a été long (48 semaines) et associé à de nombreux 

effets secondaires dont, entre autres, des maux de têtes et nausées (41). Depuis 2011, les 

AAD ciblant et inhibant les protéines clés du cycle viral du VHC sont disponibles (Figure 

3, (42)). Les AAD présentent plusieurs avantages dont être pan-génotypiques (i.e. efficaces 

contre plusieurs génotypes), extrêmement robustes avec un taux de RVS d’environ 95%, 

d’une durée de traitement court (12 semaines), et associés à des effets secondaires minimes 

(37, 38). Depuis 2011, de nombreuses équipes ont entrepris l’étude de la restauration de la 

réponse immunitaire spécifique du VHC après élimination de l’infection par les AAD.  

 
 

 
Figure 3 | Cibles des antiviraux à action directe (Adapté de Alavian et al. (43)) 

Les AAD se divisent en trois catégories en fonction de leur cible : 1) les inhibiteurs de la 

protéase NS3/4A qui vont permettre le blocage de la maturation des protéines virales; 2) 

les inhibiteurs de la protéine virale NS5A qui eux vont agir sur la formation des MW et la 

réplication virale; 3) Les inhibiteurs de la polymérase virale NS5B sont sous-divisés en 

deux catégories : A) les inhibiteurs nucléosidiques (NI) qui vont permettre le blocage de la 

synthèse de l’ARN virale et B) les inhibiteurs non-nucléosidiques (NNI) qui eux vont agir 

sur la fonction catalytique de la protéine virale NS5B.  
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1.3. Le virus de l’Hépatite C 

 

1.3.1. Taxonomie 

 

Le VHC appartient au genre Hepacivirus de la famille des Flaviviridae (44); cette 

dernière incluant également les virus de la fièvre jaune (VFJ), du Nil occidental (VNO),  

de la dengue (VD) et du zika (VZ). 

 

1.3.2. Génome  

 

Le VHC est un virus enveloppé de 50-80 nm dont le génome est constitué d’un 

ARN simple brin de polarité positive (ARNsb+) d’environ 9.6 kilobase. Cet ARN linéaire 

contient un unique cadre de lecture ouvert (ORF, de l’anglais open reading frame) codant 

pour une large polyprotéine précurseur (Figure 4) (45). La traduction et la réplication de 

l’ARN génomique sont régulées par deux régions non traduites (UTRs: untranslated 

regions) en 5’ et 3’ (46). L’initiation de la traduction s’opère en 5’UTR via le site interne 

d’entrée des ribosomes (IRES : internal ribosome entry site) (47). Ce dernier contient deux 

sites d’hybridation d’un micro-ARN (miR-122) (Figure 4) (48). Spécifiquement exprimé 

dans les cellules hépatiques, le miR-122 favorise la réplication et la traduction du VHC 

(49, 50) et stabilise la région 5’UTR en la protégeant de la dégradation par l’exonucléase 

Xrn1 (49-51). Essentielle à la réplication du VHC (52), la partie 3’UTR est quant à elle 

constituée trois éléments: une région variable, une séquence répétée poly-U/UC et une 

région hautement conservée nommée X-tail (53, 54). 

 
1.3.2. Protéines virales 

 

La polyprotéine précurseur du VHC est clivée par l’action combinée de protéases 

cellulaires puis virales, libérant trois protéines structurales (core, E1 et E2), et sept 

protéines non structurales (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) (Figure 4). 
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Figure 4 | Organisation structurale du génome et polyprotéine précurseur du VHC 

(Adapté de Scheel et Rice 2013 (45)) 

 
 

1.3.2.1. Proteines structurales 

 

 Core | Première protéine structurale alignée sur l’ORF, la protéine core interagit 

avec l’ARNsb+ pour former la nucléocapside du VHC (55). Core est très conservée d’un 

génotype à l’autre (56) et a un rôle dans la régulation de nombreux processus cellulaires 

incluant la prolifération cellulaire, l’apoptose, mais également la modulation de la réponse 

immunitaire (57).   

 E1 et E2 | Les glycoprotéines E1 et E2 (gpE1|E2) s’associent au niveau du 

réticulum endoplasmique (RE) pour former des hétérodimères non covalents (58). Ces 

hétérodimères E1|E2 sont incorporées dans l’enveloppe lipidique du VHC lors du 

bourgeonnement des virions (59) et sont essentielles pour l’entrée virale (60). E2 contient, 

au niveau de l’extrémité N-terminale, la région hypervariable 1 (HVR-1) qui est la cible 

des anticorps neutralisants (nAbs, de l’anglais neutralizing antibodies) (61). 
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1.3.2.2. Proteines non structurales 

 

P7 | La protéine P7 est une petite protéine hydrophobe, de la famille des 

viroporines, qui s’assemble en hexamère pour former un canal ionique. Elle joue un rôle 

dans l’assemblage et le relargage des virions (62-64). 

NS2 | La protéine NS2 est une protéase dont l’activité catalytique réside dans sa 

partie C-terminale (65). NS2 se libère par auto-clivage de la protéase NS3 (66). De par son 

interaction avec la protéine p7, NS2 participe à la formation des particules virales (67, 68). 

NS3 et NS4A | La protéine NS3 est la deuxième protéase du VHC. Elle possède un 

domaine sérine protéase dans son tiers N-terminal qui, avec son cofacteur NS4A (69), 

permet de cliver les protéines virales situées en aval (56, 70). NS3 possède aussi dans les 

deux tiers C-terminal un domaine NTPase/hélicase essentiel pour la réplication et 

traduction du génome viral (71). NS3 et NS4A ont également un rôle dans l’assemblage 

des virions (72, 73). 

NS4B | NS4B est responsable de la biogénèse d’un réseau multivésiculaire au 

niveau du RE appelé « membranous web » (MW), au niveau duquel elle interagit avec 

d’autres protéines non-structurales (NS3, NS4A, NS5A et NS5B) et l’ARN viral, pour 

former le complexe de réplication (74, 75). La protéine NS4B a également un rôle dans la 

formation des virions et leur relargage (76) mais aussi dans certains processus cellulaires 

incluant le stress du RE (77), et l’apoptose (78). 

NS5A | Principalement localisé au niveau du RE, la protéine NS5A est impliquée 

dans la réplication virale (79). Des mutations d’adaptations caractérisées au sein de cette 

protéine entrainent une meilleure capacité réplicative en culture cellulaire (80-82).  

De plus, au sein du complexe de réplication, NS5A est capable de moduler la réplication 

du VHC via son interaction avec la polymérase NS5B (83).  

NS5B | La protéine NS5B est l’ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp) virale 

(44). L’enzyme est le centre catalytique du complexe réplicatif et est donc essentielle à la 

réplication du génome du VHC.  
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1.3.3. Le cycle viral du VHC  

 

1.3.3.1. Attachement et entrée du virus 

 

Le tropisme du VHC est principalement hépatocytaire. Au cours de l’infection par 

le VHC, les virions circulant dans le sang sont associés à des composants lipoprotéiques 

de faible densité riches en Apo lipoprotéines E (ApoE) et B (ApoB). Ces particules lipo-

virales (LVPs, de l’anglais lipoviroparticles) traversent l’endothélium des sinusoïdes du 

foie pour enfin entrer en contact avec la membrane basolatérale des hépatocytes (84). 

L’attachement initial des LVPs s’opère par contact de faible affinité des 

glycosaminoglycanes (GAG) de type héparanes sulfates (HS) avec ApoE (85). Les LVPs 

interagissent ensuite de façon séquentielle avec les récepteurs aux lipoprotéines de faible 

densité (LDLR, de l’anglais low-density lipoprotein receptor), puis scavenger de classe B 

type 1 (SR-B1) et tétraspanine CD81 (86). L’interaction entre le récepteur SR-B1 et HVR-

1 induit un réarrangement de la bicouche lipidique du LVP permettant ainsi d’exposer le 

site d’interaction de CD81 situé au sein de la glycoprotéine E2 (87). Les récepteurs de 

facteur de croissance épidermique (EGFR, de l’anglais epidermal growth factor receptor) 

et éphrine de type A2 (EphA2) sont également requis pour l’entrée du virus (88). Après 

translocation au niveau de la jonction étanche des hépatocytes, les LVPs s’attachent aux 

récepteurs claudine 1 (CLDN1) et occludine (OCLN) résultant en leur internalisation par 

endocytose dépendante de la clathrine. Sous l’effet d’un pH acide, la membrane de 

l’endosome et l’enveloppe virale fusionnent, permettant ainsi la libération du génome du 

VHC dans le cytoplasme de la cellule infectée (Figure 5) (86). Bien que les LVPs 

interagissent avec plusieurs récepteurs à la surface des hépatocytes, seul quatre principaux 

sont nécessaire pour l’entrée virale: CD81, SR-B1, CLDN1 et OCLN (89). 
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1.3.3.2. Traduction et réplication  

 

La traduction du génome viral est initiée au niveau des MW par le recrutement 

direct de la sous-unité ribosomale 40S par l’IRES situé en 5’UTR (90). La polyprotéine 

précurseur résultante est clivée dans un premier temps par le signal peptidase du RE, puis 

par les protéases virales NS2/3 et NS3/4A comme susmentionnée (section 1.3.2.2.) (91). 

Le complexe de réplication, composé des protéines virales NS3/4A, NS4B, NS5A 

et NS5B, est responsable de l’initiation de la réplication. A partir de l’ARN du VHC, NS5B 

synthétise dans un premier temps un ARN complémentaire négatif qui sert de matrice pour 

la production de nombreux ARNsb+ qui seront soit encapsidés lors de la formation des 

virions, ou serviront d’ARN messagers pour la production des protéines virales (92). 

 

1.3.3.3. Assemblage et relargage des virions 

 

 L’assemblage des LVPs nécessite une organisation spatiale et temporelle des 

protéines virales et du génome du VHC (93). L’assemblage de la nucléocapside du VHC 

est initié par l’interaction de la protéine core avec l’ARN viral (55) et les gouttelettes 

lipidiques (LDs, de l’anglais lipid droplets) (94). Cette dernière est essentielle pour le 

recrutement des autres protéines virales structurales et non structurales nécessaires à 

l’assemblage des LVPs. Les hétérodimères E1|E2, de par leurs interactions avec NS2 et p7, 

migrent à proximité des LDs où a lieu l’assemblage et le bourgeonnement des virions 

(Figure 5) (67, 68). Lors de leur biogénèse, les particules virales s’associent à des 

lipoprotéines de très faible densité (VLDL, de l’anglais very low-density lipoprotein) ainsi 

qu’à ApoB et ApoE pour former les LVPs. Les LVPs sont finalement évacuées par voie de 

sécrétion des VLDL ou par voie de sécrétion des endosomes (93). Au cours de cette 

dernière étape, la protéine virale p7 est nécessaire à la stabilité des LVPs grâce à sa capacité 

à moduler le pH des compartiments intracellulaires (64). 
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Figure 5 | Cycle de réplication du VHC (Adapté de Wong et al 2016 (86)) 

Les LVPs, recouverts des ApoB et ApoE, interagissent avec les récepteurs CD81 et SR-

B1, ainsi que OCLN et CLDN1 au niveau des jonctions serrées, puis sont internalisés par 

endocytose dépendante de la clathrine. La membrane de l’endosome et l’enveloppe virale 

fusionnent, libérant ainsi l’ARN viral. Au niveau du RE, ce dernier est transcrit et clivé en 

10 protéines structurales et non structurales. Les protéines NS4B et NS5A du VHC 

induisent la formation des « membranous web » où se déroule la réplication du génome 

viral et la biogénèse des LVPs.  
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1.3.4. Variabilité génétique 

 

Une des caractéristiques importantes du VHC est sa variabilité génétique qui 

s’exprime à deux niveaux : le génotype et la quasi-espèce.  

Basé sur le séquençage et l’analyse phylogénétique des régions core/E1 et NS5B, 

le VHC a été classifié en 8 génotypes (e.g. génotype 1, 2, 3 etc.) et 90 sous-types (e.g. 1a, 

1b, 1c, etc.) (95, 96). L’ensemble des sous-types sont de génotypes 1 à 7. Le génotype 8, 

récemment isolé chez quatre individus en Inde, ne contient qu’un seul sous-type à ce jour 

(95). Au niveau nucléotidique, les génotypes différent l’un de l’autre à hauteur de 30%, 

tandis que les sous-types présentent une variation de 15% (97).  

De plus, un niveau élevé de production virale (environ 1012 virions par jour), couplé 

à un taux de mutations très important au cours de la réplication, et à un manque d’activité 

exonucléasique 3' → 5' correctrice de l’ARN polymérase NS5B, entraine la circulation au 

sein d’un même individu de multiples variants viraux apparentés nommés « quasi-

espèces » (98, 99). Par ce processus, le virus échappe à la pression de sélection liée aux 

réponses cellulaire et humorale, tout en gardant une capacité réplicative (en anglais, viral 

fitness) élevée. La circulation des quasi-espèces a un rôle majeur dans la persistance de 

l’infection et dans l’échec des traitements grâce à la sélection graduelle de variants viraux 

résistants (100, 101).  

 

 

1.4. Étude de l’infection par le VHC: Modèles expérimentaux 

 

L’étude des interactions hôte/virus, ainsi que l’évaluation de nouvelles approches 

thérapeutiques, nécessitent le développement de modèles expérimentaux in vitro et in vivo 

pertinents. Le chimpanzé, seul animal permissif, a longtemps été un modèle de choix pour 

l’étude de la réponse immunitaire innée et adaptative en réponse au VHC. Cependant, pour 

des raisons financières et surtout éthiques, l’utilisation de ce modèle n’est plus possible, 

forçant la communauté scientifique à développer et identifier de nouveaux modèles 

expérimentaux.  
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1.4.1. Modèles in vitro 

 

1.4.1.1. Les réplicons 

 

Les réplicons subgénomiques constituent le premier système développé permettant 

l’étude de la réplication cellulaire du VHC (102). Cette approche expérimentale repose sur 

l’utilisation d’une lignée cellulaire d’hépatomes nommée HuH-7.5 (103). Ces cellules 

HuH-7.5 sont transfectées avec des sous-génomes contenant un marqueur sélectionnable 

(Neor) sous le contrôle d’IRES, ainsi que les protéines non-structurelles (NS3-NS5B) du 

VHC, permettant ainsi une réplication continuelle de l’ARN viral (Figure 6A) (80, 102). 

L’utilisation de ce système a non seulement permis l’étude de la réplication de l’ARN du 

VHC et de l’immunité cellulaire (104, 105), mais également l’évaluation de nouveaux 

composés thérapeutiques, avec la découverte des AAD (106, 107). Malgré cela, les 

réplicons ne permettent pas la production de particules virales infectieuses in vitro, forçant 

le développement de nouveaux systèmes supportant l’étude de l’entrée virale.  

 

1.4.1.2. Les pseudoparticules rétrovirales  

 

Le développement des pseudoparticules rétrovirales (VHCpp) représente une 

avancée majeure permettant l’étude des mécanismes viraux associés aux glycoprotéines 

E1|E2, incluant l’entrée virale du VHC et l’évaluation de la neutralisation des anticorps 

(108-110). Les VHCpp sont produits après transfection de trois vecteurs au sein des 

cellules HEK 293T exprimant : 1) les protéines de capside gag-pol du Lentivirus 2) les 

glycoprotéines E1|E2 et 3) un gène rapporteur tel que la luciférase (109) (Figure 6B). Une 

limitation majeure de ce système est la production des VHCpp dans des cellules non 

hépatocytaires (HEK-293T) qui ne produisent pas de lipides. De ce fait, l’association des 

virions avec les lipoprotéines n’est pas reproduite, et par conséquent, ce système ne permet 

pas l’étude de l’entrée virale via les récepteurs lipidiques tels que LDLR et SR-BI.  
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Figure 6 | Modèles d’études in vitro (Adapté de Tellinghuisen et al. (111))  

A) Le système réplicon permet une réplication productive de l’ARN du VHC au sein des 

cellules Huh-7.5. La construction des réplicons permet également l’expression de gènes 

rapporteurs ou de résistance aux antibiotiques (G418) afin de mesurer ou de sélectionner 

les cellules répliquant l’ARN du VHC, respectivement. B) Le système VHCpp repose sur 

l’utilisation de rétrovirus recombinants contenant à leur surface gpE1|E2 du VHC générés 

après transfection de trois vecteurs au sein des cellules HEK-293T. La présence d’un 

vecteur exprimant un gène rapporteur permet une mesure quantitative de l’entrée des 

VHCpp au sein des cellules permissives Huh-7.5. C) Le système VHCcc repose sur 

l’utilisation des ARN génomiques JFH-1 ou J6|JFH-1 du VHC. L’éléctroporation de ces 

ARNs au sein des cellules Huh-7.5 permet la production de virions infectieux. L’évaluation 

d’une infection productive est possible grâce à l’utilisation de gènes rapporteurs, la 

détection de l’expression de la protéine NS5A du VHC, ou encore la mesure de l’ARN 

viral.  
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1.4.1.3. Production de virus en culture cellulaire 

 

 Le système de production de virus en culture cellulaire (VHCcc) est le premier 

système permettant l’étude de toutes les étapes du cycle viral, incluant l’assemblage et la 

libération des virions du VHC (60, 112, 113). Ce modèle d’étude a été rendu possible grâce 

à la construction d’un clone JFH1 (de l’anglais, Japanese fulminant hepatitis 1) de 

génotype 2a, isolé à partir du sérum d’un japonais ayant développé une hépatite fulgurante 

(114). Les virions sont produits après transfection de l’ARN génomique au sein des cellules 

HuH-7.5 et sont utilisés pour inoculer la même lignée cellulaire in vitro ou infecter des 

chimpanzés (60) (Figure 6C). A ce jour, d’autres clones représentant les sept principaux 

génotypes ont été développés (113, 115, 116).  

Bien que les modèles in vitro soient nécessaires pour la compréhension des étapes 

initiales de l’infection, ils restent artificiels. Par conséquent, les études in vivo sont 

cruciales pour imiter et se rapprocher au plus possible de l’infections naturelles par le VHC.  

 

1.4.2. Modèles In vivo  

 

1.4.2.1. Modèle Murin 

 

Les premiers modèles murin développés pour l’étude du VHC repose sur le 

repeuplement du foie murin par des hépatocytes humains chez les souris 

immunodéficientes. L’humanisation du foie est possible grâce à l’utilisation de souris avec 

une immunodéficience sévère combinée (SCID, de l’anglais severe combined 

immunodeficiency) exprimant un gène codant pour l’activateur du plasminogène de type 

urokinase sous le contrôle d’un promoteur d’albumine (Alb-uPa), résultant en une 

destruction du foie murin (117, 118). L’inoculation de ces souris Alb-uPa|SCID par le VHC 

a permis l’établissement d’une infection persistante (118). Un autre modèle de souris 

transgénique exprimant les récepteurs occludine et CD81, et capable de récapituler le cycle 

viral du VHC, fut également développé (119, 120).  
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Cependant, ces souris chimériques sont non seulement difficiles à produire, mais présentent 

également certaines limitations, telle que l’incapacité de reproduire les pathologies du foie 

liées à l’infection dont la cirrhose et le CHC (121, 122).  

Une approche de métagénomique virale a été utilisée afin d’identifier de nouveaux 

hépacivirus infectant différents modèles animaux (123). Cette approche a conduit à 

l’identification d’un hépacivirus capable de se répliquer dans le foie de rats Norvège (HV-

Nr) présents à New York (124, 125). L’infection de souris immunocompétente par HV-Nr 

est possible et résulte en une résolution spontanée 3 à 5 semaines après inoculation. 

L’établissement d’une infection chronique chez ces mêmes souris nécessite une déplétion 

des lymphocytes T CD4 avant inoculation (126). Une plus forte similitude avec l’infection 

par le VHC a été observée chez l’hôte naturel de HV-Nr, le rat, avec notamment 

l’établissement d’une infection chronique, ainsi que le développement de fibrose hépatique 

(127). Il existe toutefois des contrastes avec une infection par le VHC, comme notamment 

l’absence de lymphocytes T CD8 réactifs produisant de l’interféron g (IFNg) contre le HV-

Nr au cours de l’infection aiguë, reporté par Atcheson et al. (128). Malgré cela, le rat 

semble être le modèle animal immunocompétent approprié pour l’étude de l’immunité anti-

virale contre l’analogue du VHC, HV-Nr, ainsi que pour le développement d’une stratégie 

vaccinale efficace (129).  

 

1.4.2.2. Modèle Primate 

 

 Le chimpanzé est la seule espèce animale susceptible à l’infection par le VHC. Ce 

modèle a été déterminant dans l’identification du VHC (2), et a longtemps été le seul 

disponible pour l’étude de ce virus. Bien qu’il existe une homologie génétique supérieure 

à 98% entre l’Homme et le chimpanzé, ces deux modèles diffèrent sur plusieurs points en 

réponse à l’infection par le VHC. En effet, 75% versus 30-40% des infections évoluent 

vers la chronicité chez l’Homme et le chimpanzé respectivement (130). De plus, chez le 

modèle chimpanzé, peu de maladies hépatiques ont été reportées avec seulement un cas de 

CHC (131). Néanmoins, le chimpanzé a longtemps été le modèle expérimental de choix 

permettant l’étude des paramètres de l’immunité protectrice au cours de la phase aiguë de 

l’infection par le VHC et ce, de manière hautement contrôlée (132-138).  
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Ce modèle a également été utilisé pour l’évaluation de plusieurs stratégies thérapeutiques 

(139-142) et vaccinales (143, 144). Pour des raisons de coût mais surtout d’éthique, 

l’utilisation de ce modèle à des fins expérimentales n’est, à ce jour, plus possible (145).  

La susceptibilité à l’infection par le VHC a été testée chez d’autres primates, sans 

succès (146). Néanmoins, une étude récente a utilisé le modèle macaque rhésus pour 

étudier la réponse humorale après immunisation avec les glycoprotéines E1|E2 du VHC 

(147). Chen et al. ont observé une cinétique et réactivité des anticorps similaires entre 

l’humain et le macaque rhésus. De plus, des nAbs utilisant le gène variable de la chaine 

lourde (VH) VH1.36 identifiés chez le macaque rhésus présentent une homologie de 90% 

avec le gène VH1-69 humain (147). Le macaque rhésus semble donc être un modèle de 

choix pour l’évaluation des stratégies vaccinales induisant une réponse humorale.  

 

1.4.2.1. Modèle Équin 

 

L’hépacivirus équin (HV-Eq) fut initialement découvert chez le chien et fut 

naturellement nommé hépacivirus canin (148). Cependant, d’autres études ont par la suite 

permis d’identifier le cheval comme hôte naturel de cet hépacivirus (123, 149). HV-Eq est 

l’homologue le plus proche du VHC identifié à ce jour, avec une homologie d’environ 50% 

(148). Il existe plusieurs similitudes entre les infections par le VHC et HV-Eq. Tout comme 

le VHC, HV-Eq est un virus hépatotrope capable d’induire une infection aiguë pouvant 

évoluer vers une chronicité six mois après inoculation. Cependant, le taux de résolution 

spontanée de l’infection par HV-Eq est considérablement supérieur à celui du VHC (150-

152). D’autres similitudes, telle qu’une séroconversion retardée, détectable dans environ 

30% des cas (151), un niveau similaire de glycosylations des gpE1|E2 (153), une liaison 

similaire de miR-122 à la partie 5'UTR de l’ARN de HV-Eq (154), ou encore le 

développement de pathologies hépatiques ont également été observés (123). L’ensemble 

de ces caractéristiques font de HV-Eq et son hôte un modèle de choix. Cependant, les coûts 

important associés à ce modèle animal de grande taille constitues un frein important à son 

utilisation.  
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1.4.2.3. Cohortes 

 

 En raison de la nature asymptomatique de l’infection aigüe par le VHC, un nombre 

restreint d’individus connaissent leur statut infectieux. Il est donc, par conséquent, difficile 

de détecter les infections par le VHC de façon précoce, et de déterminer la date exacte 

d’inoculation. Les premières connaissances de la réponse immunitaire en réponse à 

l’infection par le VHC chez l’homme proviennent d’études suivant des individus ayant été 

exposés de façon accidentelle (155), ou présentant des symptômes (156). Des efforts 

importants à l’échelle internationale ont été déployés afin d’établir des cohortes faisant le 

suivi des utilisateurs de drogues par injection (UDI) (157-159). Les UDI représentent le 

principal réservoir du VHC dans les pays développés, avec une incidence d’infection de 

l’ordre de 5 à 25% chaque année (160). Le recrutement d’UDI séronégatifs et leur suivi au 

cours de multiples infections par le VHC représentent une opportunité exceptionnelle 

d’étudier la réponse immunitaire de manière longitudinale et d’identifier les corrélats de 

l’immunité protectrice. Toutefois, les UDI constituent une population marginalisée 

pouvant souffrir de multiples problèmes sociaux et/ou psychologiques, rendant leur suivi 

parfois difficile. Malgré cela, ces cohortes restent d’une importance cruciale pour les essais 

cliniques de stratégie vaccinale contre le VHC (161). 

 

 
1.5. Réponse immunitaire innée au cours de l’infection aiguë et chronique par le 

VHC  

 
1.5.1. Immunité intracellulaire et détection du VHC 

 
La défense contre l'infection par le VHC est initiée par la réponse immunitaire innée 

au sein même des hépatocytes infectés (Figure 7, (162)). En effet, l'ARN du VHC est 

reconnu par les récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, de l’anglais 

pattern recognition receptors) incluant RIG-I (de l’anglais, receptors retinoic acid-

inducible gene I), MDA5 I (de l’anglais, melanoma differentiation-associated protein 5) et 

TLR3 (de l’anglais, toll-like receptor 3) (163-165).  



 21 

Cette détection virale déclenche différentes voies de signalisation en aval médiées soit par 

MAVS, dans le cas de RIG-I et MDA5, ou par TRIF, dans le cas de TLR3. Toutes ces 

voies de signalisation convergent vers l'induction de l'expression des interférons (IFN) de 

type I et de type III et de cytokines pro-inflammatoires par le facteur régulateur de 

l'interféron 3 (IRF3) et le facteur nucléaire kappa B (NF-κB), respectivement (166). Les 

IFN I et III libérés interagissent avec leurs récepteurs présents à la surface des hépatocytes 

et induisent à leur tour l'expression de gènes stimulés par l'interféron (ISG), qui vont 

exercer des fonctions effectrices antivirales (167).   

Le VHC interfère avec la réponse immunitaire innée via le clivage des protéines de 

signalisation MAVS (de l’anglais, mitochondrial antiviral signalling protein) et TRIF (de 

l’anglais, Toll/IL-1 receptor domain-containing adaptor inducing IFNβ) par la protéase 

NS3/NSA4 du VHC, sans toutefois l'abroger complètement (Figure 7A (168)). Après 

liaison des IFN de type I et de type III à leurs récepteurs, le facteur génique stimulé par 

l'IFN 3 (ISGF3), composé des transducteurs de signal STAT1 et STAT2 (de l’anglais, 

signal transducer and activator of transcription 1 and 2) phosphorylés et du facteur 

régulateur 9 de l'IFN (IRF9), induit l'expression des gènes stimulés par l’interféron (ISG). 

Au cours de l’infection chronique, l'expression des ISG est maintenue par l'ISGF3 non 

phosphorylé (Figure 7B, (169)). Une expression élevée de l’ISG15 stabilise et conduit 

finalement au blocage de la signalisation via la peptidase 18 spécifique de l'ubiquitine 

(USP18) (170). En conséquence, les cellules hépatiques infectées par le VHC ne répondent 

plus à la stimulation par l’IFN (171), y compris par le traitement peg-IFNα (Figure 7C, 

(172)). 
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Figure 7 | Induction de la réponse immunitaire innée antivirale après infection par le 

VHC (Adapté de Shin et al. (162)).  

a) L'ARN du VHC est détecté au sein des hépatocytes infectés par RIG-I, MDA5 et TLR3, 

entraînant ainsi l'induction d'IFNλ, d'IFNβ et d'autres cytokines pro-inflammatoires. Les 

exosomes chargées d'ARN viral libérés à partir d'hépatocytes infectés sont reconnues par 

les cellules dendritiques plasmocytoïdes qui en réponse produisent des IFN de type I. b) 

Les IFN de type I et de type III se lient à leurs récepteurs à la surface des hépatocytes et 

induisant l’expression des ISG. c) L'ISG15 stabilise la protéine USP18 qui agit en bloquant 

les signaux via le récepteur IFNα/β. RE, réticulum endoplasmique ; IKKε, IκB kinase-ε; 

IRF, facteur de régulation IFN; JAK1, Janus kinase 1; NEMO, modulateur essentiel NF-

κB ; NF-κB, facteur nucléaire-κB; TBK1, kinase 1 de liaison à TANK; TYK2, tyrosine 

kinase 2; Ub, ubiquitine. 
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1.5.2. Les cellules tueuses naturelles  

 
Les cellules tueuses naturelles (NK, de l’anglais natural killers) forment l'une des 

premières lignes de défense du système immunitaire inné. Les cellules NK détruisent les 

cellules infectées via la sécrétion de molécules cytotoxiques (i.e. perforine et granzyme) 

ou via l’interaction des récepteurs de mort présent à la surface des cellules cibles comme 

le récepteur du ligand qui induit l’apoptose TRAIL (de l’anglais, tumor-necrosis-factor 

related apoptosis inducing ligand). Ces cellules peuvent également réguler l’immunité 

innée et adaptative via la production de cytokines telles que l'IFNγ, le TNFα, l'IL-10 et l'IL-

21 (173). L'activité des NK est déterminée par l’ensemble des interactions entre les 

récepteurs d'activation et d'inhibition présents à leur surface et les ligands présents à la 

surface des cellules infectées (174).  

Une fréquence plus faible de cellules NK exprimant les récepteurs  NKp30, NKp46, 

CD161 et NKG2D a été détectée chez des sujets ayant éliminé l’infection par le VHC en 

comparaison d’une infection chronique (175). Au cours de l’infection chronique, le 

phénotype et la fonctionnalité des cellules NK reportées varient d’une étude à l’autre. En 

effet, des niveaux d’expressions des récepteurs activateurs et de capacité dégranulatrice 

des cellules NK tantôt élevés (176) ou réduits (177) ont été reportés. Néanmoins, plusieurs 

études s’accordent sur une production réduite de cytokines pro-inflammatoires par les 

cellules NK au cours de l’infection chronique (178-180). De plus, une étude a reporté la 

capacité du VHC à inhiber directement la production d’IFN-g par les cellules NK via 

l’interaction de gE2 aux récepteurs CD81 présents à leurs surfaces (181). 

 

1.5.3. Les cellules dendritiques 

 
Les cellules dendritiques (CD) sont des cellules présentatrices d'antigène (CPA) qui relient 

l'immunité innée et adaptative et sont essentielles à l’induction des réponses immunitaires 

spécifiques aux pathogènes dont le VHC. Le rôle principal des CD est de capturer, traiter 

et de présenter les antigènes aux lymphocytes T CD8 et CD4, et de faciliter leur polarisation 

en cellules effectrices (voir section 1.6.). Les CD sont activées et se différencient en CD 

matures en réponses à divers signaux de « danger », dont principalement la reconnaissance 

des modèles moléculaires associés à des agents pathogènes (PAMP, de l’anglais pathogen 
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associated molecular patterns) par les PRR, tels que les TLR et les récepteurs lectines de 

type C (182). Les CD peuvent être subdivisés en deux sous-ensembles principaux: les CD 

myéloïdes (mCD) et les CD plasmacytoïdes (pCD). Les mCD constituent la sous-

population majoritaire et sont principalement associées au traitement et à la présentation 

des antigènes aux lymphocytes T. Les pDC, quant à eux, peuvent détecter l’ARN du VHC 

via les TLR-7 et RIG-I, et sont les principaux producteurs d'IFN de type I et III (Figure 

7A, (183, 184)).  

Notre laboratoire a précédemment démontré que la résolution spontanée de 

l’infection par le VHC est caractérisée par une hyperactivité prolongée des mCD et pCD 

(185). Une fréquence moindre des mCD et pDC en circulation s’est trouvée chez les 

patients atteints d'une infection chronique par le VHC (186, 187). Cependant, les mDC 

jouerait un rôle dans l’expansion des lymphocytes T régulateurs (TREG), favorisant ainsi la 

persistance de l’infection par le VHC (188) (voir section 1.6.2.2.1.). De plus, Doyle et al. 

ont démontré que les pCD intrahépatiques maintiennent la capacité de produire des 

cytokines et chimiokines en réponse aux agonistes de TLR-7, indiquant qu'ils restent 

sensibles au VHC et contribuent à l’inflammation au cours d’une infection chronique (189).  

 

1.5.4. Facteurs génétiques de l’hôte associés à la clairance spontanée de 

l’infection – Immunité innée 

 
Des études d'association pangénomique (GWAS, de l’anglais genome-

wide association study) ont démontré une corrélation entre plusieurs polymorphismes 

mononucléotidiques (SNP, de l’anglais single-nucleotide polymorphisms) en amont du 

gène IFNL3 codant pour l’interféron λ3 (IFN-λ3, anciennement IL28B), dont 

particulièrement le SNP rs12979860, et la résolution spontanée de l'infection (190, 191). 

En effet, les sujets homozygotes pour l’allèle rs12979860-C (i.e. CC) sont plus susceptibles 

d’éliminer spontanément l’infection par le VHC que ceux portants l’allèle rs12979860-T 

(i.e. CT et TT) (191). Prokunina-Olsson et al. ont décrit un variant dinucléotidique 

rs368234815 dont l'allèle ancestral ΔG génère la protéine IFN-λ4 de pleine longueur, tandis 

que l’allèle TT provoque un décalage du cadre de lecture qui empêche l'expression de cette 

protéine (192). L'issue favorable de l'infection corrèle avec l'incapacité d’exprimer l'IFN-
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λ4 (193). En effet, l'IFN-λ4 stimule l’induction d’ISG via l’activation de la voie de 

signalisation Jak-STAT après liaison aux récepteurs présents à la surface des hépatocytes, 

résultant en un pronostic faible d’éliminer l’infection (194). 

Dans le cas des cellules NK, l’expression des gènes KIR2DL3 et son ligand HLA-

C1 a été également associé à une probabilité accrue d’éliminer spontanément l’infection 

par le VHC, et ce, en raison d’une activation plus rapide et une signalisation inhibitrice 

moindre (195, 196). Notre laboratoire a démontré une association entre le génotype CC du 

SNP rs12979860 et une diminution de l’expression du récepteur inhibiteur NKG2A après 

élimination spontanée de l’infection (197).  

 

1.6. Réponse immunitaire adaptative spécifique du VHC 

 

 La réponse immunitaire adaptative est clé pour le contrôle et la protection à long 

terme des infections virales. Celle-ci est constituée de trois populations majeures : Les 

lymphocytes T CD8, les lymphocytes T CD4, et les lymphocytes B.  

 
1.6.1. Les récépteurs de l’immunité adaptative 

 

 La reconnaissance des antigènes viraux par les cellules de l’immunité adaptative 

est possible grâce aux molécules présentes à leur surface appelées récepteurs des 

lymphocytes T (TCR, de l’anglais T-cell receptor) et B (BCR, de l’anglais B-cell receptor), 

ces derniers étant aussi connus sous le nom d’immunoglobuline (Ig). Ces récepteurs sont 

composés de deux sous-unités: les chaines a et b (TCRs), et les chaines lourdes et légères 

(BCRs) (Figure 8A). Au cours du développement lymphocytaire, la diversité du répertoire 

de ces récepteurs est obtenue grâce aux réarrangements somatiques des segments de gènes 

variables (V), de diversité (D) et de jonction (J) (i.e. diversité combinatoire), ainsi qu’à 

l’addition ou la délétion de nucléotides entre les segments (i.e. diversité jonctionnelle), 

résultant en un TCR\BCR spécifique (Figure 8B). Les chaines b et lourdes sont obtenues 

par les réarrangements V(D)J et les chaines a et légères par le réarrangement des gènes VJ 

seulement.  
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La région variable des récepteurs est celle en contact avec l’antigène sous forme native 

dans le cas des BCR ou dénaturé sous forme peptidique présenté par les molécules 

d’histocompatibilité de classe I (MHC-I) dans le cas des lymphocytes T CD8 et de classe 

II (MHC-II) dans le cas des lymphocytes T CD4. Cette région variable est constituée des 

régions déterminant la complémentarité (CDR, de l’anglais complementarity determining 

regions) CDR1, CDR2 et CDR3. Dans le cas des TCRs, CDR1 et CDR2 interagissent 

principalement avec les MHC-I et MHC-II. La région CDR3 des TCRs et BCRs encodée 

par la jonction des segments V(D)J constitue la région la plus variable directement en 

contact avec l’antigène, contribuant ainsi le plus à la spécificité des récepteurs. En plus des 

diversités dites combinatoire et jonctionnelle, s’ajoute une autre source de diversité avec 

l’appariement d’une chaine a et b (TCRs) et de deux chaines lourdes et légères (BCRs). 

L’ensemble de ces mécanismes moléculaires permet la production théorique de 1018 TCRs 

et 1013 BCRs. S’ensuit une mort par apoptose des lymphocytes autoréactifs exprimant un 

BCR ou TCR reconnaissant un antigène du soi, définissant une sélection négative. 

Finalement, les lymphocytes T et B subissent une sélection positive permettant de générer 

ce qu’on appelle le répertoire immunitaire (198).  

Au niveau du centre germinatif (CG) et après reconnaissance de l’antigène, les 

lymphocytes B matures subissent un processus de diversification supplémentaire des Ig 

appelé hypermutation somatique (SMH, de l’anglais somatic hypermutation). Ce processus 

permet l’introduction de mutations au niveau des régions variables des chaines lourdes et 

légères permettant in fine une augmentation de l’affinité de l’antigène pour son BCR (199). 

Les lymphocytes B matures, qui co-exprimaient avant stimulation les IgM et IgD, peuvent 

également subir une commutation de classe (CSR, de l’anglais class-switch 

recombination), au cours de laquelle des segments de gènes codant pour des régions 

constantes des Ig sont recombinés afin d’exprimer une Ig d’un autre isotype, modulant 

ainsi les fonctions effectrices des lymphocytes B (200). 
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Figure 8 | Les récepteurs de l’immunité adaptative (Adapté de Calis et al. (201)) 

(A) Les TCRs et BCRs sont constitués des chaines a et b, et des chaines lourdes et légères, 

respectivement. (B) La diversité du répertoire est obtenue par recombinaison des segments 

V(D)J pour la chaine lourde (BCR) et la chaine b (TCR), et des segments VJ pour la chaine 

légère (BCR) et a (TCR). Au cours du réarrangement somatique, l’addition et délétion de 

nucléotides aux jonctions des segments, constituant la région CDR3, permet d’ajouter une 

diversité supplémentaire. Après reconnaissance de l’antigène, le BCR des lymphocytes B 

matures passent par deux mécanismes supplémentaires : 1) hypermutation somatique au 

cours de laquelle des mutations (en rouge) sont introduites au niveau de la région variable 

de l’Immunoglobuline, et la commutation de classe qui permet la production de différents 

isotypes aux fonctions effectrices différentes. Abréviations : Récepteurs des cellules T 

(TCR) et B (BCR), Segment Variables (V), de Diversité (D) et de Jonction (J). 
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1.6.2. Immunité cellulaire spécifique du VHC 

1.6.2.1. Lymphocyte T CD8 

 

1.6.2.1.1. Phase aigüe de l’infection 

 

Les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC sont activés chez presque tous les 

individus et sont détectés dans le sang périphérique 6 à 8 semaines après le début de 

l’infection. Cette apparition coïncide avec une augmentation du niveau ALT et une baisse 

des titres viraux (Figure 9; 1-3). Au cours de la phase aiguë de l’infection et 

indépendamment de son issue, les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC expriment les 

marqueurs d’activation CD38 et programmed death-1 (PD-1) (202, 203). Cependant, ces 

T CD8 spécifiques du VHC présentent une prolifération altérée et ne produisent pas de 

cytokines antivirales tel que IFNg, correspondant à un phénotype dit « sous le choc » (de 

l’anglais « stunned ») (Figure 9, (204)). Wolski et al. ont étudié les différences 

transcriptionnelles entre les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC isolés au cours de la 

phase aigüe chez des sujets ayant résolu l’infection en comparaison de ceux ayant 

développé une infection chronique, et ont identifié une dérégulation des processus 

métaboliques chez ces derniers (205). Auparavant, Bengsch et al. ont observé chez le 

modèle murin d’infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) que 

la signalisation via PD-1 induisait des altérations glycolytiques et mitochondriales au 

niveau des lymphocytes T CD8 (206). Ces résultats soulignent l’importance des processus 

métaboliques dans la régulation et l’épuisement des lymphocytes T CD8 tôt au cours d’une 

infection virale. Wolski et al. ont également observé une expression élevée du gène TCF7 

codant pour TCF1 chez les sujets éliminant l’infection de façon spontanée (205), une 

protéine fortement exprimée par les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC restaurées 

après traitement du VHC par les AAD (205, 207). A l’inverse, les lymphocytes T CD8 

spécifiques du VHC des sujets chroniques expriment fortement p53 (205), révélant un rôle 

dans la régulation immunitaire de ce gène connu à ce jour principalement pour son rôle 

dans le métabolisme et la carcinogenèse (208).  
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Une étude récente par Barili et al. a démontrée que le ciblage de p53 permet la résolution 

de l’altération glycolytique et mitochondriale induite au cours de l’infection chronique, 

révélant une nouvelle avenue thérapeutique pour le traitement des lymphocytes T 

dysfonctionnels associés aux infections chroniques (209). De plus, Wolski et al. ont corrélé 

la dérégulation des processus métaboliques à la présence de lymphocytes T CD4 

spécifiques du VHC, confirmant le rôle crucial de cette population dans l’aide des T CD8 

au cours de la phase aigüe de l’infection (voir section 1.6.3.). 

L’élimination spontanée de l’infection se caractérise par l’expression précoce par 

les T CD8 spécifiques du VHC du récepteur a de l’IL-7 (CD127), un marqueur des 

lymphocytes T mémoires, et la molécule anti-apoptotique Bcl-2 (210, 211). Cette réponse 

est de grande ampleur, large (i.e. ciblant de multiples épitopes viraux) et polyfonctionnelle 

(i.e. produisant plusieurs cytokines et présentant des propriétés prolifératives et 

cytotoxiques) (Figure 8; (211)). Après résolution de l’infection, les lymphocytes T CD8 

spécifiques du VHC ne subissent plus de stimulation antigénique. S’ensuit une phase de 

contraction clonale avec une diminution drastique de leur fréquence (environ 90%) et le 

maintien d’un pool mémoire capable de proliférer rapidement en cas de réinfection 

 

A l’opposé, les infections chroniques sont caractérisées par une réponse T CD8 

spécifique du VHC faible, étroite et aux fonctions effectrices altérées (211). Cette réponse 

immunitaire limitée peut contrôler l’infection par le VHC de manière transitoire, 

cependant, la pression de sélection immunitaire qu’elle exerce conduit à l’émergence de 

mutants d’échappement viraux au sein des épitopes ciblés, facilitant ainsi la persistance 

virale. Parce qu’ils ne reconnaissent plus le virus autologue, les T CD8 ciblant les épitopes 

viraux qui ont muté reviennent à un phénotype de type mémoire avec l’expression de 

CD127. A l’opposé, les T CD8 exposés à une stimulation antigénique constante sont quant 

à eux sujets à des changements phénotypiques, fonctionnels, transcriptionnels et 

épigénétiques drastiques, définissant un processus nommé épuisement lymphocytaire 

(Figure 9; (205, 206, 212)). 
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Figure 9 | Caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des réponses 

immunitaires cellulaires associées à l’issue dichotomique de l’infection par le VHC 

(Adapté de Park et al. (213)). 

En présence d’une réponse robuste des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC produisant 

les cytokines IL-2 et IL-21, les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC acquièrent de 

nombreuses fonctions effectrices (haut). A l’opposé, une réponse dysfonctionnelle des 

lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC conduit au développement d’un phénotype épuisé 

des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC attribué à une stimulation antigénique 

continue.  
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1.6.2.1.2. Épuisement des lymphocytes T CD8 

 

 L’épuisement des lymphocytes T entraine une perte progressive des fonctions 

effectrices caractérisée par une production de cytokines limitée, une capacité prolifératrice 

moindre et in fine, une disparition de la majorité des lymphocytes T CD8 spécifiques du 

VHC du sang périphérique et leur localisation au niveau du foie (214, 215). Le récepteur 

inhibiteur (RI) PD-1 est un acteur central de l’épuisement des lymphocytes T contribuant 

à l’établissement de l’infection chronique (8, 216-218). Outre PD-1, la stimulation 

antigénique continue des T CD8 conduit à l’expression d’un spectre de RI comprenant 

TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin-domaincontaining-3), CTLA-4 (cytotoxic T-

lymphocyte protein 4), 2B4, CD160, KLRG1 (killer cell lectin-like subfamily G member 

1), TIGIT (T cell immunoreceptor with immunoglobulin and immunoreceptor tyrosine-

based inhibitory motif domains), et CD39 (219, 220).  

Des études récentes ont démontré que les lymphocytes T épuisés constituent une 

population hétérogène pouvant être divisée en deux sous-catégories : 1) les T CD8 au 

phénotype épuisé et mémoire ayant une capacité proliférative et 2) ceux en phase terminale 

d’épuisement (CD8-TE) (207, 221). La première sous-catégorie nommée en anglais 

« memory-like » (CD8-ML) est caractérisée par l’expression du facteur de transcription 

TCF1, du marqueur mémoire CD127 et du RI PD-1 (PD-1+ TCF1+ CD127+)  (207, 222, 

223). La deuxième catégorie en revanche présente une capacité proliférative moindre et est 

caractérisée par une forte expression de PD-1 et du facteur de transcription Eomesodermin 

(Eomes), une faible expression du facteur de transcription T-box exprimé dans les cellules 

T (T-bet), et l’absence de CD127 (PD-1HI EomesHI T-betLO CD127-) (221). La même étude 

démontre que les T CD8 spécifiques du VHC intrahépatique chez les sujets chroniques ont 

un profil EomesHI T-betLO suggérant qu’ils appartiennent aux CD8-TE (221). A l’opposé 

des CD8-TE, les CD8-ML peuvent avoir une capacité proliférative plus importante après 

une intervention thérapeutique bloquant la signalisation via PD-1 (222). Le traitement anti-

PD-1 a été évalué et a démontré une efficacité limitée à la fois chez le modèle chimpanzé 

(224) et humain (225) de l’infection par le VHC.  
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En effet, seulement 1 chimpanzé sur 3 infectés expérimentalement par le VHC a démontré 

une baisse transitoire de la charge virale après traitement par anti-PD-1 (224). De même, 

le traitement anti-PD-1 testé auprès d’une cohorte de 54 patients chroniques a résulté en 

une baisse transitoire de la virémie auprès d’un nombre restreint de sujets, dont deux 

seulement présentant une charge virale négative après traitement (225). Néanmoins, Barili 

et al. ont démontré récemment que les inhibiteurs d’histone méthyl transférase ont la 

capacité de restaurer les fonctions effectrices des CD8-TE (209). Cette approche 

représenterait donc une nouvelle stratégie immunomodulatrice qui pourrait être 

complémentaire au traitement anti-PD1.  Des études récentes ont identifié le facteur de 

transcription TOX comme crucial pour la formation et le maintien des CD8-TE. En effet, 

TOX traduirait la stimulation antigénique persistante en un programme transcriptionnel et 

épigénétique propre aux CD8-TE (226-230). La suppression du domaine de liaison de TOX 

résulterait en une diminution de l’expression de PD-1 conjointement à une augmentation 

des fonctions effectrices des CD8-TE. Néanmoins, une diminution importante de leur 

fréquence a finalement été observée suggérant le rôle de TOX dans le maintien de cette 

population (227). Les T CD8 PD-1+ TCF1+ CD127+ spécifiques du VHC détectés chez des 

sujets chroniques ou traités par les AAD expriment fortement TOX. A l’opposé, une faible 

expression de TOX des T CD8 spécifique du VHC a été détectée chez les sujets ayant 

résolu l’infection spontanément de manière similaire au T CD8 naïve ou spécifique de 

l’influenza (227).  

 

1.6.2.1.1 Étude du répertoire des TCRs spécifique du VHC 

 

 Après les sélections négative et positive au niveau du thymus, le nombre de 

lymphocyte T exprimant un TCR unique produit, aussi appelé clonotype, s’élève à environ 

2.107 (231). Au cours d’une infection virale, les clonotypes reconnaissant les complexes 

peptides-CMH (p-CMH) prolifèrent (i.e. expansion clonale) et se différencient en cellules 

effectrices primaires.  
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Les clonotypes présentant une plus grande avidité fonctionnelle, définie comme la 

résultante de la reconnaissance et la force d’interaction des TCR aux complexes p-CMH 

présent à la surface des cellules présentatrices d’antigènes (CPA), prolifèrent plus 

rapidement et vont ainsi dominer la réponse immunitaire effectrice (232). Le répertoire de 

TCR spécifique d’un épitope au cours d’une infection peut être défini par plusieurs autres 

paramètres.  

La diversité du répertoire est définie comme le nombre de clonotypes unique 

formant le répertoire. Le répertoire des TCR spécifique d’un épitope peut être soit large ou 

restreint s’il est composé d’un grand ou petit nombre de clonotypes, respectivement.  

Les clonotypes peuvent présenter également une flexibilité définie par leur capacité 

à reconnaitre plusieurs variants d’un même épitope. En effet, dans le cas d’une infection 

par le VIH, des clonotypes flexibles capables de reconnaitre de multiples variants des 

épitopes ciblés ont été détectés chez des sujets non progresseurs à long terme (NPLT) (i.e. 

asymptomatique avec une charge virale faible) (233). Dans le cas du VHC, une étude 

importante a démontré la capacité du virus à exploiter un « trou » dans le répertoire de TCR 

spécifique de l’épitope NS3-1406, représentant ainsi un mécanisme d’échappement viral 

(234).  

Certains clonotypes dit cross-réactifs peuvent reconnaitre différents épitopes 

viraux. Notamment, les lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope NS3-1073 du VHC 

sont connus pour présenter une réactivité croisée avec plusieurs épitopes restreints par 

HLA-A2 dont NA-231 de l’Influenza (235). 

Les clonotypes spécifiques d’un épitope donné peuvent aussi présenter la 

particularité d’être présents chez plusieurs individus. Ces clonotypes nommés 

« publiques » ont été détectés dans le cas du VHC indépendamment de l’issue de 

l’infection pour les épitopes suivants: 398SLASLFTQGA407 de la gpE2, 
1395HSKKKCDEL1403  et 1435ATDALMTGY1443  de la protéine NS3 (236, 237). Des études 

supplémentaires restent nécessaires afin de déterminer l’existence de clonotypes publiques 

spécifiques d’autres épitopes immunodominants du VHC et s’ils corrèlent avec une 

résolution spontanée de l’infection.  
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1.6.2.2. Lymphocytes T CD4 

 

 Les lymphocytes T CD4 auxiliaires (TH de l’anglais, helper T cells) sont des acteurs 

centraux de l’immunité adaptative contre les pathogènes viraux. C’est suite à la 

reconnaissance d’un antigène spécifique présenté par une APC que les cellules T CD4 

naïves subissent plusieurs cycles de division et se polarisent en différentes sous-

populations ayant des fonctions spécialisées au cours de l’infection virale (Figure 9, (238)).  

 

1.6.2.2.1. CD4 auxiliaires : Régulateurs des lymphocytes T CD8 

 

Les lymphocytes TH sont essentiels pour le maintien de la prolifération et 

polyfonctionnalité des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC. Leurs rôles centraux ont 

été initialement démontrés dans le contexte d’une infection chronique par le LCMV chez 

le modèle murin. En comparaison au contrôle immunologique de l’infection en présence 

des T CD4, leurs déplétions médiées par des anticorps avant inoculation ont résulté en une 

virémie persistante (239). Une approche expérimentale similaire de déplétion des CD4 

chez le modèle chimpanzé avant réinfection par une souche homologue du VHC, a 

également abouti à en une infection persistante, de faible virémie, caractérisée par 

l’émergence de mutants d’échappement viraux présentés par les CMH-I (134).  

Chez l’humain, une réponse cellulaire T CD4 spécifique du VHC vigoureuse, large 

(i.e. ciblant de nombreux épitopes dominants) et soutenue est associée à une clairance 

spontanée de l’infection (202, 240-249). L’infection chronique, quant à elle, est associée à 

un épuisement rapide des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC caractérisé par une 

expression accrue de PD1, CTLA-4 et TIM-3, ainsi qu’une perte graduelle de leur capacité 

proliférative et fonctionnelle avec une production réduite des cytokines IL-2, TNFα, IFNγ, 

et IL-21 (202, 240-248).  

L'introduction récente des tétramères CMH de classe II a permis une caractérisation 

plus approfondie des CD4 spécifiques du VHC au cours de la phase aigüe de l’infection.  
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Chen et al. ont demontré, grâce à l’utilisation d’un ensemble de 12 tétrameres, une 

similarité aux niveaux de la fréquence, du phénotype et de la fonctionnalité des T CD4 

spécifiques du VHC détéctées à la fois chez les sujets ayant résolu l’infection et chroniques 

(250). Ces T CD4 spécifiques du VHC expriment les marqueurs d’inhibition PD1 et 

CTLA4, ainsi que le marqueur d’activation CD38. L’expression élevée de PD1 et CTLA4 

au cours de la phase aigüe, indépendamment de l’issue de l’infection, supporte le concept 

selon lequel PD1 et CTLA4 sont également des marqueurs d’activation. Après résolution 

de l’infection, les T CD4 spécifiques du VHC sont toujours détéctables dans le sang et sont 

caractérisés par une dimunition de l’expression de CD38, PD1 et CTLA4, ainsi qu’une 

hausse de l’expression du marqueur mémoire CD127. A l’opposé, les T CD4 spécifiques 

du VHC maintiennent l’expression de CD38, PD1 et CTLA4 lorsque l’infection chronique 

s’établit, indiquant une activation et un épuisement continus. S’ensuit une dimunition puis 

une disparition de la population dans le sang. Ces résultats suggèrent que la perte de 

fonctionnalité des T CD4 observée chez les sujets chroniques n’est pas le résultat d’un 

défaut d’activation mais plutôt d’une prolifération limitée due à un profil d’épuisement 

continu suivi d’une disparition précoce de cette population. L’incapacité de maintenir une 

réponse T CD8 robuste de par leur disparition est une caractéristique de la persistance du 

VHC.   

La réponse des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC peut également être 

régulée négativement par les lymphocytes CD4 T régulateurs (TREG). Les TREG sont 

caractérisées par l’expression du récepteur a à l’IL-2 (CD25) ainsi que le facteur de 

transcription FOXP3 (de l’anglais, Forkhead box P3). Plusieurs études ont souligné le rôle 

important des TREG dans l’immunité antivirale au cours d’une infection chronique par le 

VHC. En effet, des études ont démontré qu’au cours de l’infection, les TREG s’accumulent 

au niveau du foie où ils suppriment la prolifération et la sécrétion de cytokines des 

lymphocytes T spécifiques du VHC. En résulte un déséquilibre entre le ratio des cytokines 

pro-inflammatoires (e.g. IL-2, IFNg) et anti-inflammatoires (e.g. IL-10, TGF-b) associé au 

développement d’une infection chronique (248, 251). En comparaison des individus sains 

ou ayant résolu l’infection par le VHC spontanément, une fréquence et une capacité 

suppressive plus élevée des TREG a été observé chez les sujets chroniques (251, 252).  
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De plus, leurs fréquences corrèlent positivement avec la charge virale du VHC (253-256). 

La production d’IL-21 par les T CD4 est nécessaire pour le maintien de l’immunité 

antivirale médiée par les T CD8 (257-259). Notre laboratoire a démontré qu’au cours de la 

phase aigüe de l’infection par le VHC, un déséquilibre entre les TREG et les TH17 pourrait 

contribuer à l’échec de la réponse immunitaire. En effet, l’élimination spontanée de 

l’infection par le VHC est associée à une expansion des TH17. A l’opposé, chez les sujets 

chroniques, l’absence d’expansion des TH17 conduit à une diminution de la survie et de la 

fonction des T CD8 spécifiques du VHC. De plus, la présence accrue de TREG non 

seulement inhibe davantage l’expansion des TH17, mais aussi conduit à la mort par apoptose 

des T CD4 et CD8 exprimant TIM-3 via la production du liguant de ce récepteur inhibiteur, 

Gal-9 (260). 

 

1.6.2.2.2. CD4 folliculaires auxiliaires : Régulateurs de la 

réponse humorale 
 

 Bien que le contrôle immunitaire de l’infection ait été initialement attribué à la 

réponse immunitaire des cellules T spécifiques du VHC, l’immunité humorale semble 

également y contribuer. En effet, des études ont démontré que la production de nAbs est 

corrélée avec le contrôle viral de l’infection (261, 262). Les lymphocytes T CD4 

folliculaires auxiliaires (TFH, de l’Anglais follicular helper T cells) ont un rôle crucial dans 

l’initiation de la réponse humorale. En effet, les TFH permettent la génération de cellules 

sécrétrices d’anticorps anti-VHC (ASC, de l’anglais antibody secreting cells) et de 

lymphocytes B mémoires (LBM) spécifiques du VHC suite à la réaction du CG au niveau 

des organes lymphoïdes secondaires (OLII) (Figure 9).  

Les TFH expriment à leur surface le récepteur de chémokine CXCR5 (chemokine C-

X-C motif receptor 5). CXCR5 lie CXCL13, une chémokine principalement produite par 

les CD folliculaires, permettant aux TFH de migrer vers les follicules des cellules B. Les 

TFH expriment également les marqueurs d’activation CD69, HLA-DR et PD1, les 

molécules co-stimulatrices CD40L et ICOS, ainsi que le facteur de transcription bcl-6 (263, 

264).  
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La différenciation des lymphocytes B résultent des interactions TFH|B suivantes: 

TCR|CMH-II, ICOS|ICOS-L, PD1|PD1L1, CD40L|CD40, ainsi que via la production 

d’IL21 par les TFH (265). Chez l’Homme, les TFH présents dans les CG sont difficiles à 

étudier de par leur localisation, cependant une sous-population analogue circule dans le 

sang périphérique et correspond en un versant mémoire des TFH appelé cTFH (de l’anglais, 

circulating TFH). Bien qu’il existe des différences entre ces deux populations analogues, 

Locci et al. ont identifié un profil transcriptionnel partagé entre les TFH isolés des 

amygdales et les cTFH (266). De plus, l’étude des répertoires de TCR a révélé une relation 

clonale entre ces deux populations (267). Par conséquent, l’activité des cTFH est le reflet 

direct de la différentiation et l’activité des TFH au niveau des OLII.  

A ce jour, un nombre limité d’études ont caractérisé la fonction des cTFH au cours 

de l’infection par le VHC. Au cours de la phase aigüe, la fréquence des cTFH activés 

(ICOS+) spécifiques du VHC a été corrélée positivement à la production d’anticorps anti-

NS4 (246). Les cTFH peuvent être divisés en trois sous-populations basées sur l’expression 

des récepteurs de chimiokines CXCR3 et CCR6 (C-C Motif Chemokine Receptor 6): cTFH1 

(CXCR3+ CCR6-); cTFH2 (CXCR3- CCR6-); cTFH17 (CXCR3- CCR6+) (268). Raziorrouh 

et al., ainsi que notre équipe, ont récemment démontré que la fréquence des cTFH ICOS+ 

CXCR3+ corrèlent avec la production de nAbs, chez les sujets ayant résolu l’infection 

(269). Ces résultats suggèrent l’importance de l’activation précoce des cTFH1 pour 

l’activation et l’expansion rapide des lymphocytes B spécifiques du VHC et la production 

de nAbs qui en résulte (246, 269).  

La fréquence des cTFH chez les sujets infectés chroniquement est moins clair 

puisqu’elle a été reportée comme étant soit inchangée (270), augmentée (271) ou encore 

diminuée (272, 273). Toutefois les cellules TFH s’accumulent au niveau du foie où elles 

pourraient contribuer à la formation de structures lymphoïdes tertiaires de type CG (246, 

272, 274). Les nAbs anti-VHC augmentent à mesure que l’infection progresse, suggérant 

un rôle important des TFH au cours de l’infection chronique (261, 270).  
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Figure 10 | La réaction du centre germinatif (Adapté de Koutsakos et al. (275)).  

Au niveau des OLII, les CD présentent des antigènes du VHC via les CMH-II aux T CD4 

qui, sous le bon environnement polarisant, se différencient en TFH. (1) Au niveau de la zone 

B, les lymphocytes B naïves ou mémoires, pré-activés par l’antigène, l’internalisent et le 

présentent via CMH-II aux TFH. (2) L’interaction B|TFH entraine la différenciation des 

lymphocytes B en ASC de courte durée de vie ou en leurs entrées dans la réaction du CG. 

(3) L’entrée dans la réaction du CG, au niveau de la zone sombre, permet la prolifération, 

la commutation de classe isotypique, ainsi que la diversification de leurs séquences BCR 

via SMH des lymphocytes B. (4) Au niveau de la zone clair du CG, les différents clones 

de cellules B entrent en compétition pour l’antigène présenté par les CD folliculaires 

(CDF). Les clones de plus haute affinité capturent l’antigène et le présentent via CMHII 

aux TFH afin de recevoir une aide supplémentaire. Cette nouvelle interaction B|TFH  entraine 

soit (5) une réentrée dans une réaction du CG ou (6) une différenciation en lymphocytes B 

mémoires, qui seront en circulation ou dans les OLII, ou en plasmablastes qui migrent vers 

la moelle osseuse pour se différencier en plasmocytes de longue durée de vie et fournir une 

mémoire sérologique.  
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L’activité des TFH est régulée par les T CD4 folliculaires régulateurs (TFR). Les TFR 

peuvent supprimer les réactions du CG en agissant sur les interactions TFH|B, et ce, afin de 

prévenir une suractivation de l’immunité humorale. Un mauvais contrôle des réactions du 

CG peut aboutir à une augmentation des nAbs, ainsi qu’à l’émergence de maladies auto-

immunes (276). Une étude réalisée par Cobb et al. a observée une accumulation des 

CD25+Foxp3+ TFR au niveau du foie chez des sujets infectés chroniques (277). Cette 

accumulation jouerait un rôle important dans la suppression de la réponse immunitaire 

médiée par les TFH contre le VHC au niveau du foie.  

 Puisque la très grande majorité de ces études a été effectuée à partir des TFH totaux, 

nos connaissances sur la régulation des TFH spécifiques du VHC au cours de l’infection 

restent limitées. Une compréhension plus approfondie est cruciale pour le développement 

d’une stratégie vaccinale conçue pour induire une excellente réponse nAbs (voir section 

6.2.).   

1.6.2.2.3. Les CD4 cytotoxiques  

 En plus de leur rôle dans la régulation de la réponse des lymphocytes B et T CD8, 

les T CD4 peuvent également se différencier en cellules cytotoxiques (CD4 CTL). Après 

reconnaissance des cellules infectées via les CMH de classe II, les CD4 CTL exercent leur 

activité cytolytique à la fois par leur capacité à produire du granzyme B et de la perforine, 

ainsi que par interaction avec FAS (CD95) (278, 279). Au même titre que les lymphocytes 

T CD8, les facteurs de transcription T-bet et Eomesodermin semblent également réguler la 

cytotoxicité des CD4 CTL. Du fait que T-bet est le facteur de transcription maitre des 

cellules TH1, la grande majorité des CD4 CTL dériveraient principalement de cette lignée 

(280, 281). Des lymphocytes T CD4 présentant une activité cytolytique ont été détectés 

chez des sujets au cours d’une infection chronique par le VHC et ce, à une fréquence plus 

élevée que chez des individus sains, mais moindre en comparaison de sujets infectés par le 

VIH (282). L’identification de mutations d’échappement au niveau des épitopes reconnus 

par les T CD4 soutient l’hypothèse que ces cellules peuvent appliquer directement une 

pression immunitaire grâce à la capacité des CD4 CTL à cibler les cellules infectées (283). 

La sélection des mutations virales par le VHC conduisant à l’évasion de la reconnaissance 

immunitaire par les T CD4 pourrait contribuer à l’établissement d’une infection chronique.  
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1.6.2.3. Infection chronique: Mécanismes d’échappements viraux 

 

L’établissement d’une infection chronique dans 75% des cas souligne la capacité 

du VHC à échapper à la réponse immunitaire de l’hôte. Outre la disparition des T CD4 

auxiliaires spécifiques du VHC, la production de cytokines immunomodulatrices par les 

TREG, l’épuisement des lymphocytes T et l’échappement viral sont deux mécanismes clés 

contribuant à l’établissement d’une infection chronique.  

 L’émergence de mutations d’échappement virales est définie par une ou plusieurs 

substitutions d’acides aminés au niveau des épitopes viraux reconnus par les T CD8 

spécifiques du VHC (284). L’apparition de ces mutations induit une diminution de la 

reconnaissance de ces épitopes et permet ainsi au virus d’échapper à la pression des 

lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC (285, 286). Les mutations d’échappements viraux 

apparaissent tôt au cours de la phase aigüe et participent à l’établissement d’une infection 

chronique (287, 288). Ces mutations ont été observées auprès de 50 à 70% des épitopes 

viraux ciblés par les T CD8 spécifiques du VHC chez les sujets présentant une infection 

chronique (287, 289). Elles peuvent être localisées à différentes positions : 1) Au niveau 

du site de liaison de l’épitope aux molécules HLA (de l’anglais, human leukocyte antigen) 

de classe I résultant en une diminution ou abolissement de l’affinité de fixation; 2) Au 

niveau des résidus impliqués dans le contact épitope-TCR (290) ou 3) Au niveau de la 

région flanquante de l’épitope virale résultant en un traitement protéasomal altéré des 

épitopes du VHC (291-293). Certaines mutations d’échappements peuvent entrainer une 

réduction de la capacité réplicative du virus (de l’anglais, fitness cost) (294-296). Dans ces 

cas-là, le virus peut revenir au type dit naturel ou sauvage (de l’anglais, wild type) en cas 

de transmission à un nouvel hôte négatif pour l’allèle HLA de classe I restrictif (292). 

D’autres études ont démontré l’apparition de mutations d’échappements conjointement à 

des mutations compensatoires afin de préserver la capacité réplicative du virus (297-299). 

Plusieurs études ont également reporté la présence de mutations d’échappements 

identiques chez des patients positifs pour le même allèle HLA de classe I restrictif, et non 

présent chez des sujets négatifs pour cet allèle, définissant un mécanisme appelé empreinte 

HLA de classe I (300-306).  
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Dans le cas de HLA-A*01, Neumann-Haefelin et al. ont démontré une accumulation d’un 

variant d’échappement viral associé à un faible coût de fitness virale, remplaçant ainsi le 

variant sauvage et devenant ainsi la séquence consensus dominante (307). Comme 

susmentionné, les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC reconnaissant le variant 

sauvage qui a muté (CD8-ML) gardent une certaine capacité proliférative et effectrice (220, 

223). Des études évaluant la réponse immunitaire spécifique du VHC auprès de femmes 

infectées chroniques avant et après accouchement soutiennent cette hypothèse (308, 309). 

En effet, Honegger et al. ont démontré que lorsque la pression des T CD8 est atténuée au 

cours de la grossesse, le virus mute cette fois-ci vers la séquence sauvage permettant aux 

T CD8 spécifiques du VHC d’émettre à nouveau une pression sélective après 

accouchement, résultant en un contrôle de la charge virale (308). Une étude récente a 

démontré que les femmes pouvant contrôler la virémie après accouchement, versus celles 

qui ne le peuvent pas, ont une fréquence élevée de lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC 

au profil Th1 (i.e. produisant IFNg et IL-2) trois mois post-partum (309). L’ensemble de 

ces résultats suggérerait que les T CD4 permettraient le contrôle viral via une aide apportée 

au T CD8 spécifique du VHC.   

 

A l’opposé des T CD8, nos connaissances sur l’existence de mutations 

d’échappements au niveau des épitopes reconnus par les lymphocytes T CD4 spécifiques 

du VHC restent encore limitées.  

Chez le modèle murin d’infection par le LCMV, Ciurea et al. ont démontré une 

association entre la présence de mutations d’échappements au niveau des épitopes reconnus 

par les T CD4 et la persistance virale (310). Cependant, dans le cas d’une infection par le 

VHC, les résultats sont contradictoires. En effet, certaines études ont reporté un lien entre 

l’altération de la réponse CD4 et la présence de mutations d’échappements chez des sujets 

infectés par le VHC (283, 311, 312). A l’inverse, d’autres études ont reporté l’absence de 

mutations d’échappements au niveau des épitopes reconnus par les T CD4 auprès de la 

majorité des sujets infectés par le VHC, suggérant que ce mécanisme semble rare (313, 

314). Fuller et al. ont comparé la fréquence des mutations d’échappements parmi les 

épitopes du VHC restreints au CMH de classe I versus classe II chez le modèle chimpanzé 

d’infection par le VHC (315).  
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Cette étude a reporté des mutations auprès de 75% versus 18% des épitopes des 

lymphocytes T CD8 et CD4 respectivement, suggérant que les derniers sont relativement 

stables et que d’autres mécanismes seraient à l’origine de l’échec de la réponse T CD4 

spécifique du VHC chez les sujets chroniques (315). Parce qu’il n’existe pas à ce jour de 

consensus concernant le rôle et l’impact des mutations d’échappements dans les épitopes 

des T CD4 spécifiques du VHC, des recherches supplémentaires restent nécessaires afin 

d’approfondir nos connaissances sur cet aspect de la réponse immunitaire antivirale.  

 

1.6.2.4. Facteurs génétiques de l’hôte associés à la clairance spontanées 

de l’infection - Immunité cellulaire 

 

 Une réponse des lymphocytes T spécifiques du VHC robuste est liée aux facteurs 

génétiques de l’hôte. En effet, différentes molécules HLA de classe I et II ont été associées 

à une résolution spontanée de l’infection par le VHC (316-321).  

Parmi les molécules HLA de classe I, HLA-A*03 (297), HLA-B*15 (322), HLA-B*27 

(294, 298, 318, 323-327) et HLA-B*57 (299, 320) ont été associées à une résolution 

spontanée et portent les épitopes immunodominants issues des protéines virales NS3 

(HLA-A*03) et NS5B (HLA-B*15, HLA-B*27 et HLA-B*57). Dans le cas d’une infection 

par le VIH, HLA-B*27 et HLA-B*57 ont également été associées à un meilleur contrôle 

viral (328, 329). Étudié en détail dans la littérature scientifique, le rôle protecteur de HLA-

B*27 a été lié à un apprêtement (de l’anglais  processing ) de l’antigène viral rapide et à 

une incapacité du VHC de sélectionner des mutations d’échappements viraux en raison de 

leur impact délétère sur la capacité réplicative du virus (294, 325, 326). Les sujets 

développant une infection chronique par le VHC malgré l’expression de HLA-B*27 

présentent de multiples mutations d’échappements au niveau de l’épitope reconnu par les 

lymphocytes T CD8 (294, 297). Ce schéma complexe d’évolution virale est nécessaire pour 

l’abolissement complet de la reconnaissance de l’épitope virale par les lymphocytes T CD8 

présentant une flexibilité (i.e. pouvant reconnaitre plusieurs variants d’un même épitope). 

Le taux élevé de clairance associé à HLA-B*27 pourrait donc être expliqué par une 

élimination de l’infection avant l’apparition de ce schéma complexe de mutations virales.  
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Cependant, il a été démontré que la protection associée aux molécules HLA de classe I est 

restreinte à certains génotypes et sous-types, telle qu’une protection contre les génotypes 

1a et 1b, et non 3a, dans le cas de la molécule HLA-B*27 (324), ou encore le génotype 1a 

et non 1b dans le cas de HLA-B*57 (320). Cibler les lymphocytes T CD8 spécifiques de 

ces épitopes immunodominants représente un objectif important pour une stratégie 

vaccinale efficace.  

Parmi les molécules HLA de classe II, plusieurs études menées auprès de 

différentes populations à travers le monde ont identifié HLA-DRB1*0101, HLA-

DRB1*1101 et HLA-DQB1*0301 comme étant associé à une clairance spontanée de 

l’infection (330). Cependant, des variations selon l’origine ethnique ont été reportées. Par 

exemple, HLA-DRB1*0701 a été à la fois associé à une persistance virale dans les 

populations Européennes (331) et à une clairance virale auprès d’une cohorte thaïlandaise 

(332). Bien que certains allèles HLA de classe II aient été associés à une résolution 

spontanée de l’infection, des études supplémentaires restent nécessaires pour déterminer 

leurs rôles et impact sur la réponse immunitaire au cours de l’infection par le VHC.   

 

1.6.3. Immunité humorale  

1.6.3.1. Cinétique et importance dans le contrôle de l’infection par le 

VHC  

Bien que l’ARN virale soit détectable dans le sang entre une à trois semaines 

suivant le début de l’infection, la séroconversion (i.e. présence d’anticorps anti-VHC) n’est 

observée qu’à partir de huit semaines environ (284, 333). Le rôle de la réponse humorale 

dans la résolution spontannée de l’infection par le VHC a longtemps été considéré comme 

mineur.  

Bien que la présence d’anticorps capables de neutraliser l’infection par le VHC 

(nAbs) en ciblant les gpE1|E2 ait été décrite pour la première fois chez le modèle 

chimpanzé (334), leur génération n’a pas toujours été associée à une résolution spontanée 

(335, 336). Chez l’humain, une étude a reporté une réponse anticorps retardée, de titre 

faible, qui devient rapidement non détectable après élimination spontanée de l’infection 

(337).  
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De plus, plusieurs études ont rapporté une clairance à médiation cellulaire chez des sujets 

séronégatifs, suggérant que les nAbs ne sont pas nécessaires à l’élimination spontanée de 

l’infection (338-340).  

A l’opposé, plusieurs études ces dernières années ont démontré une association 

entre l’apparition précoce des nAbs au cours de la phase aiguë de l’infection et la résolution 

spontanée (261, 262, 341-345). Une meilleure compréhension de l’implication de la 

réponse humorale au cours de l’infection par le VHC a été rendue possible grâce au 

développement d’outils appropriés pour la mesure des niveaux de nAbs. Les premières 

études sur la neutralisation des anticorps ont été limitées à l’utilisation d’un nombre 

restreints de séquences de références du VHC, résultant en une sous-évaluation de la 

réponse nAbs (108, 109). Le développement d’une banque de VHCpp constituée de 19 

séquences génétiquement distinctes représentant la variabilité naturelle des gE1|E2 du 

génotype 1 observés chez des sujets (i.e. sujet-spécifique; autologue), a permis de souligner 

l’impact des nAbs, au cours de l’infection aiguë, sur l’évolution de la séquence HVR-1 de 

gE2 (341). L’utilisation de cette même banque de VHCpp a démontré une association entre 

la résolution spontanée et l’ampleur de la réponse nAbs générée tôt au cours de l’infection 

(262). Cette apparition des nAbs à des moments plus précoces en comparaison des 

infections chroniques n’est plus détectable dans le plasma des sujets après élimination de 

l’infection, suggérant une action rapide et de courte durée de la réponse humorale (261, 

262, 341-343). Une étude récente a démontré que les nAbs générés dans les 100 jours 

suivant le début de l’infection virale ont une capacité de neutralisation étroite, dirigée 

contre le virus fondateur (343). Deux autres études ont démontré la capacité des nAbs à 

exercer une pression sélective sur les quasi-espèces en circulation conduisant à 

l’émergence de mutations d’échappements compromettant la capacité réplicative du VHC, 

contribuant ainsi à son élimination (344, 345). De plus, des nAbs cross-réactifs (bnAbs; 

i.e. définie comme la capacité de neutraliser différents variants génétiquement divers du 

VHC en ciblant des épitopes relativement conservés de gpE1|E2) ont également été isolés 

et pourraient protéger contre des infections hétérologues (346-349).  L’apparition des nAbs 

est retardé chez les sujets (312, 341) et chimpanzés (350) développant une infection 

chronique, bien après la phase aigüe de l’infection.  



 45 

Des bnAbs ont également été isolés à partir de plasma de sujets infectés chroniques (346-

348). Bien que ces bnAbs ne permettent pas l’élimination de l’infection, ils ont été associés 

à un risque moindre de développer une fibrose hépatique (351). De plus, des patients 

présentant une hypogammaglobulinémie, défini par un taux d’anticorps très faible, ont une 

progression des maladies hépatiques rapide et sévère, suggérant un possible rôle protecteur 

des nAbs lors d’une infection chronique par le VHC (352). Le maintien des nAbs dans le 

temps semble nécessiter une stimulation continue des LBM spécifiques de gE2. En effet, 

la fréquence des cellules sécrétant des anticorps spécifiques de gE2 augmente à mesure que 

l’infection progresse vers la chronicité, coïncidant avec une augmentation des nAbs dans 

le plasma des sujets chroniques (270, 353-355). Le séquençage des bnAbs isolés à partir 

du plasma de sujets ayant résolu l’infection de façon spontanée a révélé que leurs 

générations nécessitent peu d’hypermutation somatique (270, 356). En effet, ces bnAbs 

partagent >92% et >96% d’identité avec la chaine lourde et légère de la lignée germinale, 

respectivement, versus 86% d’identité (chaine lourde) pour un bnAb isolé chez un patient 

chronique (356). Ces bnAbs ciblent principalement la région antigénique 3 (AR3) de gE2 

et ont la particularité commune d’utiliser le segment VH1-69 (270, 349, 357, 358). La 

présence de nAbs utilisant ce même gène a également été observé dans le contexte d’autres 

infections virales dont l’influenza et le VIH (359). Une étude récente de notre laboratoire 

confirme la présence de VH1-69+ LBM gE2-spécifique indépendamment de l’issue de 

l’infection, cependant un enrichissement de VH3-23+ LBM gE2-spécifique a également été 

observé (270). Leur rôle dans le cadre d’une infection par le VHC reste à être caractérisé. 

Toutefois, les anticorps VH3-23+ neutralisent et protègent contre les infections par les 

flavivirus Dengue et Zika (360). Une caractérisation plus approfondie de la structure des 

bnAbs a montré que leur capacité d’interaction aux épitopes conservés de gE2 provient 

d’une longue région CDRH3 (entre 18 à 22 résidus) formant une structure d’épingle à 

cheveux b stabilisée par un pont disulfure (361, 362). Ces résultats ont une importance 

cruciale dans le design d’une stratégie vaccinale favorisant l’expansion des bnAbs chez 

l’homme.  
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La capacité de neutralisation des bnAbs était jusqu’à présent évaluée grâce à 

l’utilisation de panel de VHCpp présentant des séquences consensus de gpE1|E2 de 

différents génotypes ou variant intra génotypique du VHC propre à chaque laboratoire, 

rendant la comparaison des résultats entres les différentes études difficiles. L’équipe du Dr. 

Bailey a récemment développé une librairie de 15 VHCpp de référence antigénétiquement 

divers couvrant à la fois les 6 principaux génotypes (gt1a à gt6a) et 4 niveaux de sensibilité 

à la neutralisation (363). Ce panel peut à présent être utilisé comme standard de mesure de 

la largesse de la neutralisation des anticorps au cours des infections naturelles et aprés 

vaccination.  

 

1.6.3.2. Mécanismes d’échappements de l’immunité humorale 

 Les nAbs ont pour cible majeure l’entrée virale au sein des hépatocytes. Cette 

neutralisation peut s’opérer à plusieurs niveaux : 1) empêcher l’attachement des virions à 

la cellule hépatique; 2) empêcher les interactions entre les particules virales et les facteurs 

d’entrée; 3) interférer avec la fusion virale (364). L’échappement de la réponse humorale 

par le VHC est possible grâce à de multiples stratégies.  

L’épitope immunodominant HVR1 de la glycoprotéine E2, cible principale des 

nAbs (61, 365, 366), joue un rôle important dans l’échappement de la réponse humorale 

par le VHC. En effet, HVR1 mute à un taux élevé permettant une évasion continue de la 

réponse humorale, ainsi que la sélection de variants viraux hautement résistants à la 

neutralisation par les nAbs (312, 366, 367). Cette évolution de HVR1 façonnée par la 

pression des nAbs a été démontrée lorsque l’infection progresse vers la chronicité. A 

l’opposé, l’élimination spontanée de l’infection a été associée à une stase évolutive de la 

population quasi-espèce (100, 368). De plus, HVR1 élicite la production d’anticorps non-

neutralisants qui masquerait la face neutralisante et protègerait le VHC de la liaison des 

nAbs (369). HVR1 agirait également comme un bouclier contre les nAbs en masquant les 

épitopes conservés et sites de liaison à CD81 situés au cœur de gE2. En effet, la suppression 

de HVR1 augmente de façon significative la sensibilité du VHC à la neutralisation par des 

anticorps monoclonaux et polyclonaux (i.e. sérum de patients) (370, 371).  
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 Les N-glycosylations de gE2 agiraient également tel un bouclier protecteur contre 

la reconnaissance par les nAbs. En effet, E2 contient 11 sites de N-glycosylation qui sont 

hautement conservés à travers les différents génotypes et leurs suppressions augmentent la 

sensibilité du VHC aux nAbs, confirmant qu’ils agissent par encombrement stérique sur 

les nAbs (372, 373). 

 L’association du VHC avec les lipoprotéines à haute densité de l’hôte faciliterait 

l’entrée virale via l’interaction avec le récepteur SR-BI, limitant ainsi l’exposition des 

virions aux nAbs (374, 375). Par ailleurs, la présence d’apoE autours des virions matures 

masquerait et protégerait la gE2 des nAbs (376).  

 Grâce à l’utilisation du système VHCcc, une étude récente a démontré la production 

d’exosomes recouvertes de gE2 par les cellules infectées in vitro.  

Ces exosomes agiraient tels un leurre, interagissant avec les nAbs et diminuant ainsi leur 

disponibilité pour cibler les gpE2 à la surface des virions (377).  

 Une autre étude a récemment démontré que l’immunité innée, via les protéines 

transmembranaires induites par l’interféron (IFITM), peut également jouer un rôle 

important. En effet, l’échappement de la réponse humorale par le VHC a été associé à la 

résistance aux IFITM, des protéines limitant l’entrée de nombreux virus enveloppés, 

incluant le VHC, dans les cellules hôtes (378).  

 Finalement, le VHC échapperait à la réponse humorale grâce à sa capacité 

d’infecter les hépatocytes via une transmission de cellule à cellule facilitée par les 

récepteurs EGFR, CLDN1, OCLN et SR-BI (379-381). 

 

 

1.7. Réinfection et immunité protectrice à long terme contre le VHC 

 

1.7.1. Étude de la réinfection chez le modèle chimpanzé  

 

 Les chimpanzés ayant résolu spontanément une première infection peuvent être 

réinfectés par une souche homologue ou hétérologue du VHC (135, 382-387). Par 

conséquent, l’élimination spontanée d’une première infection ne protège pas complètement 

contre l’établissement d’une réinfection.  
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Bien qu’aucune immunité stérilisante n’ait été observée, une résolution spontanée des 

réinfections par une souche homologue ou hétérologue du VHC a été caractérisée par un 

niveau et une durée de virémie nettement réduits dans la majorité des études (135, 383, 

384, 386-388), excepté une (389). Ces résultats suggèrent la présence d’une immunité 

protectrice induite après résolution spontanée d’une première infection. Les chimpanzés 

qui résolvent spontanément une infection primaire par le VHC développent des 

lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires à longue durée de vie détectables dans le sang 

périphérique et le foie sept ans après l’élimination du virus (135). Le rôle central des 

lymphocytes T CD4 mémoires a été démontré par déplétion médiée par des anticorps chez 

deux chimpanzés ayant initialement résolu une première infection par la souche 1a du 

VHC. En effet, la déplétion des lymphocytes T CD4 mémoires a résulté en une virémie 

persistante, de faible niveau, après réinfection par une souche homologue du VHC, malgré 

la présence de lymphocytes T CD8 mémoires intra-hépatiques fonctionnels (134). En 

l’absence d’une aide adéquate des lymphocytes T CD4, le contrôle partiel de la réinfection 

par les lymphocytes T CD8 mémoires a été caractérisé par l’émergence de mutations au 

niveau des épitopes restreints au CMH-I et une persistance virale après plus d’un an de 

suivi (134). Par une approche similaire, la déplétion des lymphocytes T CD8 mémoires, 

avant une troisième infection, a entrainé un retard significatif du contrôle de la virémie, et 

ce, malgré la présence des lymphocytes T auxiliaires CD4 mémoires. Le contrôle de la 

virémie a coïncidé avec la réapparition de lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC dans 

le foie (135). En comparaison avec la première infection chez les mêmes chimpanzés, les 

lymphocytes CD4 et CD8 produisant de l’IFNg ont été détectés plus tôt et à une fréquence 

plus élevée après réexposition virale (134, 135, 383, 384, 386, 388). De plus, la hiérarchie 

des épitopes dominants reconnus par les lymphocytes T CD4 a été conservée après 

réexposition par une souche homologue du VHC, et ce 7 ans après l’élimination d’une 

première infection (136). Cette réponse protectrice a été caractérisée par l’expansion de 

clonotypes possédant une plus grande avidité et activité antivirale, détectables à la fois dans 

le sang périphérique mais aussi, et à une plus grande fréquence, dans le foie (390, 391).  
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A l’opposé, une virémie persistante après réexposition caractérisée par l’émergence de 

mutations d’échappement a été associé à une diversité des répertoires de TCR réduite 

(390). L’immunité innée joue également un rôle dans l’immunité protectrice au cours d’une 

réinfection par une souche hétérologue du VHC. En effet, la résolution de la réinfection 

chez un chimpanzé sur deux a été associée à une expression intra-hépatique plus importante 

des gènes CD8, CD56, IFN de type I et II, et d’ISG, peu de temps après inoculation et ce, 

en l’absence de nAbs (392).  

Dans l’ensemble, les expériences effectuées chez le modèle chimpanzé ont pu 

démontrer le rôle crucial des lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires dans la protection 

contre les réinfections. A l’opposé, les nAbs semblent ne pas être nécessaires, ni suffisants 

dans l’établissement d’une immunité protectrice à long terme chez le chimpanzé (134, 135, 

392).  

 

1.7.2. Étude de la réinfection chez l’Homme 

 

 Une cohorte de femmes ayant été exposées accidentellement à une même souche 

du VHC de génotype 1b ont développé des lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires à longue 

durée de vie détectables dans le sang périphérique 18 à 20 ans après l’élimination du virus. 

Les anticorps anti-VHC circulants ont été, quant à eux, indétectables (155). Des individus 

exposés à des doses subcliniques en milieu domestique (393), professionnel (394, 395), ou 

via l’utilisation de drogues par voie intraveineuse (396), mais non infectés et en absence 

d’anticorps anti-VHC, ont également développé des lymphocytes T CD4 et CD8 

spécifiques du VHC. La caractérisation phénotypique des lymphocytes T CD4 spécifiques 

du VHC ont démontré que ces derniers exprimaient les marqueurs de surface 

caractéristiques des cellules mémoire centrale (TCM : CCR7+ CD45RA- CD127+) (397). 

Consistant avec un profil de cellules T CD8 mémoires à longue durée de vie (398), les 

lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC générés après élimination du virus sont 

caractérisés par l’expression accrue de CD127 et Bcl-2 (399-401), ainsi que l’expression 

diminuée de KLRG1 (402). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer le maintien pendant 

des périodes prolongées des lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du VHC.  
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De façon générale, les T CD8 mémoires expriment des facteurs de transcription qui 

favorisent leur maintenance et auto-renouvellement. Le facteur de transcription FOXO1, 

par exemple, promeut l’expression de gènes pro-mémoire et pro-survie tels que IL7R, 

BCL2, SELL, CCR7, et TCF7 (403, 404). De manière antigène-indépendante, les cytokines 

de la famille g qui sont IL-7, IL-15 et IL-21, favorisent la survie et la prolifération 

homéostatique basale des lymphocytes T mémoires (405-407). De plus, certaines études 

ont démontré qu’une quantité minime d’ARN du VHC est maintenue pendant une période 

prolongée après élimination de l’infection, suggérant qu’une restimulation périodique des 

lymphocytes T mémoires spécifiques du VHC pourrait également contribuer à leur 

maintien (408-410). Enfin, la présence de lymphocyte T CD4 et CD8 spécifique d’épitopes 

viraux chez des sujets non-exposés indique qu’une restimulation périodique par des 

antigènes viraux cross-réactifs permettrait également le maintien dans le temps des 

lymphocytes T mémoires (235, 411, 412).  

 Les individus ayant résolu une première infection par le VHC peuvent être 

réinfectés (413-416). Plusieurs études ont démontré que les UDI qui ont spontanément 

résolu une première infection sont moins susceptibles d’être réinfectés et développer une 

virémie persistante en comparaison de leurs homologues séronégatifs (385, 415, 417). 

Cependant, une autre étude a démontré le contraire, avec un taux d’infection plus élevé 

chez les IDU ayant résolu une première infection et un risque équivalent de développer une 

virémie persistante en comparaison des IDU naïfs (418). Une étude menée au Canada par 

Grebely et al. a démontré que le taux de infection chez les UDI ayant résolu une première 

infection était 4 fois moindre en comparaison de ceux précédemment non infectés. Cette 

même étude a démontré que le taux d’incidence des réinfections reporté dans la littérature 

étaient inconsistant en raison d’un intervalle de tests d’ARN viral différents (419). En effet, 

certaines réinfections résolues très rapidement pourraient avoir était manquées lorsque 

l’intervalle entre deux tests d’ARN était plus important. Plusieurs facteurs permettent 

d’expliquer un risque de réinfection et de virémie persistante moindre. Outre la présence 

des lymphocytes T CD4 et CD8 mémoires, certains facteurs relatifs à l’hôte tels que le 

sexe, l’âge et le génotype IFNL3 (CC), sont associés à une résolution spontanée après 

réinfection (419, 420).  
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Finalement, des interventions mises en place, telle que le programme d’échange de 

seringues, afin de conseiller et éduquer les UDI sur les risques d’infection par le VHC 

peuvent également avoir un impact (421, 422).  

En effet, il est possible que les UDI ayant été déjà infectés, prennent plus précaution lors 

du partage de leur matériel d’injection, diminuant ainsi le risque de réinfection. 

 Osburn et al. ont été les premiers à étudier la réponse immunitaire au cours de la 

réinfection par le VHC chez les UDI ayant éliminé spontanément une première infection 

(416). Les cas de réinfections ont été délimités par deux paramètres : un minimum de 60 

jours entre deux infections et l’identification d’une nouvelle infection distincte de la 

précédente par analyse des séquences Core-E1. Parmi les 22 UDI sélectionnés, 50% ont 

été réinfectés, parmi lesquels 83% ont éliminé spontanément la deuxième infection. Cette 

résolution fut caractérisée par un niveau et une durée de virémie nettement réduits en 

comparaison de la première infection, ainsi qu’à une réponse immunitaire cellulaire élargie 

(i.e. ciblant plus d’épitopes), et pour 60% des cas, à la génération de nAbs (416). Consistant 

avec les résultats observés chez le modèle chimpanzé, ces résultats ont démontré qu’une 

première infection résolue influence non seulement l’issue de la suivante, mais également 

sa cinétique (Figure 10A). Par conséquent, il existe une immunité protectrice naturelle 

dans le modèle humain de réinfection par le VHC. 

Notre laboratoire a entrepris la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des 

lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du VHC, avant et au cours de la réinfection, chez 

les UDI ayant éliminé deux infections consécutives versus ceux qui ont développé une 

infection chronique après réexposition virale (423). L'immunité protectrice a été associée 

à la prolifération des lymphocytes T CD4 et CD8 mémoire polyfonctionnelle. Avant 

réinfection, les T CD8 CD127hi mémoire VHC-spécifique ont été détectés dans les deux 

groupes, mais seuls les résolveurs spontanés ont développé les lymphocytes T mémoire 

polyfonctionnelle aux côtés des lymphocytes T mémoire effecteur CD127lo, tous deux 

exprimant de faibles niveaux de PD-1. A l’opposé, les cellules T mémoire préexistantes de 

patients infectés de façon chronique avaient non seulement une expansion confinée en 

raison de la non-reconnaissance des variants viraux, mais exprimaient également des 

niveaux variables de PD-1 (Figure 10B). 
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Figure 11 | Modèle hypothétique de réponse immunitaire protectrice et non-

protectrice en réponse à une réinfection par le VHC (Adapté de Abdel-Hakeem et al. 

(211)). Après élimination spontanée d’une première infection, les lymphocytes T CD4 et 

CD8 mémoires sont maintenus via l’action des cytokines homéostatiques IL-7, IL-15 et IL-

21. (A) La résolution d’une réinfection est caractérisée par une magnitude et une durée de 

virémie plus courte, ainsi qu’une expansion rapide des lymphocytes T mémoires. (B) A 

l’opposé, une virémie persistante après réinfection est caractérisée par une expansion 

limitée des lymphocytes T mémoires ainsi que par l’émergence de mutations 

d’échappement. D’autres facteurs encore peu caractérisés tels que l’absence de nAbs, 

certains facteurs génétiques de l’hôte ou encore une expansion des Tregs pourraient jouer 

un rôle important dans la persistance de la réinfection.  
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 Dans l'ensemble, l’étude a démontré que l'immunité protectrice résulte de plusieurs 

facteurs dont la magnitude, le spectre et la qualité de la réponse des lymphocytes T 

mémoire VHC- spécifiques (423). Une analyse approfondie du répertoire des TCR chez 

ces mêmes patients a révélé que les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC en expansion 

après réinfection provenaient quasi-exclusivement du répertoire de lymphocytes T 

mémoire préexistant (424). La protection contre une virémie persistante a été associée à un 

répertoire des TCR plus restreint en pré-réinfection. Post-réinfection, ces répertoires sont 

devenus plus focalisés, avec l’expansion préférentielle de clonotypes présentant une plus 

grande avidité fonctionnelle et une polyfonctionnalité (424).  

 La protection contre l’établissement d’une infection chronique a également été 

associée à la génération de nAbs cross-réactifs (358, 416). Une étude récente par Merat et 

al. a caractérisé la présence de nAbs chez les UDI capables d’éliminer de multiples 

réinfections. L’étude a démontré que la majorité des nAbs cross-réactifs contre au moins 3 

génotypes ciblent principalement la partie AR3 de la glycoprotéine E2. De plus, les LBM 

exprimant des nAbs cross-réactifs ont été détectés dans le sang périphérique jusqu’à 25 ans 

après l’élimination spontanée d’une première infection (358, 425). Bien que la présence de 

nAbs ait été reportée, des études supplémentaires restent nécessaires afin de déterminer 

l’importance de la réponse humorale au cours de la clairance d’une réinfection. 

 

1.8. Vaccin contre le VHC 

 

1.8.1. Élimination du VHC: Défis à relever à l’ère des AAD  

 

Un changement de paradigme s’est opéré pour le traitement des infections par le 

VHC avec l’introduction des AAD. Ce succès conduit l’OMS a adopter une stratégie 

mondiale d’élimination des hépatites virales (VHB et VHC) d’ici 2030 (6). Il existe 

toutefois plusieurs défis associés à la réussite de cette stratégie d’élimination.  

L’ambitieux objectif fixé par l’OMS nécessite la mise en place d’une stratégie 

permettant un taux annuel de guérison induite par les AAD considérablement supérieure 

au taux de nouvelles infections par le VHC.  
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Figure 12 | Cascade des soins du VHC (Adapté de Applegate et al. (431)). 

 

 

Malheureusement, l’inverse a été observé en 2016 auprès de 54 pays sur 91 

analysés, avec seulement quelques rares pays, tels que le Japon et l’Australie, en voie 

d’éliminer le VHC d’ici 2030 (426). Selon une étude menée en 2018 auprès de 45 pays à 

revenu élevé, 80% sont en mauvaise voie d’atteindre les objectifs instaurés par l’OMS, 

incluant le Canada (427).  

L’élimination du VHC à travers le monde nécessite des stratégies ciblées touchant 

les différents axes de la cascade des soins, dont une amélioration du dépistage, lien vers les 

soins et finalement, le traitement de l’infection (Figure 11, (428)). En effet, le dépistage 

précoce de l’infection par le VHC permettrait non seulement de réduire les risques de 

développer une maladie hépatique, mais également de prévenir la transmission du virus. 

Depuis 2019, la pandémie inattendue de COVID19 a des répercussions négatives sur la 

cascade des soins du VHC, mettant encore plus en péril les progrès actuels vers 

l'élimination du VHC dans le monde (429, 430). 

 Un autre défi associé à l’élimination du VHC est le coût élevé des AAD. En 

Amérique du Nord, le coût du traitement (i.e. d’environ 25.000$ US) représente un réel 

frein pour l’élimination de l’infection, en particulier chez les sujets ne possédant pas 

d’assurance médicale (432).  
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Cependant, un système de négociation des prix permet aux compagnies pharmaceutiques 

de vendre à moindre coût des AAD génériques aux pays à faible revenu, parmi lesquels le 

Pakistan avec un prix de 60$ par traitement (426). 

Comme mentionné précédemment, les traitements AAD ne protègent pas contre les 

réinfections. De plus, des risques de développer un CHC persistent après élimination de 

l’infection. Dans l'ensemble, ces facteurs incitent au développement d'un vaccin 

prophylactique pour enrayer efficacement et rapidement l'épidémie de VHC (38, 433). 

 

1.8.2. Importance et impact potentiel d’un vaccin contre le VHC 

  

Une stratégie vaccinale idéale permettrait de prévenir l’établissement d’une infection (i.e. 

immunité stérilisante), réduisant ainsi l’incidence globale du VHC (Figure 12A). 

Néanmoins, une stratégie vaccinale prévenant la persistance de l’infection sans toutefois 

prévenir l’incidence permettrait de réduire la morbidité/mortalité associée au VHC (Figure 

12B). Plusieurs études ont modélisé l’impact potentiel d’un vaccin sur la transmission et 

prévalence du VHC chez les UDI (433-436). Ces modèles ont intégré plusieurs scénarios 

possibles, incluant différentes efficacités ou stratégies d’administration du vaccin. Ces 

modélisations mathématiques ont démontré la possibilité d’une réduction substantielle de 

la transmission du VHC grâce à une stratégie vaccinale de faible efficacité. En effet, une 

virémie de faible niveau au cours de la phase aigüe de l’infection permettrait de réduire la 

présence du virus au niveau des matériaux d’injections partagés entre UDI (436). Par 

conséquent, le développement d’une stratégie vaccinale permettant de prévenir le 

développement d’une infection chronique avec des taux d’ARN virale faible semble un 

objectif raisonnable dans la lutte contre le VHC.  
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Figure 13 | Réponses immunitaires 

potentielles après vaccination 

contre le VHC (Adapté de Baumert 

et al. (437)).  

La stratégie vaccinale idéale contre 

le VHC induirait une immunité 

stérilisante médiée par les nAbs (A). 

Néanmoins, une stratégie permettant 

la prévention d’une infection 

chronique médiée principalement 

par les lymphocytes T CD4 et CD8 

mémoires semble plus réalisable (B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

1.8.3. Stratégies vaccinales contre le VHC 

 

 Des vaccins prophylactiques contre les virus de la famille des Flaviridae, dont YFV 

et l’encéphalite japonaise ont été développés avec succès. Ces vaccins reposent sur 

l’utilisation de virus vivants atténuées ou inactivés, et leurs utilisations ont 

significativement réduit l’incidence des infections (438, 439). Une approche similaire dans 

le cadre d’une stratégie vaccinale contre le VHC semble attractive. En effet, le sérum de 

souris immunocompétentes immunisées par des particules VHCcc inactivées par les UV a 

protégé les souris uPa-SCID de l’infection par le VHC (440).  
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Cette approche vaccinale n’a été rendue possible que grâce au développement récent de 

systèmes de culture cellulaire permettant une réplication productive du VHC (441). 

Cependant, les aspects pratiques de production et de purification à grande échelle limitent 

à ce jour l’utilisation de particules du VHC inactivées comme stratégie vaccinale (442, 

443). Pour ces raisons, les stratégies développées à ce jour reposent sur l’utilisation de 

gènes ou protéines du VHC sous différentes formulations vaccinales, tels que les pseudo-

particules virales (444) ou encore, les plasmides à ADN (445, 446). A ce 

jour, l’immunogénicité de seulement deux stratégies vaccinales contre le VHC a été 

évaluée chez l’homme. Le premier vaccin, développé par Chiron/Novartis, est composé 

des glycoprotéines E1|E2 recombinantes, conçu pour induire une réponse humorale et 

donc, neutraliser le virus (447). Le second développé par Okairos/GlaxoSmithKline repose 

quant à lui sur l’expression des protéines NS du VHC et induit une immunité cellulaire 

destiné à détruire les cellules infectées (143).  

 

1.8.3.1. Réponse humorale : les vaccins recombinant sous unitaire 

 
 Les vaccins recombinant sous unitaire sont déjà utilisés avec succès pour 

l’immunisation contre différents pathogènes dont l’hépatite B (448). Pour le VHC, la 

formulation la plus prometteuse repose sur l’utilisation des gpE1|E2 recombinantes 

(rgpE1|E2) dérivé d’un isolat de génotype 1a. L’approche rgpE1|E2 a été initialement testée 

chez le modèle chimpanzé et a résulté en une forte réponse humorale. Sept chimpanzés ont 

été immunisés, puis infectés avec une souche homologue du VHC. Parmi eux, cinq ont 

développé une immunité stérilisante, tandis que les deux autres ont résolu l’infection de 

façon spontanée (449). Il a été démontré plus tard que les sept chimpanzés ont développé 

des anticorps neutralisants contre les génotypes 1a, 4a, 5a et 6a (450). Des résultats 

similaires ont été obtenus chez d’autres modèles animaux (447, 451). Suite à ces résultats 

prometteurs, un essai clinique de phase I a été entrepris. Des sujets sains ont reçu ou non 

(i.e. groupe placebo) 4 doses successives (jours 0 et semaine 4, 24 et 48) de rgpE1|E2 

additionné d’un adjuvant huile dans l’eau (MF59C.1) (452).  
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Le vaccin a dans l’ensemble été bien toléré et a permis l’induction d’une réponse humorale 

et cellulaire avec la détection de nAbs ciblant de multiples épitopes et une prolifération des 

lymphocytes T CD4 spécifiques des gpE1|E2 polyfonctionnelles (452-454). Une étude 

complémentaire a démontré, grâce à l’utilisation d’un panel de VHCcc (génotype 1 à 7), 

que seulement 3 sujets sur 16 ont développé des bnAbs en réponse au vaccin (455). Ces 

résultats suggèrent la nécessité d’optimiser la stratégie vaccinale afin de potentialiser 

l’induction de bnAbs.  

 Certains défis sont associés au développement industriel du vaccin rgpE1|E2, dont 

une difficulté à produire et purifier les glycoprotéines à grande échelle. En effet, la 

purification des gpE1|E2 repose sur une méthode non-spécifique de faible affinité (456). 

Dans l’optique de faciliter la production, Ruwona et al. ont supprimé les domaines 

transmembranaires des gpE1|E2 afin d’obtenir une forme soluble du complexe. Cependant, 

cette approche a altéré l’immunogénicité des gpE1|E2 avec un taux faible de nAbs induit 

chez le modèle murin (457). Une étude précédente a démontré que la région HVR1 de gpE2 

masque les épitopes conservés ciblés par les bnAbs (371), incitant la production d’un 

dérivé soluble tronqué de cette glycoprotéine (458-460). Chez le modèle animal, cette 

formulation vaccinale a induit la production de bnAbs neutralisant les génotypes 2a, 4a, 

5a, 6a et 7a (459). Cependant, une étude par Law et al. a démontré par la suite que les 

gpE1|E2 tronquées de la partie HVR1 induisaient un taux de nAbs contre la souche 

homologue (i.e. gt1a) plus faible que la formulation complète (461). Ainsi, la suppression 

de HVR1 ne semble pas être nécessaire pour l’optimisation de la stratégie vaccinale.  

 Dans l’ensemble, des recherches supplémentaires sont à ce jour nécessaires afin 

d’optimiser la combinaison antigène/adjuvant qui potentialisera la production de bnAbs et 

qui permettra, idéalement, d’induire une immunité stérilisante.  

 

1.8.3.2. Réponse cellulaire: les vaccins vecteurs viraux  

 

Les vecteurs viraux sont des outils prometteurs capables d’induire une réponse 

cellulaire robuste (462). Dans le cadre du VHC, les premiers résultats d’une approche 

vaccinale utilisant les vecteurs viraux ont été obtenus chez le modèle chimpanzé.  
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Les gènes codant pour les protéines NS3 à NS5 de gt1b du VHC ont été délivrés via les 

adénovirus de sérotype 6 (Ad6) et 24 (Ad24) comme amorce (i.e. prime), suivis d’un rappel 

(i.e. boost) d’ADN plasmidique (143). Suite à l’inoculation par une souche hétérologue 

(gt1a) du VHC, les cinq chimpanzés vaccinés ont montré un taux d’ALT et de virémie 

inférieure au groupe contrôle (i.e. non vacciné). Des lymphocytes T CD8 spécifiques du 

VHC à réactivité croisée ont été détectés à la fois dans le sang et dans le foie des 

chimpanzés vaccinés. Quatre chimpanzés sur cinq ont éliminé l’infection avec une durée 

et magnitude de virémie plus courte que le groupe contrôle, tandis que le cinquième a 

maintenu un niveau faible mais constant d’ARN viral tout au long de la durée de l’étude. 

En comparaison, deux chimpanzés sur cinq du groupe contrôle ont développé une infection 

chronique (143). Une autre étude par Park et al. a observé une expansion précoce des T 

CD8 CD127+ PD1- polyfonctionnelles chez les chimpanzés vaccinés en comparaison du 

groupe contrôle (463). Une signature similaire fut par la suite observée chez des 

chimpanzés éliminant une infection aiguë de façon spontanée (400). Au vu de ces résultats 

prometteurs, des vecteurs viraux à adénovirus de chimpanzé non réplicatifs (ChAd) ont été 

criblés afin d’identifier ceux non neutralisés par le sérum humain (464). Le vecteur viral 

ChAd3 a été sélectionné pour sa capacité à induire une réponse cellulaire de longue durée 

de vie chez les modèles murins et macaques.  

La formulation vaccinale composée de l’amorce ChAd3 suivie d’un rappel utilisant 

la vaccine modifiée Ankara (MVA) exprimant tous deux les protéines NS3 à NS5 

(ChAd3/MVA-NS) de gt1b a été testée chez des sujets sains en phase I d’essai clinique 

(465, 466). L’approche amorce/rappel ChAd3/MVA-NS a été bien tolérée et très 

immunogène, avec l’amorçage de lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du VHC 

polyfonctionnelles, à réactivité croisée (i.e. réactifs aux gt1a et 3a) et ciblant les protéines 

NS3 à NS5 du VHC. Ces cellules ont été détectées dans le sang plus d’un an après 

vaccination et présentaient un profil phénotypique et fonctionnel typique des lymphocytes 

mémoires à longue durée de vie centrale (TCM) et effecteur (TEM) (465, 467). De plus, une 

étude récente par Hartnell et al. a démontré grâce à l’utilisation de tétramère CMH de classe 

II que les T CD4 auxiliaires après vaccinations sont présents avec un phénotype et une 

fréquence similaire à ceux des UDIs ayant résolu une infection spontanément (468).  
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 La stratégie vaccinale ChAd3/MVA-NS a été récemment testée chez 548 UDIs dans 

le cadre d’un essai clinique de phase II (clinicaltrials.gov; Identifiant: NCT01436357). Une 

étude récente a indiqué que 14 UDIs de chaque groupe (i.e. ChAd3/MVA-NS et placebo) 

ont développé une infection chronique, suggérant ainsi que cette stratégie vaccinale n’est 

pas efficace (469). Toutefois, des résultats préliminaires présentés au symposium 

HCV2021 ont démontré que les sujets vaccinés présentaient une réduction significative du 

pic d’ARN viral en comparaison des sujets non vaccinés. Ces premiers résultats suggèrent 

donc que les lymphocytes T mémoires induits par le vaccin permettraient un contrôle 

partiel de la virémie sans toutefois prévenir l’établissement d’une infection chronique. 

Comprendre les paramètres immunologiques de cet échec sera essentiel afin d’améliorer 

cette stratégie vaccinale. Les vaccins contre le VHC de nouvelles générations combineront 

très probablement les deux approches testées à ce jour afin d’induire à la fois une réponse 

cellulaire et humorale. Ils nécessiteront également l’utilisation d’un adjuvant afin de 

potentialiser les réponses T telles que la chaine invariante de requin tronqué (slitr) (470, 

471). 

 

 

1.8.4. Défis associés au développement et l’expérimentation d’une stratégie 

vaccinale efficace 

 De nombreux défis entravent encore à ce jour le développement d’une stratégie 

vaccinale efficace.  

Parmi ces défis, la très grande diversité génétique du virus avec 8 génotypes et 90 

sous-génotypes, donnant lieu à une réponse immunitaire spécifique au génotype 

d’infection (95, 472). En effet, une réactivité croisée inter-génotypique des lymphocytes T 

CD8 spécifiques du VHC restreinte a été observée chez des sujets infectés par les 

génotypes 3 (473) et 4 (474). Toutefois, un vaccin codant pour les régions conservées du 

VHC a généré des lymphocytes T CD8 à réactivité croisée inter-génotypique chez le 

modèle murin (475). De plus, des nAbs capables de neutraliser de multiples génotypes ont 

été détectés chez plusieurs sujets infectés (270, 358), soulignant que ce challenge n’est pas 

insurmontable.  
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Un autre facteur important influençant la réponse aux vaccins est la variation 

génétique entre les individus (476). Les vaccins conçus pour induire une réponse 

immunitaire cellulaire devront contenir des antigènes pouvant être présentés par de 

multiples molécules HLA. La stratégie vaccinale devra également surmonter certains 

facteurs de l’hôte influençant la réponse immunitaire tels que l’âge, la consommation 

d’alcool ou encore les co-infections (477). De plus, une meilleure compréhension des 

paramètres de l’immunité protectrice reste cruciale pour le développement d’un vaccin 

anti-VHC efficace. 

Le manque de modèles animaux précliniques immunocompétents a longtemps 

constitué un frein important. L’utilisation de virus analogues au VHC, tel que HV-Nr et 

HV-Eq, permet à présent l’évaluation de stratégies vaccinales chez leurs hôtes naturels, le 

rat et le cheval, respectivement. Il existe toutefois des différences génétiques entre ces 

espèces et l’homme qu’il faut prendre en considération. Par exemple, la région CDRH3 

des immunoglobulines a une longueur de 16 résidus chez l’homme, versus 12 chez la souris 

(478) et 14 chez le cheval (479), suggérant que ces modèles pourraient ne pas être 

pertinents pour prédire la réponse humorale chez l’homme. De plus, un choix limité de 

réactifs spécifiques des antigènes de rat et cheval restreint un peu plus l’étude de la réponse 

immunitaire chez ces modèles.  

Néanmoins, le modèle rhésus macaque semble être le modèle intermédiaire pertinent pour 

l’étude de la réponse humorale (147) et cellulaire (480), ainsi que l’évaluation de 

l’innocuité d’une formulation vaccinale avant les tests cliniques chez l’homme.  

 Finalement, un dernier challenge est le recrutement de sujets à haut risques 

d’infection, dont notamment les UDI, pour les essais cliniques (161). Avec le succès actuel 

des AAD pour le traitement du VHC, certains chercheurs ont soulevé la possibilité de tester 

une stratégie vaccinale chez des sujets sains, suivi d’une infection par le VHC 

soigneusement surveillée afin d’intervenir en cas de persistance. L’infection intentionnelle 

de sujets sains vaccinés semble peu éthique, cependant cette approche a été utilisée dans le 

cadre d’autres maladies infectieuses (481), dont la malaria (482) et plus récemment le 

COVID-19 (483).  
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 En conclusion, un avancement important s’est produit ces dernières années dans le 

développement d’une stratégie vaccinale contre le VHC. Il reste toutefois encore à ce jour 

des défis importants. Les surpasser nécessitera des efforts collaboratifs de la communauté 

scientifique afin de définir les paramètres de l’immunité protectrice, établir des cohortes 

pertinentes et conduire les essais cliniques vaccinaux.  

 

 

1.9. Analyse transcriptomique de la réponse immunitaire 

   

1.9.1 Profil d’expression de génique 

 
1.9.1.1. Principe  

 

 Le transcriptome est défini comme l’ensemble des transcrits d’ARN d’un 

échantillon cellulaire à un temps et une condition donnée. En effet, l’analyse 

transcriptomique permet de déterminer à un instant donné quels sont les gènes exprimés 

(i.e. aspect qualitatif) et le niveau d’expression de chacun de ces transcrits (i.e. aspect 

quantitatif) à l’échelle de la cellule unique (single cell RNA-seq ou scRNA-seq), d’un 

ensemble de cellules (e.g. PBMC) ou encore d’un tissu (e.g. biopsies hépatiques). 

1.9.1.2. Technologies 

 

Depuis les années 1990, un nombre grandissant de technologies a été développé 

afin de déterminer le transcriptome d’un échantillon biologique (484). Les deux approches 

principales utilisées à ce jour sont la technique dite de microarray et le séquençage à haut 

débit de l’ensemble des transcrits d’ARN appelé RNA-seq (de l’anglais RNA-sequencing). 

La technique de microarray repose sur le principe d’hybridation, i.e. la capacité 

d’un brin simple d’ADN de se reformer en double hélice en présence d’un brin 

complémentaire. Brièvement, les ARN messagers (ARNm) extrait d’un échantillon 

biologique sont dans un premier temps rétro-transcrits en ADNc et étiquetés d’un 

fluorochrome.  
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Ces ADNc sont ensuite hybridés à une collection de fragments d’ADN fixés à un support 

solide et de séquences connues représentant l’ensemble des gènes d’intérêts. L’intensité du 

signal détectée permet de déterminer le niveau d’expression d’un gène donné. 

 La technique RNA-seq, quant à elle, repose sur le séquençage à haut débit de 

nouvelle génération (NGS, de l’anglais next-generation sequencing), telle qu’Illumina. 

Brièvement, cette technologie repose sur la préparation de librairies composées de 

fragments d’ADNc couplés à des adapteurs de séquençage à une (single-end) ou aux deux 

(paired-end) extrémités. Après une étape d’amplification en pont permettant d’amplifier le 

signal, chaque fragment est séquencé par synthèse. Les séquences sont ensuite alignées à 

un génome de référence puis quantifiées afin de déterminer le niveau d’expression de 

chaque transcrit pour un échantillon donné (484).  

S’ensuit une étape de normalisation afin de supprimer toutes les variations techniques 

indésirables entre tous les échantillons séquencés comme, par exemple, une profondeur de 

séquençage (i.e. nombre de lectures ou « reads ») différente (485).  

Bien que plus onéreuse, la technologie RNA-seq présente de nombreux avantages 

sur l’approche micro-array. En effet, la technologie RNA-seq offre la possibilité de détecter 

de nouveaux transcrits, polymorphismes d'un seul nucléotide (SNP, de l’anglais single 

nucleotide polymorphism) et autres changements auparavant inconnus que l’approche 

micro-array via les sondes de séquences connues ne peuvent pas détecter. Cette approche 

permet également la détection de transcrits rare ou de faible abondance dû à une sensibilité 

plus élevée (486). 

 

1.9.2. Analyse transcriptomique de la réponse immunitaire 

 

L’étude des signatures transcriptomiques représente une approche puissante pour une 

caractérisation approfondie de la réponse immunitaire induite en réponse aux infections 

virales chez l’Homme. Dans le cas de cette thèse, le suivi longitudinal d’UDI au cours de 

multiples infections par le VHC représente une opportunité unique d’étudier la réponse 

immunitaire au niveau transcriptomique à partir des PBMC totaux, et ce, en comparaison 

d’un état basal de pré-(ré)infection.  
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L’analyse dite d’expression différentielle des gènes (DEG, de l’anglais differentially 

expressed genes) permet de comparer un état biologique (e.g. phase aigüe de l’infection) à 

un état basal (e.g. pré-infection) au niveau transcriptomique. Les DEG sont déterminés par 

l’utilisation d’un test paramétrique (t-Test) et sont triés, avec en haut et en bas de la liste 

les gènes régulés à la hausse et à la baisse dans le phénotype d’intérêt (i.e. phase aigüe de 

l’infection), respectivement. Néanmoins, la compréhension des processus immunologiques 

au cours d’une infection par l’analyse seule des DEGs est difficile et laborieuse. Pour cette 

raison, une analyse des données transcriptomiques puissante a été développée qui consiste 

en l’enrichissement de plusieurs ensembles de gènes (GSEA, de l’anglais Gene Set 

Enrichment Analysis) associés à une signature moléculaire (487).  

 

1.9.2.1. Enrichissement des ensembles de gènes (GSEA) 

 

GSEA détermine si un ensemble de gènes défini a priori (ou module) présente une 

différence statistiquement significative entre deux phénotypes (Figure 13). Le score 

d’enrichissement (ES) calculé pour chaque module reflète le degré de surreprésentation 

d’un ensemble de gènes aux extrémités de la liste DEG. Les ES de chaque module sont 

ensuite normalisés (NES, de l’anglais normalized enrichment score) afin de tenir compte 

de la taille du module (i.e. nombre de gènes formant le module). Finalement, une dernière 

étape de calcul du taux de fausses découvertes (FDR, de l’anglais false discovery rates) 

défini par Benjamini et Hochberg (488), permet de déterminer si chaque NES représente 

un résultat faussement positif (487). 
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Figure 14 | Illustration de la méthode d’analyse GSEA (Adapté de Subramanian et al. 

(487)). (A) GSEA utilise une liste de gènes triés par corrélation avec le phénotype étudié. 

(B) L’emplacement des gènes dans un ensemble de gènes prédéfinis (Gene set S) permet 

de déterminer le score d’enrichissement (ES) maximal. L’ampleur de l’incrémentation 

dépend de la corrélation du gène avec le phénotype étudié. Le sous-ensemble appelé 

« leading-edge » constitue un groupe de gènes qui contribuent le plus au ES.  

 

 

  1.9.2.2. Base de données 

 

 De nombreuses bases de données sont mises à la disposition des chercheurs pour 

l’analyse transcriptomique. La base de données des signatures moléculaires (MSigDB) 

constitue l’une des principales collections d’ensembles de gènes associés à des processus 

biologiques (487).  

Néanmoins, deux autres bases de données ont été spécialement conçues pour l’étude de la 

réponse immunitaire à partir de PBMC totaux : BTM (de l’anglais blood transcriptome 

modules (489)) et LM22 (de l’anglais leukocyte signature matrix (490)). 
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 Les BTM ont été développés par Chaussabel et al. (489). À partir d’un grand 

nombre d’études du domaine public étudiant la réponse immunitaire du sang périphérique 

au cours de nombreuses conditions physiologiques et pathologiques, Chaussabel et al. ont 

pu identifier des réseaux de gènes co-régulés associés à des sous-populations cellulaires, 

des fonctions cellulaires spécifiques ou encore, à des voies de signalisations. 

 LM22 a été établi par Newman et al. à partir d’une méthode appelée CIBERSORT 

qui permet de caractériser la composition cellulaire de tissus complexes à partir de leurs 

profils d’expressions géniques. LM22 contient 547 gènes permettant de distinguer 22 types 

de cellules hématopoïétiques humaines, incluant, par exemple, les lymphocytes B et CD4 

mémoires (490). 

 

1.9.2.3. Analyse d’enrichissement au niveau de l’échantillon 

 

 Initialement établie pour l’analyse transcriptomique spécifique aux échantillons 

individuels de tumeur, l’analyse d’enrichissement au niveau de l’échantillon (SLEA, de 

l’anglais sample level enrichment analysis) peut également être appliquée pour l’étude 

transcriptomique de la réponse immunitaire à partir des PBMC totaux (491). À l’inverse 

de GSEA, SLEA ne prend pas en compte le phénotype des échantillons étudiés. Cette 

analyse permet le calcul d’un score d’enrichissement (z-score) par échantillon et par 

module de gènes. SLEA compare l’expression moyenne des gènes au sein de chaque 

module à l’expression moyenne de 1000 modules générés aléatoirement de la même taille. 

Le z-score résultant est ensuite utilisé pour refléter la perturbation globale des modules 

d’intérêts dans un échantillon donné. 

 

1.9.3. Réponse transcriptomique de la phase aiguë de l’infection par le VHC 

 

 Quelques études à ce jour ont utilisé une approche transcriptomique pour l’étude de 

la réponse immunitaire au cours, et après traitement, de l’infection par le VHC.  
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1.9.3.1. Biopsies hépatiques 

 

 Les premières études de l’infection aiguë par le VHC réalisé à partir de biopsie 

hépatique provenant d’un nombre limité de chimpanzés ont démontré, grâce à une 

approche de microarray, une expression élevée de gènes stimulés par l’interféron, et ce, 

indépendamment de l’issue de l’infection (492-494). La résolution spontanée chez le même 

modèle a été associée à une expression élevée de gènes associés à une migration 

lymphocytaires vers le foie tels que IP-10 et CMH-II (492). 

 A partir d’échantillons de biopsie hépatique humaine, et toujours par une approche 

de microarray, Dill et al. ont démontré une expression élevée de gènes stimulés par l’IFN-

g au cours de l’infection aiguë versus IFN-a chez les sujets chroniques (495). L’identité 

cellulaire est codée par le paysage épigénétique qui produit un modèle unique 

d’accessibilité et de modification de la chromatine. Une étude récente a démontré grâce à 

une approche RNA-seq et Chip-seq sur des tissus hépatiques humains que le VHC induit 

des modifications épigénétiques qui non seulement persistent après une RVS induit par les 

AAD ou PEG-IFN/RBV, mais qui sont également associées à un risque de développer un 

CHC (496). Ces résultats suggèrent que l’infection par le VHC peut laisser une empreinte 

épigénétique irréversible associée à un pronostic défavorable de développer un CHC. 

 

1.9.3.2. PBMC totaux 

 

 Notre laboratoire a étudié les signatures transcriptomiques de la réponse 

immunitaire avant, pendant et après résolution spontanée de l’infection par le VHC à partir 

d’échantillons prélevés de sujets UDI (497). Via l’utilisation de la base de données BTM, 

nous avons observé une régulation à la hausse des modules associés à une réponse 

immunitaire innée et inflammatoire, ainsi qu’une régulation à la baisse des modules 

associés aux lymphocytes B. L’expression de ces modules revient rapidement à un niveau 

basal (i.e. pré-infection) après résolution spontanée de l’infection.  
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Une analyse comparative a démontré que l’infection aiguë par le VHC partage de 

nombreuses caractéristiques avec la réponse immunitaire au cours de l’infection aiguë par 

le VD, reflétant probablement des signatures antivirales communes en réponse aux virus à 

ARN (497).  

 

1.9.3.3. Lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC 

 

Une étude par Wolski et al. a comparé pour la première fois les différences 

transcriptionnelles entre les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC isolés au cours de la 

phase aigüe chez des sujets ayant résolu l’infection versus ceux ayant développé une 

infection chronique (205). Cette étude a identifié une dérégulation tôt au cours de 

l’infection d’un module associé au métabolisme, formé de gènes liés à la phosphorylation 

oxydative (OXPHOS), chez les sujets chroniques (205). Les lymphocytes T mémoires sont 

dépendants de OXPHOS pour répondre à leur besoin énergétique (498, 499), suggérant 

que l’activation perpétuelle des lymphocytes T CD8 chez les sujets chronique empêcherait 

d’activer le programme métabolique qui favoriserait leur différenciation en cellules 

mémoires (205). Un pattern similaire de dérégulation métabolique a également été détecté 

dans le cas des infections par le VIH (500) et le VHB (501), mais aussi dans le modèle 

murin d’infection par le LCMV (206), suggérant qu’il s’agit d’un mécanisme commun 

partagé entre différents modèles d’épuisement des lymphocytes T CD8. Plusieurs études 

ont démontré l’existence de profils transcriptionnels et épigénétiques associés à 

l’épuisement des lymphocytes T CD8 dans le contexte d’infections virales et de cancer 

(212, 502-504). Trois études récentes ont étudié le changement des profils transcriptionnels 

et épigénétiques des lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC épuisés après résolution de 

l’infection chronique induite par les AAD (505-507). En effet, une population de CD8-ML 

spécifiques du VHC (TCF1+ CD127+ PD1+) est maintenue après traitement par les AAD 

(207). Cette population présente une polyfonctionnalité (i.e. production d’IFN-γ, TNF, IL-

2 et CD107A) moindre en comparaison des lymphocytes T mémoires bona fide (207, 506).  
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L’étude du paysage épigénétique de cette population a démontré que ces cellules 

conservent des « cicatrices » épigénétiques aux régions associées à un profil d’épuisement, 

comme  l’expression du gène TOX, limitant ainsi leur potentiel protecteur associé au 

phénotype mémoire (505-507). 

 

1.9.4. Réponse transcriptomique des stratégies vaccinales contre le VHC 

  

L’approche transcriptomique a été utilisée avec succès pour l’étude de la réponse 

immunitaire induite par différentes stratégies vaccinales contre, entre autres, le VFJ (YF-

17D (508, 509)), l’Influenza (510), ou encore le VIH (511, 512). 

À ce jour, une seule étude a été publiée sur l’étude transcriptomique de la réponse 

immunitaire induite par la stratégie amorce/rappel ChAd3/MVA-NS testée auprès de sujets 

sains (Essai clinique de phase I ; voir section 1.9.2.2.) (513). Hartnell et al. ont analysé les 

signatures transcriptomiques induites 24h post-amorce (ChAd3) et rappel (MVA) via 

l’enrichissement de modules « Gene Ontology » (GO) appartenant à la base de données 

MSigDB. Cette étude a reporté une régulation à la hausse de modules de gènes associés à 

l’inflammation et la signalisation de l’interféron 24h post-amorce, signatures aussi 

reportées après vaccination par le vecteur Adénovirus de sérotype 5 contenant les protéines 

gag/pol/nef  du VIH (511). Une forte régulation à la hausse de la réponse inflammatoire 

fut aussi détectée post-MVA (513). Néanmoins, des analyses plus approfondies sont 

nécessaires afin de déterminer l’existence de signatures transcriptomiques prédictives de 

l’efficacité de la stratégie vaccinale contre le VHC chez l’Homme.  
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1.10. Combler les lacunes en matière de connaissances des corrélats de l’immunité 

protectrice contre le VHC 

 
 Le modèle VHC permet l’étude de la réponse immunitaire aux niveaux 

transcriptomique, épigénétique, clonotypique, phénotypique, ou encore fonctionnelle 

avant, pendant et après résolution spontanée de l’infection versus chronique, traitement par 

les AAD, réinfections, ou encore vaccination, faisant ainsi du VHC un modèle unique pour 

l’étude approfondie de l’immunologie anti-virale chez l’Homme.   

Depuis 2011, l’introduction des AAD a permis le traitement de la grande majorité 

des cas d’infections chroniques par le VHC (~95%) (38). Toutefois, de nombreux facteurs 

dont un coût élevé et la non-protection contre les réinfections par les AAD (voir section 

1.8.3.), incitent au développement d’un vaccin prophylactique pour freiner efficacement et 

rapidement l'épidémie du VHC (514). La seule stratégie vaccinale à atteindre la phase II 

d’essai clinique à ce jour (ChAd3/MVA-NS) n’a pas abouti en une protection contre 

l’établissement d’une infection chronique par le VHC (469). Une meilleure compréhension 

de ce qui constitue une réponse immunitaire protectrice reste donc cruciale pour le 

développement d'un vaccin pan-génotypique efficace contre le VHC (voir section 1.9.2.2.). 

Les individus à haut risque d’infection comme les UDI sont continuellement réexposés au 

VHC, et donc réinfectés, même s’ils ont spontanément éliminé une infection primaire (6). 

Ils représentent donc une opportunité unique d’étudier la réponse immunitaire de manière 

longitudinale et d’identifier les corrélats de l’immunité protectrice.  

 

 

L'objectif global de ce doctorat était de définir les corrélats de l'immunité 

protectrice au cours de multiples infections naturelles par le VHC aux niveaux 

transcriptomique, clonotypique et fonctionnel. 



 

 

 

 
 
 
 

Chapitre 2 | Hypothèses  
et Objectifs 
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L'expansion des lymphocytes T CD8 polyfonctionnels spécifiques du VHC a été 

associée à la clairance virale au cours des infections primaires et secondaires par le VHC 

(211, 423, 424). La caractérisation de ces cellules au niveau clonotypique est cruciale pour 

développer un vaccin puissant favorisant leurs expansions sélectives. Des lymphocytes T 

CD8 publics ont été détectés chez plusieurs individus et associés à un meilleur contrôle des 

infections par le cytomégalovirus (CMV (515)) et le VIH (516), alors qu'un répertoire plus 

diversifié ou « privé » ne l'était pas. Seules deux études ont révélé la présence de clonotypes 

publics spécifiques du VHC après expansion in vitro par les épitopes gE2 
398SLASLFTQGA407, et NS3 1395HSKKKCDEL1403 (HSK) ou 1435ATDALMTGY1443 

(ATD), et ce, indépendamment de l’issue de l’infection (11, 12). L’expansion de 

clonotypes publics en réponse à d'autres épitopes immunodominants du VHC et s'ils 

corrèlent avec la résolution spontanée de l'infection reste inconnue à ce jour. La résolution 

spontanée de multiples infections par le VHC a été associée à l’expansion de lymphocytes 

T CD8 spécifiques de l'épitope immunodominant 1073CINGVCWTV1081 (NS3-1073) (236, 

237, 424). De plus, un pool préexistant de lymphocytes T CD8 mémoires spécifiques de 

l’épitope NS3-1073, induit par des infections hétérologues (i.e. cross-réactifs), a été 

caractérisé auprès d’une cohorte de sujets sains séronégatifs (SN; i.e. non infectés par le 

VHC) (235).  

Le premier objectif (Chapitre 3 – Manuscrit 1) était de caractériser le répertoire 

des TCR des lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope NS3 1073-1081 

(CINGVCWTV) restreint par HLA-A2 au cours de la phase aigüe auprès de sujets UDI 

ayant résolu (SR) ou non (CI) une infection primaire.  

 Nous avons émis l’hypothèse que la résolution spontanée serait associée à 

l'expansion préférentielle d'un répertoire de TCR étroit (i.e. incluant un nombre limité de 

clonotypes) mais public composé de clonotypes hautement fonctionnels. Les TCR publics 

préférentiellement étendus incluront des clonotypes cross-réactifs partagés avec d'autres 

répertoires spécifiques d'épitopes viraux. 
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Un nombre limité d'études suivant les UDI à travers des épisodes consécutifs 

d'infections par le VHC ont déjà défini certains corrélats de l'immunité protectrice 

naturelle. La résolution spontanée d'une réinfection par le VHC était associée à une durée 

et à une ampleur plus courte de la virémie, à une réponse immunitaire cellulaire élargie et, 

dans 60 % des cas, à la génération de nAbs (416). La prolifération de cellules mémoires 

polyfonctionnelles CD4+ et CD8+, ainsi qu'un répertoire plus ciblé de CD8 TCR 

spécifiques du VHC ont été montré par notre laboratoire comme des corrélats 

supplémentaires de la protection immunitaire (423, 424). Toutefois, une meilleure 

caractérisation des paramètres de l’immunité protectrice au cours des réinfections 

naturelles par le VHC reste nécessaire. Nos résultats au cours d'une infection primaire par 

le VHC ont démontré au niveau transcriptomique que la résolution spontanée est associée 

à une induction rapide des modules associés à l'activation immunitaire innée et à la 

signalisation de l'interféron, ainsi qu’une régulation à la baisse des modules associés à une 

réponse humorale. Ces changements reviennent au niveau basal (i.e. pré-infection) après 

résolution de l'infection (497). Les signatures transcriptomiques des réponses mémoire lors 

d'une réexposition virale par le VHC chez l’homme restent inexplorées.  

Notre second objectif (Chapitre 4 – Manuscrit 2) était de caractériser les signatures 

transcriptomiques des réponses mémoire lors d'une réexposition virale par le VHC chez les 

sujets ayant résolu deux infections consécutives. 

Nous avons émis l'hypothèse que la résolution de l'infection secondaire serait 

associée à une activation moindre des modules associés à une réponse immunitaire innée, 

en comparaison de la première infection par le VHC. Les signatures transcriptomiques au 

cours de la phase aigüe précoce seront associées à la prolifération des cellules T CD8 et 

CD4 mémoires. Parallèlement, nous émettons l'hypothèse d'une régulation à la hausse des 

modules associés à l'expansion et aux fonctions des cellules B. Ces signatures 

transcriptomiques seraient confirmées au niveau fonctionnel.  
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ABSTRACT  

Hepatitis C virus (HCV) infection resolves spontaneously in approximately 25% of acutely 

infected subjects where viral clearance is mediated primarily by virus specific CD8+ T 

cells. Previous cross-sectional analysis of the CD8+ T cell receptor (TCR) repertoire 

targeting two immunodominant HCV epitopes reported widespread use of public TCRs 

shared by different subjects, irrespective of infection outcome. However, little is known 

about the evolution of the public TCR repertoire during acute HCV and whether cross-

reactivity to other antigens can influence infectious outcome. Here, we analyzed the CD8+ 

TCR repertoire specific to the immunodominant and cross-reactive HLA-A2 restricted 

NS3-1073 epitope during acute HCV in individuals progressing to either spontaneous 

resolution or chronic infection, and at ~1-year following viral clearance. TCR repertoire 

diversity was comparable among all groups with preferential usage of the V04 and V06 

gene families. We identified a set of thirteen public clonotypes in HCV-infected subjects 

independent of infection outcome. Six public clonotypes used the V04 gene family. Several 

public clonotypes were long-lived in resolvers and expanded upon reinfection. By mining 

publicly available data, we identified several low frequency CDR3 sequences in the HCV-

specific repertoire matching TCRs specific for other HLA-A2 restricted epitopes from 

melanoma, cytomegalovirus, influenza A, Epstein-Barr and yellow fever viruses but they 

were of low frequency and limited cross-reactivity. In conclusion, we identified thirteen 

new public CD8+ TCR clonotypes unique to HCV that expanded during acute infection 

and reinfection. The low frequency of cross-reactive TCRs suggest that they are not major 

determinants of infectious outcome.  

 

Key Points: 

• Identified thirteen unique public clonotypes specific for the HCV NS3-1073 epitope  

• Public clonotypes expanded during acute HCV infection and reinfection  

• Low frequency of cross-reactive TCRs targeting other HLA-A2 restricted epitopes 
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INTRODUCTION 

CD8+ T cells recognize antigens presented by class I major histocompatibility complex 

(MHC) molecules via their T cell receptors (TCR), an aβ heterodimer. TCR repertoire 

diversity is achieved through germline variable (V), diversity (D) and junction (J) gene 

segments rearrangements and addition or deletion of nucleotides between segments, 

resulting in a specific CD8+ TCR or clonotype. The TCRAV and TCRBV for the a and b 

chains, respectively, encodes the complementarity-determining regions 1 and 2 (CDR1 and 

CDR2), that interact with the MHC molecule (1). Antigen-binding specificity is determined 

by the most variable region of the TCR, the CDR3 region, formed by the V-J a and V(D)J 

b junctions. An identical clonotype or CDR3 amino acid (AA) sequence detected in several 

individuals, termed “public”, was associated with better control of viral infections, 

including cytomegalovirus (CMV) and human immunodeficiency virus (HIV), while less 

common or “private” repertoires were not (2-4).  

Hepatitis C virus (HCV) infection has two dichotomous outcomes where 

approximately 25% of acutely infected subjects resolve spontaneously while the rest 

develop persistent infection. Expansion of HCV-specific CD8+ T cells targeting multiple 

epitopes (i.e. broad) and producing several cytokines (i.e. polyfunctional) is essential to 

clear acute primary infection (5-7). Hence, HCV represents a unique opportunity to 

examine the protective capacity of virus-specific CD8+ T cell public clonotypes. Cross-

sectional studies reported the presence of public TCRs recognizing the hypervariable 

region 1 (HVR1) 398SLASLFTQGA407  epitope of the E2 glycoprotein, and the non-

structural 3 (NS3) 1395HSKKKCDEL1403 (HSK) or 1435ATDALMTGY1443 (ATD) HCV 

epitopes, irrespective of HCV infectious outcome (8, 9). These studies mostly relied on in 

vitro expansion of antigen-specific T cells prior to analysis that may have favored 

expansion of certain TCR clonotypes. Furthermore, very limited analysis was performed 

early during acute infection. Whether other immunodominant HCV epitopes favor the 

expansion of public clonotypes and whether they correlate with spontaneous resolution of 

acute infection remains unknown.  

The HLA-A2 restricted NS3-1073 1073CINGVCWTV1081 epitope, derived from the 

highly immunogenic NS3 protein, is one of the immunodominant epitopes during HCV 

infection (10-12). Spontaneous clearance of acute HCV was associated with an NS3-1073 
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specific CD8+ T cell response (13-15). Long-lived NS3-1073 specific memory CD8+ T 

cells were detected two decades after HCV spontaneous clearance suggesting it may 

contribute to long-term protective immunity (10). Indeed, our group has previously 

demonstrated expansion of memory NS3-1073 specific CD8+ T cells in HCV resolvers 

following virus re-exposure and reinfection (5). In individuals who spontaneously resolved 

their reinfection, we observed focusing of the TCR repertoire with rapid and selective 

expansion of memory CD8+ T cell clonotypes with the highest functional avidity (16).  

CD8+ T cells specific to the HCV NS3-1073 epitope are also known to be cross-

reactive to several HLA-A2 restricted epitopes. The first cross-reactivity reported was 

against the NA-231 epitope of influenza virus (17). Other cross-reactivities were later 

identified against cytomegalovirus, (CMV; pp65) and Epstein Barr virus, (EBV; LMP2) 

(17-19). In addition, a pre-existing pool of memory HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells, 

induced by heterologous infections, was characterized in a cohort of healthy HCV-

seronegative subjects (19). These memory HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells 

influenced the T cell response to HCV peptide vaccine (19). These studies suggested that 

this cross-reactivity may contribute to enhanced spontaneous clearance or pathogenesis of 

acute HCV infection.  

Here, we characterized and compared the HCV NS3-1073 specific TCR repertoire 

during the very early acute phase of HCV infection and long-term follow-up in spontaneous 

resolvers (SR) and during acute infection in subjects who developed chronic infection (CI). 

Our main objective was to characterize the presence of public clonotypes against this 

immunodominant epitope and their potential association with spontaneous HCV resolution 

directly ex-vivo. We identified a common set of public clonotypes independent of infection 

outcome. While several CDR3 sequences were shared with other non-HCV HLA-A2 

restricted epitopes, these potentially cross-reactive clonotypes did not expand during acute 

HCV infection. The public clonotypes we identified were unique to HCV.  
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MATERIALS AND METHODS 

Study population 

Study subjects were recruited among people who inject drugs (PWID) enrolled in the 

Montreal Hepatitis C Cohort (HEPCO) (20). Subjects were followed every 3 months for 

HCV infection. Acute HCV primary infection was defined as a positive HCV RNA and/or 

anti-HCV antibody positive test following a negative test in the past 24 weeks. The 

estimated date of infection (EDI) was calculated as the median time between last negative 

and first positive RNA or antibody test. Spontaneous resolution was defined as viral 

clearance (HCV RNA negative) at < 24 weeks (SR; n=8), and chronic infection was defined 

as HCV RNA positive at 24 weeks (CI; n=6). For the purpose of this study, two different 

time points were used: acute (< 24 weeks or 168 days) and follow-up (> 49 weeks or 343 

days). Two HCV spontaneously resolved subjects who experienced a documented 

reinfection episode were recruited within the same cohort where reinfection was defined 

as a positive HCV-RNA test following two negative tests > 60 days apart. The detailed 

analysis of their immune response and T cell repertoire analysis were described previously 

(5, 16). Subjects’ demographics are described in Table 1. This study was approved by the 

Institutional Ethics Committee of the CRCHUM (Protocol SL05.014).  

 

Tetramer staining, flow cytometry and cell sorting 

The MHC class I monomer, HLA-A2 bound to the HCV NS3 peptide AA 1073–1081 

(CINGVCWTV) [A2/NS3-1073], was synthesized by the NIH Tetramer Core Facility 

(Emory University, Atlanta, GA). Tetramers were prepared by adding 10 µl of 

phycoerythrin (PE) labeled ExtrAvidin (Sigma, St. Louis, MO) five times, with 10 min 

incubation at room temperature after each addition. Cryopreserved peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were thawed and CD8+ T cells were negatively selected using 

the MACS CD8+ T cell Isolation Kit (Miltenyi Biotec Inc, Auburn, CA). Tetramer staining 

and cell surface staining were performed on isolated CD8+ T cells as previously described 

(16). Directly conjugated monoclonal antibodies against the following cell-surface markers 

were used: CD3–Pacific Blue (clone UCHT1), CD8–Alexa Fluor® 700 (clone RPA-T8) 

and CD45RO–BB515 (clone UCHL1), all from BD Biosciences, San Diego, CA. The 

LIVE/DEAD® fixable aqua dead cell Stain Kit (Molecular ProbesTM Thermo Fisher 
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Scientific, Burlington, ON) was used to identify live cells. Cell sorting was performed 

using a BD Aria II cell sorter equipped with blue (488 nm), red (633 nm), and violet (405 

nm) lasers (BD Biosciences) while multiparameter flow cytometry was performed using a 

BD LSRII instrument with the same setup and an additional yellow-green laser (561 nm) 

using FACSDiva software version 6.1.3 (BD Biosciences) at the CRCHUM flow 

cytometry core. Data files were analyzed using FlowJo software version 10.4.11 (BD 

Biosciences). 

 

TCR Vβ-chain sequencing and analysis 

FACS-sorted HCV-specific CD8+ T cells from each subject were sent to Adaptive 

Biotechnologies (Seattle, WA) for genomic DNA extraction followed by TCRβ 

sequencing, as previously described (16). Data analysis were performed using 

ImmunoSEQTM Analyzer software (v3.0) and R v3.5.1. All TCR repertoires were cleaned 

to remove sequences with a stop codon and those that are out of frame. The number of 

FACS-sorted CD8+ T cells, total and unique productive sequences, and clonality for each 

sample are detailed in Supplementary Table S1. Diversity indices (Simpson diversity, 

Shannon entropy, CDR3 length and NT additions) were provided by Adaptive 

Biotechnologies.  

 

HCV NS3-1073 HCV epitope sequencing 

HCV RNA was extracted from 500 µL of plasma EDTA samples using QIAamp MinElute 

Virus spin kit (Qiagen, Germany), following the manufacturer’s protocol. As previously 

described (21), purified viral RNA was reverse transcribed, PCR amplified, cloned and 

sequenced at the McGill University and Genome Quebec Innovation Centre (Montréal, 

QC).   

 

VDJ database and computational analysis 

We extracted HLA-A2 restricted antigen-specific TCR sequences from the VDJ database 

[https://vdjdb.cdr3.net/]. Using R [https://www.R-project.org/] (22), we identified exact 

CDR3 AA sequence matches within this database (23) and our HCV NS3-1073 TCR 

repertoire dataset. Frequencies of identified CDR3 AA sequences in a particular subject’s 
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repertoire were summed up to quantify the percentage of clonotypes identical to other 

epitope(s) specific TCR repertoire. 

 

Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay 

Interferon-γ (IFN-γ) enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assays were performed using 

2×105 cryopreserved PBMCs, as previously described (24). The following peptides were 

used for this assay: HCV (NS3; CINGVCWTV), Flu (NA; CVNGSCFTV), CMV (pp65; 

NLVPMVATV), EBV (BMLF1; GLCTLVAML), Flu (M1; GILGFVFTL), YFV (NS4B; 

LLWNGPMAV), Melanoma (MLANA; ELAGIGILTV). The HCV NS3-1073 peptide was 

synthesized by the Sheldon Biotechnology Centre (McGill University, Montréal, QC). The 

Flu NA-231 peptide was synthesized by JPT Peptide Technologies (Berlin, Germany), 

while the other four were synthesized by ProImmune (Florida, USA).  

 

Expansion of HCV-specific CD8+ T cells, peptide stimulation and intracellular 

staining (ICS) 

HCV-specific CD8+ T cells were expanded as previously described (25). Briefly, freshly 

thawed PBMCs were seeded in a 48-wells plate at a concentration of 2 x 106 cells per well, 

in R10 (RPMI 1640 + 10% heat inactivated fetal bovine serum (FBS; Life Technologies) 

supplemented with penicillin + streptomycin (pen/strep, 1X, Wisent) and 14 mM HEPES 

(Wisent) (R10-P/S-HEPES). Cells were stimulated with 10 µg/ml HCV NS3 peptide (NS3-

1073-1081; CINGVCWTV) for 2 weeks at 37 ̊C. Half of the medium was replenished 

every 3 days with R10-P/S-HEPES supplemented with 40U/ml rIL-2 (NIH-AIDS Reagents 

Program) (R10-P/S-Hepes-IL-2, first rIL-2 addition on day 3). Expanded HCV-specific 

CD8+ T cells were then cryopreserved in freeze mix (FBS + 10% DMSO) at a concentration 

of 107 cells/ml. Thawed cells were re-stimulated in a 48-wells plate at a concentration of 

106 cells per well in presence of 2 x 106 non-autologous irradiated (30 Gy) feeder cells 

and 0.01µg/ml anti-CD3 (Beckman Coulter), in R10-P/S-IL-2. Half of the media was 

replenished every 3 days with R10-P/S-IL-2. After 2 weeks, autologous EBV transformed 

B cell line (BLCLs), suspended in R-10 medium, were irradiated at 100 Gy and prepulsed 

with either no peptide, 15 µg/ml of  HCV NS3 peptide (NS3-1073-1081; CINGVCWTV), 
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Flu peptide (NA-231-239; CVNGSCFTV) or CMV peptide (pp65-495; NLVPMVATV) 

for 1 h at 37 ̊C. BLCLs were then washed and incubated with HCV-specific T cells at a 

ratio of 10:1 (T cell: BLCLs) for 6 hours in AIM-V medium (Life Technologies) 

supplemented with 10% human serum (Wisent) and anti-CD107a-BUV395 antibody 

(clone H4A3; BD Bioscience). After 1 hour of stimulation, 10 µg/ml Brefeldin A (BFA, 

Sigma) and 6 µg/ml monensin (Sigma) were added to each well. At the end of the 

stimulation, cells were washed using FACS buffer (PBS, 1% FCS) and surface staining 

was performed using the following directly conjugated monoclonal antibodies: CD3–

Pacific Blue (clone UCHT1), CD4-BV605 (clone RPA-T4), and CD8-APC-H7 (clone 

SK1) and live cells were identified as described above. Cells were then permeabilized with 

CytoFix/CytoPerm (BD Biosciences) for 15 minutes at 4°C in the dark, washed using 

Perm/Wash buffer (BD Biosciences), then incubated for 30 min at 4 ̊C in the dark with 

anti-IFNγ-PE-Cy7 (clone B27), anti-TNF-α-PerCP-Cy5.5 (clone MAb11) and anti-IL-2-

APC (clone MQ1-17H12) (All from BD Biosciences). Cells were then washed and fixed 

with 1% paraformaldehyde (PFA, Sigma Aldrich) in PBS and analyzed by FACS as 

described above. Boolean gating and SPICE software were used for polyfunctionality 

analysis (26).  

 

Data availability  

Raw data of all TCR sequences are available at https://clients.adaptivebiotech. 

com/pub/mazouz-2021-ji (DOI: 10.21417/SM2021JI). 
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RESULTS 

Comparable HCV NS3-1073 specific CD8+ T cell receptor (TCR) repertoire diversity 

regardless of HCV infection outcome  

We analyzed the TCR repertoire of FACS-sorted MHC class I tetramer reactive CD8+ T 

cells specific for the immunodominant HLA-A*0201 restricted NS3-1073 epitope in HCV 

infected subjects (n=14). Our cohort included samples collected during acute HCV 

infection (≤168 days post estimated day of infection (EDI)) from either spontaneous 

resolvers (SR-Acute; n=4) or subjects that developed a chronic infection (CI-Acute; n=6), 

as well as samples at a follow-up time point (≥ 347 days post EDI) following HCV 

clearance in the SR group (SR-Follow-up; n=8) (Table 1). Four SR subjects had paired 

samples at both the acute and follow-up time points. Because the frequencies of NS3-1073 

specific CD8+ T cells are dramatically reduced with progression towards chronic infection, 

we could not sort and analyze the repertoire of NS3-1073 specific CD8+ T cells in CI 

subjects at follow-up. The frequencies of HLA-A2/NS3-1073 tetramer+ CD8+ T cells were 

not significantly different between groups (Figure 1A, Supplementary Table S1). In 

addition, we sorted and sequenced the TCR repertoire of total naïve CD45RO-CD8+ T cells 

from two samples: SR.5-Acute and CI.5-Acute as controls for each group. TCR deep-

sequencing information including number of sorted cells, productive total/unique 

sequences and clonality are presented in Supplementary Table S1. 

We compared the diversity of the repertoire in SR-Acute, SR-Follow-up and CI-

Acute samples using the Simpson diversity index which integrates the number of 

clonotypes as well as their abundance (27) and ranges from 0 (high diversity, i.e. large 

repertoire) to 1 (low diversity, i.e. narrow repertoire) (Figure 1B). We also examined the 

Shannon diversity which integrates both the abundance and evenness (i.e. similarity of 

frequencies) of all clonotypes (28) and ranges from 0 (low diversity) to 1 (high diversity) 

(Figure 1C). Both analyses demonstrated high diversity in all groups but no significant 

differences between groups (Figures 1B and 1C). As shown by tree maps, the majority of 

samples displayed a broad TCR repertoire, with the top 10 sequences representing less than 

25% of the total TCR repertoire in most samples (3/4 SR-Acute, 7/8 SR-Follow-up, 4/6 

CI-Acute) (Figure 1D). Only three samples (SR.1-Acute, SR.1-Follow-up and CI.1-Acute) 

were more focused with the top 10 sequences representing 55.8%, 43.5% and 56.3% of 
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their NS3-1073 specific TCR repertoire, respectively (Figure 1D). Altogether, the 

accumulated frequencies of the top 10 TCR clonotypes showed no significant differences 

between the three groups (Figure 1E).  

Next, we assessed the CDR3 AA length distribution. The naïve CD45RO-CD8+ 

TCR repertoires from SR.5-Acute and CI.5-Acute displayed a normal Gaussian 

distribution indicated by a coefficient of determination (R2) close to 1 (Supplementary 

Figure S1A, right). In contrast, the HCV NS3-1073 specific TCR repertoires were more 

skewed (R2 ranged from 0.6 to 0.96) in all samples suggesting antigen-specific clonotypic 

expansion (Supplementary Figures S1A, left). The CDR3 lengths were skewed but no 

particular AA length was preferentially overrepresented (Supplementary Figures S1A, 

left). There were no significant differences in the CDR3 AA length distribution between 

SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute (represented as R2, Supplementary Figure S1B).  

Altogether, these data suggest that SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute samples 

had similar highly diverse HCV NS3-1073 specific TCR repertoire.  

 

V04 and V06 gene families are preferentially utilized in all groups  

To further characterize the HCV NS3-1073 specific TCR repertoire, we analyzed and 

compared the V gene usage between all groups. As we previously described (16), we 

stratified clonotypes at the nucleotide level into four distinct categories according to their 

abundance within the total repertoire analyzed in each subject: Dominant (frequencies 

>1%); sub-dominant (>0.5%); low abundance (>0.1%); and lowest abundance clonotypes 

(<0.1%). Hereinafter, all HCV NS3-1073 specific TCR repertoire results presented will 

focus on dominant, sub-dominant and low abundance clonotypes only. The detailed raw 

TCR sequencing data for each subject are available online as described in Material and 

Methods. Using a threshold frequency of >10%, the most frequently used V gene families 

were V02 to V07 and V09, irrespective of HCV infection outcome. Figure 2A shows V02 

to V09 families, while all families are shown in Supplementary Figure S2A. V04 and V06 

were the two V gene families preferentially used in all groups. Also, V04 was significantly 

more utilized as compared to V06 (p ≤ 0.05) at the follow-up time-point in SR (Figure 2A). 

By examining paired naïve and acute samples from SR.5 and CI.5, we observed that the 

preferential usage of V04 and V06 was not associated with their overrepresentation within 
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the naïve pool (Supplementary Figure S2B). V02 was significantly enriched in CI-Acute 

as compared to SR-Follow-up (p≤ 0.05) but this was mainly driven by one outlier. 

Similarly, V09 was significantly enriched in SR-Acute as compared to SR-Follow-up (p ≤ 

0.01) and CI-Acute (p ≤ 0.001) samples due to another outlier. 

Next, we examined whether preferential usage of these V genes was sustained after 

resolution of acute HCV infection. We compared the TCR repertoire of paired samples 

from four SR subjects during acute infection and at a follow-up time point at > 49 weeks 

after HCV infection (range 367 to 503 days post EDI). The V gene family usage profiles 

remained comparable at follow-up (Figure 2B). The V04 and V06 remained within the top 

four preferentially utilized families by all subjects (Figures 2B, 2C and 2D). Altogether, 

these data demonstrate preferential V04 and V06 usage in all groups during acute infection. 

This preferential usage was sustained at follow-up in SR subjects.  

 

Expansion of thirteen HCV NS3-1073 specific public clonotypes irrespective of acute 

infection outcome and their longevity post spontaneous clearance  

Next, we performed an in-depth analysis of all CDR3 sequences within the repertoire to 

identify public TCR clonotypes (CDR3 AA sequence) that are present in multiple 

individuals (reviewed in (29)). First, we sought to identify the number of common identical 

CDR3 sequences in all potential pairwise combinations among dominant, sub-dominant 

and low abundance clonotypes (Figure 3A). As expected, the highest number of shared 

clonotypes were between samples belonging to the same subject at two different time-

points (e.g. SR.1- Acute and SR.1-Follow-up). On the other hand, CI.4-Acute did not share 

any clonotypes with SR.5-Acute, SR.5-Follow-up and SR.8-Follow-up. All other pairwise 

comparisons revealed the presence of 1 to 11 identical CDR3 sequences (Figure 3A). To 

refine our analyses, a given clonotype was designated as “public” if it was present in at 

least two subjects at a cumulative frequency of ≥0.5%, irrespective of infection outcome. 

Using these criteria, we identified a set of thirteen public clonotypes (Figure 3B, 

Supplementary Table S2). These public clonotypes and their cumulative frequencies in 

each sample are summarized in Supplementary Table S2. Six public clonotypes (1, 3, 4, 7, 

10 and 13) utilized the V04 gene family. Two of them (public clonotypes 7 and 10) were 

highly related as they were both 13 AA long with only one AA difference (Supplementary 
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Table S2). These public clonotypes did not segregate samples by group, underscoring that 

their expansion was independent of infection outcome (Figure 3B). One public TCR 

clonotype (CASSQEPGAPNTGELFF (V04-02/J02-02)), hereinafter termed public 

clonotype 1, was detected in most samples (12/14) (Figure 3B). The cumulative 

frequencies of this public clonotype were not significantly different between all groups 

(Figure 3C). Other public clonotypes were detected in fewer subjects and at lower 

frequencies. Public clonotypes 2, 7, 10, 11 and 12 were primarily detected in resolvers 

while public clonotype 13 was detected only in chronics. Public clonotype 1 was long-lived 

and detectable at the follow-up time point in subjects SR.1, SR.5, SR.7 and SR.8 at a 

frequency of 0.28-2.65% at 1-2 years post infection (Figure 3B, Supplementary Table S2). 

Other public clonotypes that were present during the acute phase at a frequency of >1% 

were also maintained at a high frequency at the follow-up time point. Altogether, these 

results suggest that HCV infection can prime the expansion of several public clonotypes. 

Several of these public clonotypes including the dominant public clonotype 1 were long-

lived and detectable in resolvers post HCV clearance.  

The TCR-alpha chain is an important determinant of the functionality of a public 

clonotype. However, it is technically challenging to identify the TCRab paired sequences 

from bulk sequencing data. To gain an insight about the TCRab pairing of the identified 

public clonotypes, we examined publicly available data. Eltahla et al. examined paired 

TCRab sequences via single cell RNA-seq of NS3-1073 specific CD8+ T cells from one 

subject who had spontaneously resolved primary HCV infection (30). Three of the public 

clonotypes we identified, including the dominant public clonotype 1, and public clonotypes 

2 and 5, were also detected by Eltahla et al. together with their corresponding TCRa 

sequences (Figure 3D). These data confirm the presence of these public clonotypes in 

another unrelated study subject and potential paired TCRa sequences. However, additional 

studies are required to clone and analyze the impact of the different TCRa chain sequences 

on the functionality of these public clonotypes 

 

Expansion of HCV NS3-1073 specific public clonotypes is independent of autologous 

virus sequence 
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To assess whether the preferential expansion of certain public clonotypes was 

associated with a specific viral variant, we sequenced the region spanning the NS3-1073 

epitope in autologous virus isolated from the plasma of subjects who had high viral loads 

that were high enough to sequence (n=9, Table 1). Compared to the epitope reference 

sequence (CINGVCWTV), we did not detect any sequence variation in the autologous 

virus in the CI group. However, we detected variant viral sequences in three of the 

sequences SR-Acute samples (SR.5, SR.7 and SR.8). All three subjects exhibited an 

expansion of public clonotype 1. Furthermore, the viral variants were not the same in all 

subjects, suggesting that a particular HCV NS3-1073 viral sequence is not the main driver 

of expansion of this public clonotype and that this public clonotype may have the flexibility 

to recognize multiple variants of the same epitope.  
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Limited overlap between public clonotypes and HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells 

from seronegative subjects 

Next, we sought to examine whether the dominant public clonotypes we detected were 

enriched due to a pre-existing pool of cross-reactive memory CD8+ T cells prior to HCV 

infection. Zhang et al had previously reported the presence of naïve and memory HCV 

NS3-1073 specific CD8+ T cells in HCV seronegative subjects (19) suggesting that these 

T cells might, in part, be primed by previous heterologous infections. We searched for 

exact matches between the data from Zhang et al and ours. We identified four TCR 

clonotypes from our data set that were also present in seronegative subjects. These four 

clonotypes contained only one public clonotype (public clonotype 4) while the other three 

clonotypes did not meet our public clonotype criteria (Table 2). These results suggest that 

the public clonotypes detected in our study are unlikely to have originated from a memory 

pool of cross-reactive CD8+ T cells.  

 

Expansion of NS3-1073 specific public clonotypes during HCV reinfection and 

spontaneous clearance 

Next, we examined whether the public clonotypes that we identified and were long-lived, 

would preferentially expand upon HCV re-exposure and reinfection. We had previously 

published a longitudinal analysis of the HCV NS3-1073 specific TCR repertoires from two 

HCV resolvers with a documented HCV reinfection episode where one spontaneously 

cleared (SR/SR-1) while the other became persistently infected (SR/CI-2) (16). This 

divergent outcome was associated with different levels of expansion of HCV NS3-1073 

specific CD8+ T cells in each subject (Figure 4A). In subject SR/SR-1, NS3-1073 specific 

CD8+ T cells expanded from 0.46% to 3.37% during peak reinfection (3 weeks post 

detection of reinfection) where ~58% of tetramer+ cells exhibited a CD127- effector 

phenotype. The frequency then stabilized at 0.57% at late reinfection (24 weeks). In subject 

SR/CI-2, NS3-1073 specific CD8+ T cells were at 0.70% at pre-reinfection, decreased to 

0.32% during peak reinfection (week 4) and then stabilized at 0.63% at late reinfection 

(week 24). Autologous virus sequencing in SR/CI-2 revealed a variant of the NS3-1073 

epitope (Table 1) that was not recognized by the pre-existing memory CD8+ T cells which 

may explain the limited expansion of the NS3-1073 population in that subject. (5).  
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Within the NS3-1073 specific FACS-sorted CD8+ T cells, public clonotype 1 was 

only detected in subject SR/CI-2. Although, the overall tetramer frequency did not increase, 

this public clonotype expanded 2.49 folds at peak reinfection and remained within the 

dominant pool at late reinfection (Figure 4A). Public clonotypes 2, 3 and 6 were present in 

both subjects. Public clonotype 2 was detectable at pre-reinfection at a frequency of 1.62% 

and 1.10% of the repertoire in SR/SR-1 and SR/CI-2, respectively. at peak reinfection, it 

expanded only in SR/SR-1 to 3.85% of the effector (CD127-) and 0.90% of the memory 

(CD127+) CD8+ T cells repertoire. Public clonotype 3 slightly expanded (1.2 folds) in 

SR/CI-2 subject. Public clonotype 6 was detectable at pre-reinfection at a higher frequency 

in SR/SR-1 (2.10%) as compared to SR/CI-2 (0.28%). It expanded to 2.25% of memory 

CD127+ T cells and to 1.53% of effector CD127- T cells in SR/SR-1. It also expanded 1.57 

folds in SR/CI-2. Public clonotypes 5 and 12 were only detectable in SR/CI-2 and were at 

low frequencies (<0.21%) at either pre-reinfection or late reinfection, respectively, and 

therefore are unlikely to have played a key role during reinfection (Figure 4A).  

We had previously established T cell clones from SR/SR-1 (clones R1 to R5) (16), 

so we examined them for the presence of the public clonotypes identified in this study. 

Two clones had public clonotypes, clone R2 carried public clonotype 2, and clone R4 

carried a mix of public clonotypes 2 and 6 (Figure 4B). These T cell clones also displayed 

high functional avidity (16) and polyfunctionality indices (Figure 4C). In summary, these 

data suggest that pre-existing public clonotypes of NS3-1073 specific CD8+ T cells can 

expand upon HCV re-exposure and reinfection, are polyfunctional, and may contribute to 

viral clearance. 

 

Shared clonotypes between HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells and CD8+ T cells 

recognizing other HLA-A2 restricted epitopes 

Previous studies reported that HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells can be cross-reactive 

and can recognize HLA-A2 restricted epitopes from other viruses including influenza (NA-

231), cytomegalovirus, (CMV; pp65), and Epstein-Barr virus, (EBV; LMP2) (17-19). 

However, these studies did not examine the TCR repertoires of cross-reactive T cells and 

it is unknown whether the same clonotypes/public TCRs are expanded during these 

different viral infections. Thus, we sought to identify HCV NS3-1073 specific clonotypes 
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that are common with T cell repertoires specific for other HLA-A2 restricted epitopes and 

that may be cross-reactive. Using the online VDJ database developed by Shugay et al. (23) 

and CDR3 sequences from a study of the TCR repertoire following yellow fever virus 

(YFV) vaccination by Pogorelyy et al. (31), we searched for exact matches between TCR 

clonotypes identified in our study and known clonotypes specific to various HLA-A2-

restricted epitopes. The resulting list of shared CDR3 AA sequences, their cumulative 

frequencies in each subject and the cognate epitope(s) are presented in Table 3 and Figure 

5A. Shared CDR3 AA sequences were found in three SR-Acute, six SR-Follow-up and 

three CI-Acute samples. These shared clonotypes were specific to different antigens 

including: pp65 (CMV) (32), BMLF1 (EBV) (33), M1 (influenza) (32), NS4B (yellow 

fever virus, YFV) (34) and MLANA (Melanoma) (35) (Table 3, Figure 5A). However, 

these clonotypes represented only minor fractions of the repertoire of HCV NS3-1073 

specific CD8+ T cells. The lowest frequency was 0.19% for YFV vaccine TCR in SR.7-

Acute while the highest was MLANA (Melanoma) at a frequency of 2.45% in CI.3-Acute 

(Table 3, Figure 5A).  

The majority of the identified clonotypes were private (present in only one subject). 

Only one clonotype previously reported to be reactive to the M1 epitope (Influenza) 

(CASSQVQGTYEQYF) (32) was detected in three subjects, but the frequencies were 

below 0.5% in two of these subjects, therefore not meeting our criteria for designation as a 

public clonotype (Table 3). Interestingly, none of the HCV NS3-1073 public clonotypes 

(Supplementary Table S2) were shared with other HLA-A2 restricted antigens suggesting 

that these public clonotypes are unique to HCV. Overall, despite the multiple shared 

clonotypes identified, they represented only a minor fraction of HCV NS3-1073 specific 

CD8+ T cells repertoires (generally < 1%) and they were thus unlikely to have contributed 

to viral clearance.  
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Limited recognition of HLA-A2 restricted epitopes by HCV NS3-1073 specific CD8+ 

T cells 

Next, we assessed the in vitro cross-reactivity of HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells 

with other viral antigens. We selected three resolver follow-up samples from subjects SR.1, 

SR.2 and SR.3 and one chronic acute (CI.3-Acute) sample because they expressed TCR 

clonotypes shared with other HLA-A2 restricted epitopes (Figure 5A). SR.4-Follow-up 

sample was used as a control since it did not contain any shared clonotypes. We used a 

dose-response IFNγ ELISPOT assay to compare directly ex vivo, the reactivity of PBMC 

samples to the HCV NS3-1073 epitope and the other potentially cross-reactive epitopes 

based on the shared TCR repertoire of each subject as depicted in Figure 5A and Table 3. 

We also examined the response against the Flu NA-231 epitope known to be cross-reactive 

with HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells (17, 19). All samples tested, showed a strong 

response to HCV NS3-1073 and limited responses to the other HLA-A2 restricted epitopes 

(Figure 5B). 

To test whether any responses were missed because of low frequencies of cross-

reactive CD8+ T cells, we expanded NS3-1073-specific CD8+ T cells in vitro by stimulation 

with the cognate peptide for 14 days as described in Materials and Methods. We then tested 

the polyfunctionality of these expanded cells by intracellular cytokine staining following 

stimulation with NS3-1073, CMV (pp65) or Flu (NA-231) and evaluated the production of 

IFNg, TNFa, IL-2 and the degranulation marker CD107a (Figure 5C). We selected two 

samples, SR.2-Follow-up and SR.4-follow-up because they had high frequencies of NS3-

1073 tetramer+ CD8+ T cells (Supplementary Table S1). They also exhibited different 

levels of V04 gene usage (21.57% versus 15.9%) and public clonotype 1 (6.86% versus 

0.47%). Although SR.4-Acute expressed more IFNg at the individual cytokine level, SR.2-

Acute displayed a higher frequency of CD8+ T cells producing more than one effector 

function (Figure 5C). In contrast, very limited responses were detected following 

stimulation with pp65 (CMV) or NA-231 (Flu) where only low levels of CD107a were 

detected (Figure 5C).  

In summary, these results demonstrate that HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells 

share a very limited number of clonotypes with other HLA-A2 restricted epitopes and 
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consequently exhibit low cross-reactivity suggesting that they were not primed by other 

pathogens prior to HCV infection.   
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DISCUSSION 

We characterized and tracked directly ex-vivo, the TCR repertoire of the HCV-1073 

specific CD8+ T cells during acute HCV in spontaneous resolvers and subjects progressing 

to chronic infection, as well as at ~1 year post HCV resolution in resolvers. TCR repertoires 

responding to the conserved NS3-1073 epitope were highly diverse with preferential usage 

of the V04 and V06 families regardless of infection outcome. We identified thirteen public 

clonotypes unique to HCV that were shared across several subjects. Several of these public 

clonotypes were long-lived in resolvers and re-expanded upon reinfection. In addition, we 

identified a set of TCR clonotypes shared with other HLA-A2 restricted epitopes 

suggesting potential cross-reactivity. However, these clonotypes were of low frequency 

and demonstrated limited cross-reactivity in in vitro assays and are thus unlikely to have 

played a major role in determining the outcome of primary acute HCV infection. 

 We demonstrated that the HCV NS3-1073 specific TCRb repertoire was diverse 

during early acute infection irrespective of infection outcome and that this diversity 

persisted at long-term follow-up. Several studies demonstrated that a diverse CD8+ TCR 

repertoire is important in recognizing escape mutations in targeted epitopes that may arise 

during HIV or HCV infections (36-39). These studies suggested that having a more diverse 

repertoire early during acute infection allows refined selection of the most effective 

clonotype against the infecting virus sequence and potential escape mutations. Here, we 

identified different viral variants of the HCV NS3-1073 epitope in resolvers. These variants 

are known to affect either HLA-A2 binding or TCR recognition (40, 41). The fact that 

subjects SR.5 and SR.8 spontaneously cleared their acute infection suggest that the diverse 

repertoire and the public TCRs identified in these subjects were flexible and were able to 

recognize both the reference sequence (used in the tetramers) and the autologous sequences 

effectively. 

We identified a set of thirteen NS3-1073 specific public clonotypes with different 

expansion profiles. This might be explained by the usage of a different α chain leading to 

a TCRαb clonotype of higher or lesser affinity to the cognate epitope. We could not 

examine the TCRaβ paired sequences in our study but were able to identify three of them 

from publicly available data (30). This approach remains very limited to one subject and 

three sequences. Additional studies using single cell sequencing approaches coupled with 
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cloning of the receptor(s) of interest and functional analysis would provide better insights 

about the role of the a chain, the aβ pairing and a more accurate measure of functional 

avidity.  

NS3-1073 specific public clonotypes were maintained within the memory pool and 

re-expanded upon reinfection. We had previously reported that the NS3-1073 specific TCR 

repertoire becomes focused upon reinfection with preferential expansion of CD8+ T cell 

clonotypes of high functional avidity (16). So, it is also possible that the expanded public 

TCRs are those with the highest functional avidity. Indeed, data from individual clones 

generated from subject SR/SR-1 contained two of the public clonotypes identified in this 

study. These clonotypes were of high functional avidity and polyfunctionality indices. 

Additional testing using a broader panel of T cell clones will be required to validate that 

possibility. 

The high prevalence of public clonotypes observed during acute HCV was also 

characterized by preferential usage of the V04 gene family. One single TCR clonotype in 

particular (TRBV4-02/TRBJ02-02) was identified in 12 out of 14 subjects. Other public 

clonotypes using the V04 gene family, specific to the CMV pp65 (42) and HIV p24 Gag-

derived KK10 epitopes (3), were previously reported. The presence of such public 

clonotypes and their maintenance within the long-term memory pool were found to be 

shaped by convergent recombination (43). Indeed, our data demonstrate that combinatorial 

(Supplementary Table S2) and/or junctional (data not shown) diversities contribute to 

generating the same amino acid sequence. 

We identified CDR3 AA sequences shared with other HLA-A2 restricted epitopes. 

Wedemeyer et al. were the first to characterize HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells 

cross-reactivity to the NA-231 epitope from the influenza virus (17). Yet, it was later 

shown that this HCV NS3-1073/NA-231 cross-reactivity is of low affinity (44), and that 

their structural conformation and their specific TCR repertoires are distinct (45). This is in 

line with our results where no HCV NS3-1073/FLU NA-231 shared CDR3 AA sequence 

were identified. Zhang et al. had tested the directionality of this cross-reactivity and 

showed that HCV NS3-1073 peptides can induce CMV (pp65-495), Flu (M1-58) and EBV 

(LMP2-426) CD8+ T cells expansion (i.e. “reverse” cross-reactivity) and not vice-versa 
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(19, 44). Altogether, our data and others suggest that cross-reactivity of HCV NS3-1073 

specific CD8+ T cells with other epitopes is more likely after HCV exposure. 

We identified shared CDR3 AA sequences with multiple HLA-A2 restricted 

epitopes. Yet, the majority of shared clonotypes were of low frequency. While we 

identified public clonotypes 4 that was also present in the seronegative cohort, none of the 

public clonotypes identified in our study were shared with other HLA-A2 restricted 

epitopes. Technical confounders like the use of different sequencing approaches and in 

vitro expansion prior to analysis may have limited our capacity to identify exactly matched 

CDR3 sequences. Nevertheless, there was little to no functional cross-reactivity of HCV 

NS3-1073 specific T cells in response to any of the shared HLA-A2 restricted epitopes. 

Overall, shared clonotypes represented only a minor fraction of the HCV NS3-1073 

specific TCR repertoire. Thus, even though a pool of cross-reactive memory CD8+ T cells 

may exist prior to HCV infection, they play a limited role during primary HCV infection 

but may contribute to HCV-related liver disease severity as previously observed (18, 46).  

In conclusion, our results demonstrate preferential usage of V04 and V06 gene 

families, as well as the expansion of public TCR clonotypes unique to HCV, irrespective 

of infection outcome or autologous virus sequence. Additional studies examining the 

functional avidity of such public clonotypes and characterization of the TCR repertoire of 

other immunodominant HCV epitopes are required. Our data contribute to publicly 

available TCR repertoire databases, that can be utilized to predict specificities of expanded 

T cells in specific pathological conditions or infections (47), improve the development of 

algorithms to identify HCV-specific TCR clonotypes and their relationship to other 

specificities, and tracking HCV specific clonotypes during future clinical trials for HCV 

vaccines (31, 48, 49). 
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Table 1. Study subjects’ characteristics and demographics 

Subject ID Sex  
Age at infection or 

reinfection* Time Point 
studied  EDIa Genotype Plasma HCV RNA 

(IU/mL) 
NS3-1073 autologous 

sequencec 
(years)   CINGVCWTVd 

SR.1 F 36 
Acute 155 

1 
<15  ND 

Follow-up 413 Undetectable ND 

SR.2 M 45 Follow-up 430 1 Undetectable ND 
SR.3 M 42 Follow-up Unknownb N/A Undetectable ND 

SR.4 M 40 Follow-up 347 1 Undetectable ND 

SR.5 F 22 
Acute 29 

1a 
10 397   --------- (1/6) 

  ----A---- (5/6) 
Follow-up 503 Undetectable ND 

SR.6 M 31 Follow-up Unknownb N/A Undetectable ND 

SR.7 F 21 
Acute 75 

1 
4 107 

  --------- (2/7) 
  -V------- (4/7) 
  R-------- (1/7) 

Follow-up 389 Undetectable ND 

SR.8 M 36 
Acute 168 

1a 
16 667   --------- (4/5) 

  --------A (1/5) 
Follow-up 367 Undetectable ND 

CI.1 M 38 Acute 77 1a 18 000   --------- (8/8) 
CI.2 F 28 Acute 68 1a 3 192   --------- (8/8) 
CI.3 M 56 Acute 91 1a 5 128 614   --------- (6/6) 
CI.4 M 48 Acute 89 1a 11 487 369   --------- (8/8) 
CI.5 M 32 Acute 83 1a 2 106 667   --------- (5/5) 
CI.6 M 21 Acute 46 1a 10 567   --------- (8/8) 

SR/SR-1*‡ M 53 

Pre-reinfection -375 

1 

Negative ND 

Peak reinfection 32 Undetectable ND 
Late reinfection 180 Undetectable ND 

SR/CI-2*‡ M 29 

Pre-reinfection -60 

1a 

Negative ND 

Peak reinfection 70 644   ----A---- 
(10/10) 

Late reinfection 170 Positive (ND)   ------L-I (8/8) 
a E.D.I.: Estimated Day post-Infection. 
b Subject was HCV antibody positive, HCV RNA negative (Resolver) at time of recruitment with no previous infection history 
c Number of individual molecular clones sequenced 
d HCV H77 (Genotype 1a) reference sequence 
‡ The data in this Table were previously published in Abdel-Hakeem MS et al. 2014 (5) 
N/A: Not Available; ND: Not Done  
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Table 2. Overlap between NS3-1073 specific clonotypes from seronegative subjectsa and our dataset 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

aData from Zhang et al. (19) 
ND: Not Done  
N/A: Not Available 
 

 
 
 
 
 

Public 
Clonotype 
Number 

CDR3 Amino Acid 
Sequence 

Subject 
ID 

Acute Follow-Up 

V Gene Frequency 
(%) Total V Gene Frequency 

(%) Total 

4 CASSQEVAGGNEQFF 

SR.1 
V04-02 1.17 

1.35 
V04-02 1.70 

1.83 
V04-03 0.18 V04-03 0.13 

SR.7 
V04-03 

0 0 
V04-03 

0.20 0.20 
SR.8 0.58 0.58 1.77 1.77 
CI.2 

V04-02 
0.51 0.51 ND 

CI.3 0.12 0.12 ND 
CI.5 V03 1.70 1.70 ND 

N/A 
CASSPLGSSYEQYF SR.3 ND V27-01 0.13 0.13 
CASSLAGQAYEQYF SR.7 V27-01 0.19 0.19 V27-01 0.20 0.20 
CASSEDGMNTEAFF SR.8 V10-02 0.19 0.19 V10-02 0 0 
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Table 3. List of NS3-1073 specific clonotype shared with other HLA-A2 restricted epitopes 
 

Subject 
ID 

CDR3 Amino Acid 
Sequence 

Acute Follow-up VDJ Database (23) 

V Gene Frequency 
(%) Total V Gene Frequency 

(%) Total Origin Protein Epitope Reference 

SR.5 
CASSLAPGATNEKLF

F V07-06 0 0 V07-06 0.28 0.28 

CMV pp65 NLVPMVATV 32 

SR.7 CASSSDNEQFF V03 0 0 V03 0.20 0.20 

CI.3 CASSLASSTEAFF V05-08 0.17 0.17 ND 

CI.4 CASSLVNEQFF V13-01 0.15 0.15 ND 

CI.4 CASSLLVAGVYEQYF V07-09 0.15 0.15 ND 

CI.5 CASSLGLYEQYF V07-09 0.40 0.40 ND 

SR.3 CASSVGNEQFF ND V09-01 0.13 0.13 EBV BMLF1 GLCTLVAML 33 

SR.1 

CASSQVQGTYEQYF 

V03 0.36 0.36 
V03 

0.39 0.39 

Influenza A M1 GILGFVFTL 32 SR.2 ND 1.50 1.50 

CI.3 V03 0.13 0.13 ND 

SR.1 
CASSQGQANEKLFF V04-02 

0 0 V04-02 0.39 0.39 Yellow Fever 
Virus NS4B LLWNGPMAV 34 

CI.3 0.17 0.17 ND 

SR.6 CASSLVAESSYEQYF ND 
V05 0.17 

0.34 

Yellow Fever Virus Vaccine 31 

V05-06 0.17 

SR.7 CASSRAGGDYEQYF V28-01 0.19 0.19 V28-01 0.20 0.20 

SR.8 CASSPNNEQFF V07-06 0.19 0.19 V07-06 0 0 

SR.8 CASSTNTDTQYF V11-01 0.19 0.19 V11-01 0 0 

SR.7 
CASGQGSYEQYF V12 

0.26 0.26 V12 0 0 

CI.5 0.26 0.26 ND 

CI.3 CASTLGGGTEAFF V05-06 2.45 2.45 ND Homosapiens 
(Melanoma) MLANA ELAGIGILTV 35 

CI.4 CASSLSGQGYEQYF V27-01 0.15 0.15 ND 
ND: Not Done 
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Figure 1. Comparable NS3-1073 specific CD8+ T cell repertoire (TCR) diversity 

between SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute 

Analysis of the TCRb repertoire of HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells sorted from 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of SR subjects during either acute HCV 

(n=4) or follow-up (n=8) and CI subjects during acute HCV (n=6) as indicated in Table 1. 

(A) Frequency of NS3-1073 specific CD8+ T cells. (B) Simpson Diversity and (C) 

Shannon Entropy of all the repertoires are shown. (D) Tree maps show each samples’ TCR 

repertoire. Each colored square represents a CDR3 clonotype and its proportion to the TCR 

repertoire. Clonotypes in common between paired samples (e.g. SR1-Acute and SR1-

Follow-up) are represented using the same color. Apart from paired samples, colors were 

chosen randomly and don’t match between tree maps. Graphs below each tree maps show 

the individual CDR3 clonotype frequency (left y axis) and the accumulated frequency 

(dotted grey line) of the top 10 expanded clonotypes (right y axis). (E) Cumulative 

frequencies of the top 10 clonotypes.  
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Figure 2. V04 and V06 V gene families are preferentially utilized by HCV NS3-1073 

specific CD8+ T cells from all groups 

(A) Frequency of preferentially used TCRBV families among dominant (³ 1%), sub-

dominant (³ 0.5%) and low abundance clonotypes (³ 0.1%) in SR samples collected during 

acute (n=4) and follow-up (n=8) and CI-acute samples (n=6). Two-way ANOVA; *: p ≤ 

0.05; **: p ≤ 0.01; ****: p ≤ 0.0001. In this figure, we are only showing V gene families 

of frequency >10% and highlighting only key families and those that are significant as 

compared to at least three other families. See Supplementary Figure S3. (B) Evolution of 

V and corresponding J genes usage in paired samples from four SR subjects at the acute 

and follow-up time points, shown as pie charts representing frequencies of dominant, sub-

dominant and low frequency clonotypes (EDI.: Estimated Day post-Infection.). The size of 

the colored arcs is proportional to V genes frequencies and the corresponding V-J pair. (C) 

Cumulative frequency of V04 and (D) V06 usage within dominant, sub-dominant and low 

frequency clonotypes in paired samples collected at acute and follow-up time points. 

Student t-test; ns: not significant.  
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Figure 3. Identification of a set of public clonotypes irrespective of infection outcome. 

(A) The number of CDR3 AA sequence among dominant (³1%), sub-dominant (0.50–

0.99%) and low abundance (0.49-0.10%) clonotypes of HCV NS3-1073 specific CD8+ T 

cells in common between samples illustrated as a heatmap. A clonotype was termed  

“public” if it was present in at least two subjects at a cumulative frequency ≥0.5%, 

irrespective of infection outcome. (B) Heatmap show the cumulative frequencies within 

dominant, sub-dominant and low abundance CDR3 AA sequence of identified public 
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clonotypes. (C) Cumulative frequencies of public clonotype 1 within dominant, sub-

dominant and low abundance clonotypes SR samples collected during acute (n=4) and 

follow-up (n=8) and CI-acute samples (n=6). One-way ANOVA; ns: not significant. (D) 

Corresponding alpha chain of three public clonotypes identified from Eltahla et al (31).  
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Figure 4. Expansion profile and polyfunctionality of public clonotypes during HCV 

reinfection 

(A) Cumulative frequencies of public clonotypes within dominant, sub-dominant and low 

abundance clonotypes of subject SR/SR-1 who cleared HCV reinfection and subject 

SR/CI-2 who developed chronic infection. The TCR repertoire is examined at pre-

reinfection, peak reinfection and late reinfection time points, as previously described by 

Abdel-Hakeem, Boisvert et al. (16). For subject SR/SR-1, effector (CD127-) and memory 

(CD127+) two CD8 T cell subsets were examined at the peak reinfection time point. (B) 

TCR deep sequencing of CD8 T cell lines derived from SR/SR1 PBMCs. (C) 

Polyfunctionality index of one representative experiment in duplicate representing the 

degree of polyfunctionality of each CD8 T cell line at each peptide concentration (data 

from Abdel-Hakeem, Boisvert et al. (16)). 
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Figure 5. Limited recognition of HLA-A2 restricted epitopes by HCV NS3-1073 

specific CD8+ T cells.  

(A) Frequencies and specificities of shared TCR clonotypes between HCV-specific CD8+ 

T cells from the indicated samples of HCV infected subjects and other HLA-A2 restricted 

epitopes from the VDJ database. (B) PBMCs from four SR-follow-up samples that showed 

shared TCR clonotypes with other HLA-A2 restricted epitopes were tested in an IFN-γ 

ELISPOT assay against the HCV (NS3 1073) epitope together with the potentially cross 

reactive epitope based on the shared TCR clonotypes represented in (A) and Table 3. These 

included: Flu (NA-231 and M1-58), YFV (NS4B-214), Melanoma (MLANA-26), EBV 

(BMLF1-280) or CMV (pp65-495) peptides. The frequencies of IFN-γ spot forming cell 

(SFC) per million PBMCs are shown for each sample. (C) HCV NS3-1073 specific CD8 

T cells were expanded from the PBMCs of subjects SR.2 and SR.4 (Follow-up time point) 

with the NS3-1073 peptide as indicated in Materials and Methods. Expanded HCV-specific 

CD8 T cells were stimulated with autologous BLCLs prepulsed or not with either HCV 

(NS3 1073), Flu (NA-231) or CMV (pp65-495) peptides for 6 hours. Functionality was 

examined by flow cytometry. Boolean gating and SPICE software were used to assess 

polyfunctionality profile for total CD8+ T cells in each subject. 
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Supplementary Materials 

 

Supplementary Figures 

Fig. S1. Comparable NS3-1073 specific CD8+ T cell repertoire (TCR) CDR3 length 

between SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute. 

Fig. S2. V gene family usage of HCV NS3-1073 specific and naïve CD8+ T cells. 

 

 

Supplementary Tables 

Table S1. TCR deep-sequencing summary information  

Table S2. HCV Public Clonotypes List  
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Supplementary Figure S1. Comparable NS3-1073 specific CD8+ T cell repertoire 

(TCR) CDR3 length between SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute. 

(A) Representative CDR3 amino acid (AA) length distribution analysis of the HCV-

specific (left) and naïve (right) repertoire of SR.5 (Top) and CI.5 (Bottom) subjects. (B) 

Pooled data of the coefficient of determination (R2) to compare CDR3 length distribution 

in all SR and CI subjects. One-way ANOVA; ns: not significant.  
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Supplementary Figure S2. V gene family usage of HCV NS3-1073 specific and naïve 

CD8+ T cells.  

(A) Frequency of all TCRBV families among dominant (³1%), sub-dominant (³0.5%) and 

low abundance clonotypes (³ 0.1%) in SR subjects during acute (n=4) and follow-up (n=8) 

as well as CI-acute (n=6).  Two-way ANOVA; *: p ≤ 0.05; **: p ≤ 0.01; ****: p ≤ 0.0001. 

The dotted line indicates the 10% threshold used to select highly utilized V gene families. 

For simplicity, only key V gene families and those significant compared to at least three 

other families are highlighted. (B) V and corresponding J gene usage of HCV naïve (top) 
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and HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells (bottom) from SR.5-Follow-up and CI.5-Acute 

samples shown as chord diagrams representing frequencies of the dominant (³ 1%), sub-

dominant (³ 0.5%), low frequency (³ 0.1%) and lowest abundance (<0.1%) clonotypes. 

The size of the colored arcs is proportional to V genes frequencies and the corresponding 

V-J pair 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

Supplementary Table S1: TCR deep-sequencing summary information  

Sample Name 
HCV NS3-1073 
Tet+ Frequency 

(% of CD8+ T cells) 

Sorted Cells 
(Number) 

Productive 
Sequences  

(Total) 

Productive 
Sequences 
(Unique)a 

Clonalityb 

SR.1-Acute 2.55 25 815 8 422 783 0.3935 

SR.1-Follow-up 2.16 5 459 766 244 0.1941 

SR.2-Follow-up 0.83 27 279 9 834 3 399 0.1525 

SR.3-Follow-up 0.63 1 505 777 461 0.0590 

SR.4-Follow-up 0.89 14 051 4 691 1 475 0.1240 

SR.5-Acute 5.74 49 531 15 141 2 093 0.2043 

SR.5-Follow-up 0.73 3 041 362 241 0.0445 

SR.6-Follow-up 0.51 910 595 299 0.0759 

SR.7-Acute 2.30 10 888 2 900 1 306 0.0875 

SR.7-Follow-up 0.70 3 871 496 299 0.0742 

SR.8-Acute 0.77 2 753 521 339 0.0405 

SR.8-Follow-up 0.27 756 113 103 0.0101 

CI.1-Acute 2.33 15 485 8 699 653 0.3935 

CI.2-Acute 5.42 35 471 9 739 1 805 0.1476 

CI.3-Acute 11.03 27 433 8 421 650 0.2568 

CI.4-Acute 0.95 2 714 675 302 0.0980 

CI.5-Acute 39.08 285 445 61 180 5 103 0.18 

CI.6-Acute 0.19 2 092 718 402 0.0617 
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aThe number of sequences in the sample that are in-frame and do not contain a STOP codon.  
bClonality measures the TCR repertoire distribution. It ranges from 0 (all clonotypes are equally abundant) to 1 (all clonotypes originated from a unique 
progenitor cell). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
Table S2. HCV Public Clonotypes List  
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Abstract 

 

Successive episodes of hepatitis C virus infection represent a unique natural rechallenge 

experiment to define correlates of long-term protective immunity and inform vaccine 

development. We applied a systems immunology approach to characterize longitudinal 

changes in the peripheral blood transcriptomic signatures, T and B cell recall responses in 

eight subjects who spontaneously resolved two successive episodes of HCV infection. 

Furthermore, we compared the transcriptomic signatures of primary and secondary 

resolving HCV infections, with an HCV nonstructural protein vaccine regimen of 

recombinant chimpanzee adenovirus 3 vector (ChAd3-NS) prime followed by modified 

vaccinia Ankara (MVA-NS) boost. We identified a plasma cell transcriptomic signature 

during early acute HCV reinfection that was absent in primary infection and following 

HCV vaccine boost. Spontaneous resolution of HCV reinfection was associated with rapid 

expansion of glycoprotein E2-specifc memory B cells in 3 subjects and transient increase 

in E2-specific neutralizing antibodies in 6 subjects. Concurrently, there was an increase in 

the breadth and magnitude of HCV-specific T cells in 7 subjects, suggesting a cooperative 

role for antibodies and T cells in clearance of HCV reinfection.   
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Introduction 

Worldwide, 58 million individuals are chronically infected with hepatitis C virus (HCV). 

Around a quarter of acutely infected individuals will spontaneously clear the infection, 

while the majority develops persistent infection, a leading cause of liver cirrhosis and 

hepatocellular carcinoma (Hoofnagle, 2002). Since 2014, the introduction of direct-acting 

antivirals (DAA) enabled the cure of chronic HCV in the majority of treated subjects 

(~95%) (Zoulim et al., 2015). However, DAA treatments are expensive and do not protect 

against reinfection. Altogether, these factors urge the development of a prophylactic 

vaccine to efficiently and rapidly curb the HCV epidemic (Cox, 2020).  

High risk populations like people who inject drugs (PWID) are continuously re-

exposed to HCV and thus get reinfected even if they have spontaneously cleared a primary 

infection (Sacks-Davis et al., 2012). Spontaneous resolution of an HCV reinfection has 

been associated with a shorter duration and magnitude of viremia, a broadened cellular 

immune response and, in 60% of cases, generation of cross-reactive antibodies (Osburn et 

al., 2010). We have demonstrated that the expansion of polyfunctional memory CD4+ and 

CD8+ T cells as well as that of a more focused HCV-specific CD8+ T-cell receptor 

repertoire comprised of public clonotypes correlated with protective immunity (Abdel-

Hakeem et al., 2014; Abdel-Hakeem et al., 2017; Mazouz et al., 2021). Yet, deeper insights 

into what constitutes a potent protective immune response in real life settings is crucial for 

the development of a prophylactic HCV vaccine. 

To date, only one HCV vaccine has reached phase II clinical trials in humans. This 

T-cell based vaccine strategy is comprised of the chimpanzee adenovirus 3 (ChAd3) 

encoding the HCV genotype 1b non-structural (NS) proteins followed by a modified 

vaccinia Ankara (MVA) boost (ChAd3-NS/MVA-NS). While strong CD8+ and CD4+ T 

cell responses were induced in healthy volunteers (Swadling et al., 2014), the vaccine 

eventually failed to protect against persistent infection in PWID  —although a reduction in 

HCV viraemia was observed in ChAd3-NS/MVA-NS HCV vaccinees following infection 

(Page et al., 2021). The immunological mechanisms underlying the vaccine’s failure to 

protect against chronic infection in PWID are not yet understood. 
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Systems immunology represents a powerful approach for an in-depth 

characterization of the early transcriptomic signatures induced by viral infections in 

humans (Kwissa et al., 2014; Rosenberg et al., 2018). Similarly, systems vaccinology was 

successfully applied to study the transcriptomic response to either licensed vaccines 

including Yellow Fever 17D (YF-17D) (Gaucher et al., 2008; Querec et al., 2009) and 

Influenza (Nakaya et al., 2011), or candidate vaccines against HIV (Thiebaut et al., 2019; 

Zak et al., 2012). We have previously performed longitudinal transcriptomic analysis of 

the immune response in the peripheral blood during acute resolving HCV infection 

(Rosenberg et al., 2018). We observed strong innate antiviral signatures early during acute 

infection that returned to baseline levels following viral clearance. These innate signatures 

were also shared with other flaviviruses such as Dengue and YF-17D (Rosenberg et al., 

2018). However, we observed limited adaptive immune responses suggesting that they may 

be restricted to a small cellular subset or be compartmentalized in the liver. Transcriptomic 

signatures of the recall immune response upon HCV re-exposure and reinfection and 

whether this response can be mimicked by HCV vaccines remain unexplored.  

Herein, we applied a systems immunology approach to characterize the peripheral 

blood transcriptomic signatures during natural cases of HCV reinfection and to compare 

changes relative to those previously reported using data from primary infection in the same 

cohort (Rosenberg et al., 2018) and following ChAd3-NS/MVA-NS vaccination in healthy 

individuals (Hartnell et al., 2018). Finally, we used different functional immunological 

approaches to study concurrently the longitudinal HCV-specific T and B cells responses 

during reinfection in PWID. We identified a plasma cell transcriptomic signature in viremia 

positive time points unique to acute HCV reinfection. This signature was not detectable 

during either primary infection or following HCV vaccine boost. Acute HCV reinfection 

and clearance was accompanied by a transient increase in anti-glycoprotein E2 antibody 

responses as well as increased breadth and magnitude of virus-specific T cells, suggesting 

a role for both arms of the adaptive immune response.  
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Results and Discussion 

A robust host response in the Early acute phase of reinfection in PWID 

The Montreal hepatitis C cohort (HEPCO) recruits and follows PWID subjects during 

multiple episodes of HCV infection, representing a unique opportunity to study the immune 

response during acute reinfection (Sacks-Davis et al., 2015). For this study, we selected 8 

subjects from the HEPCO cohort who became reinfected after spontaneously clearing a 

primary HCV infection. All of them successfully resolved the subsequent infection. Subject 

demographics and clinical data are summarized in Table 1. Total PBMC samples of 7 

subjects collected at 4 distinct time points during reinfection were used for RNA extraction 

and subsequent RNA-sequencing (RNA-seq): Pre-reinfection (baseline), Early acute 

(earliest available time point post estimated date of reinfection; ~ 2-9 weeks), Late acute 

(~ 14-26 weeks) and long-term follow-up (~ 28-71 weeks) (Fig. 1A).  

We employed principal component analysis (PCA) using the top 500 most variable 

genes to visualize the variation in gene expression at the different time points tested (Fig. 

1B). PCA shows a nearly complete separation of Early acute time points from those of pre-

reinfection along the PC1 (19.2%) and PC2 (12.2%) axes. These variations are reduced 

gradually, with the follow-up time points overlapping baseline with some variability within 

the PC1 (19.2%) and PC2 axes. Our previous PCA analysis of longitudinal RNA-seq 

samples collected during primary HCV infections demonstrated a clear separation of 

viremia positive time points (Rosenberg et al., 2018). Reinfection samples, however, did 

not completely segregate based on their viremia status (Fig. 1B). Nevertheless, to facilitate 

comparison between transcriptomic signatures of primary infection versus HCV 

reinfection, a similar approach of stratifying the Early and Late acute time points based on 

viremia status positive (+) or negative (-), was used for subsequent transcriptomic analyses. 

Next, we applied a paired linear model to compare each time point from all samples 

to their pre-reinfection baseline. A total of 599 genes were differentially expressed at the 

Early acute (+) time point (387 upregulated and 212 downregulated), while none were 

identified in other groups (FDR<0.10, Fig. 1C). In summary, the strongest host response 

detected at the transcriptomic level occurs at the Early acute time point following HCV 

reinfection.  
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Strong host response one day post-vaccine prime and boost in healthy subjects 

Next, we used publicly available data to define whether similar transcriptome changes are 

induced by the T cell-based HCV vaccine strategy of ChAd3-NS prime followed by an 

MVA boost in healthy subjects (Hartnell et al., 2018). PBMC samples were collected at 

four time points post-vaccine prime (d0, d1, d4 and d7) and boost (d56, d57, d60 and d63) 

and transcriptome changes were evaluated by microarray analysis (Fig. 1D). PCA shows a 

complete separation of d1 and d57 from other prime and boost time points along the PC1 

axis, accounting for 61.3 % of the variability (Fig. 1E). We applied a paired linear model 

to compare each time point to its baseline, and a total of 1172 genes were differentially 

expressed at d1 (387 upregulated and 785 downregulated), while 3441 genes were 

differentially expressed at d57 (1948 upregulated and 1493 downregulated) (FDR<0.05, 

Fig. 1F). Thus, prominent changes were detected 24 h post-vaccination, with the MVA-

NS boost eliciting slightly stronger transcriptomic changes but with a similar 

transcriptomic signature. These results also highlight a quick return to baseline as early as 

4 days after vaccination.  

 

Enriched B cell signatures in Early acute reinfection samples as compared to primary 

infection. 

Our previous transcriptomic analysis of primary HCV infection ([P]) (Rosenberg et al., 

2018) and the analysis performed in the present reinfection study ([R], Fig. 1C) 

demonstrated that the most pronounced transcriptome changes occur at the Early acute time 

point in both episodes. So, we sought to identify genes differentially increased in acute 

reinfection versus primary infection, compared to their respective baselines, using the 

following contrast: (REARLY-ACUTE – RPRE-REINFECTION) – (PEARLY-ACUTE – PPRE-INFECTION). 

The resulting ranked gene list was used to run gene set enrichment analysis (GSEA) using 

two databases specifically designed to study immune responses in peripheral blood: 

Leukocyte signature matrix (LM22, (Newman et al., 2015)) and blood transcriptome 

modules (BTM, (Chaussabel et al., 2008)). Resolution of primary HCV infection was 

characterized by a strong upregulation of innate immune cells, inflammatory and 

interferon/antiviral-sensing signatures at Early acute.  
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In contrast, the resolution of the secondary infection was characterized by a strong 

upregulation of B and T cell signatures (Fig. 2A and Table S1).  

Next, we ran GSEA using the following contrasts: (RTIME-POINTS – RPRE-REINFECTION). 

All LM22 and a representative subset of BTMs are presented as a heatmap in Figs. 2B-D, 

while all modules are presented in Table S1. At the Early acute reinfection, GSEA showed 

global downregulation of modules associated with innate immunity (Fig. 2B). In contrast, 

we observed an upregulation of modules associated with an adaptive immune response 

including: T_CELLS_CD4_MEMORY_ACTIVATED, 

T_CELLS_FOLLICULAR_HELPER, plasma cells and B cells, immunoglobulins 

(M156.0), PLASMA_CELLS and T_CELLS_CD8. Our results at the transcriptomic level 

show that, unlike the innate immunity-dominated signature present in acute primary 

infection, HCV reinfection is characterize by adaptive T and B cell signatures, consistent 

with induction of immune memory responses that result in shorter duration and magnitude 

of viremia during HCV reinfection, as previously described. (Osburn et al., 2010)(Abdel-

Hakeem et al., 2014). It is important to note that, given the more rapid course of reinfection, 

we may have missed very early transient innate immune signatures. Indeed, clearance of 

heterologous HCV re-challenge in the chimpanzee model was associated with a higher 

hepatic expression of ISG, as well as type I and II interferons (Barth et al., 2011). While T 

cell activation is maintained at Late Acute (-), B cell signatures were downregulated 

following HCV reinfection clearance (Figs. 2C-D). To ensure that the observed humoral 

signatures are not a result of an outlier, we applied sample level enrichment analysis 

(SLEA) using leading edge genes of the REARLY-ACUTE – RPRE-REINFECTION contrast (Figs. 

S1A-C). All subjects, except SR2 and SR6 exhibited upregulation of B cell and plasma 

cell modules at Early acute as compared to pre-reinfection, with SR5 presenting the highest 

increase (Fig. S1B). In conclusion, the upregulation of modules associated with a humoral 

immune response observed at Early acute reinfection is a common transcriptomic 

signature.  
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Strong T cell but weak B cell transcriptomic signatures post-HCV vaccine boost in 

healthy individuals 

Next, we wanted to compare the transcriptomic changes induced by the T cell-based HCV 

vaccine prime (VP) and Boost (VB) with primary infection and reinfection signatures, 

respectively. The following contrasts were utilized for GSEA: (VPTIME-POINTS – VPBASELINE 

(d0)) and (VB TIME-POINTS – VBBASELINE (d56)) (Fig. 2B-D, Table S1). We observed at one day 

post-ChAd (d1) and post-MVA (d57) a shared upregulation of modules associated with 

innate immune cells, inflammatory and interferon/antiviral-sensing categories (Fig. 2B?, 

Table S1). These signatures rapidly waned and were followed by a transient or sustained 

upregulation of T cell modules at d4 and days 60-63, respectively (Fig. 2D). At d7 post-

prime, we observed an upregulation of B cell and plasma cell modules (Fig. 2C). While 

the upregulation of plasma cell modules observed post-prime could potentially reflect an 

HCV-specific antibody response towards NS viral proteins, the absence of these signatures 

post-boost suggests a non-existent recall response (Fig. 2C). Thus, the humoral response 

signatures observed at d7 may potentially reflect a response towards the ChAd vector. 

Indeed, high levels of ChAd3 neutralizing antibodies (nAbs) were detected post-prime in 

healthy subjects (Capone et al., 2020). While no correlation was observed between pre-

vaccination anti-ChAd3 nAbs titers and vaccine immunogenicity (Capone et al., 2020), 

anti-adenoviral nAbs titers above 200, defined as the reciprocal of the 50% neutralization 

end point, were previously shown to reduce immunogenicity towards the insert antigens 

(Frahm et al., 2012) and may be one of mechanisms underlying the reduced vaccine 

efficacy in PWID (Page et al., 2021). 

 

HCV-specific antibodies in plasma increase at Early acute post-reinfection 

Since we observed a strong plasma cell signature post-reinfection, we sought to evaluate 

the longitudinal polyclonal HCV-specific antibody responses by measuring relative levels 

of E2- and NS3-specific antibodies (IgG) in plasma by ELISA (Fig. S2A). We detected an 

E2-specific antibody response at pre-reinfection in 4 subjects (SR2, SR5, SR6 and SR8) 

against E2 from the H77 strain (genotype 1a; gt1a) and in 3 subjects (SR5, SR6 and SR8) 

against E2 from the J6 strain (gt2a).  
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The anti-E2 antibody response increased significantly at the Early acute time point as 

compared to pre-reinfection, and rapidly decreased by the Late acute time points for all 

subjects except SR8 (Fig. S2A). At pre-reinfection, plasma from 5 of 8 subjects (SR1, SR2, 

SR4, SR6 and SR8) contained antibodies against NS3 (gt1a). We detected a significant 

increase in anti-NS3 antibodies at Early acute as compared to pre-reinfection. This 

response was sustained at Late acute and decreased at Follow-up for all subjects except 

SR2 (Fig. S2A). Altogether, a strong anti-E2 and NS3 response was detected by ELISA at 

Early acute following reinfection. 

 

HCV-specific antibodies in plasma neutralize genotype 1a but not genotypes 2a and 

3a HCVpp  

Next, we proceeded to evaluate the longitudinal nAb responses in plasma against HCV 

pseudoparticles (HCVpp) from genotypes 1a (H77), 2a (J6/JFH1), and 3a (S52). Herein, a 

neutralizing activity >50% was considered positive. For H77 HCVpp, neutralization was 

detected in three subjects (SR2, SR5 and SR8) at pre-reinfection (Fig. S2B). Yet, such 

nAbs did not provide sterilizing immunity, i.e. did not prevent the establishment of the 

HCV reinfection. The neutralizing activity in plasma increased significantly in 6 out of 8 

subjects at Early acute. For SR3, SR5 and SR8, the neutralizing activity remained positive 

at the Late acute and follow-up time points. These results are consistent with a previous 

report which associated spontaneous clearance of HCV reinfections with the generation of 

nAbs against H77 (Osburn et al., 2010). All subjects neutralized J6/JFH1 (gt2a) and S52 

(gt3a) HCVpp poorly for all time points. Only SR5 at Early acute neutralized S52 (gt3a) at 

48%, denoting a transient cross-neutralizing capacity (Fig. S2B). In summary, our data 

show that while E2-specific antibodies were detected against gt1a and gt2a, they were not 

capable of neutralizing non-gt1 HCVpp. Interestingly, all subjects were reinfected with 

either genotype 1a or 1b, which could explain poor cross-neutralizing (i.e. against gt2a and 

gt3a) capacities of plasma samples.  

Next, we examined the correlation between the transcriptomic signature and 

antibody responses. The LM22 plasma cell module SLEA z-scores (Fig. S1C) correlated 

positively with HCV-specific antibody responses and antibody neutralization but was only 

significant with the strongest antibody response detected (NS3) (Fig. S2C).  
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This suggests that the humoral transcriptomic signatures observed during acute 

reinfection reflect an HCV-specific B cell response. 

 

Early activation and expansion of E2-specific memory B cells following HCV re-

exposure  

Next, we evaluated the longitudinal kinetic of E2-specific class-switched memory B cells 

(MBCs) using fluorescent J6-E2 tetramers (Fig. 3A) (Boisvert et al., 2016). Dual labeling 

was used to identify double-positive E2-specific MBCs (CD19+CD27+IgM-E2-tetramer+). 

The frequency of E2-specific MBCs peaked at Early acute in 3 out of 8 subjects (SR3, SR7 

and SR8) and rapidly declined by Late acute (Fig. 3B). To better characterize the phenotype 

of these E2-specific MBCs, we concatenated the CD19+ B cell population of the three 

subjects with the highest tetramer+ frequency at Early acute and applied global high-

dimensional mapping of the flow cytometric data (Fig. 3C). A t-distributed stochastic 

neighbor embedding (t-SNE) representation coupled with FlowSOM analysis allowed the 

identification of 8 B cell clusters (Fig. 3C-E). According to the mean fluorescence intensity 

of each protein marker, cluster 3 delineates the E2-specific MBCs population. This cluster 

is characterized by the expression of a high level of CD20 and an intermediate one for the 

activation-related markers CD24 and CD71, suggesting recent antigenic stimulation (Fig. 

3C-E). The phenotype of E2-specific MBCs was confirmed through manual gating (Fig. 

3F). At the Early acute time point, a resting phenotype (CD71-) was observed in 32,7% of 

E2-specific MBCs, while the majority (66.7%) had an activated phenotype 

(CD71+CD20hiCD38int-lo). Conversely, as their frequency decreased, the majority of E2-

specific MBCs at Late acute had a dominant resting phenotype (62.6%) (Fig. 3G). These 

data show rapid expansion of E2-specific MBCs at Early acute followed by a decline in 

frequency and activation as the virus is cleared. We previously reported an increased 

frequency of E2-specific MBCs at Late acute, preceded by a peak of activated circulating 

TFH during primary infection in resolvers (Salinas et al., 2021). In the present study, we 

detected a rapid expansion of E2-specific MBCs at Early acute followed by a decline in 

their frequency and activation as the virus is cleared, consistent with a rapid and strong 

recall response. The role of TFH during reinfection remains to be elucidated. 
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Concerted increase in HCV-specific T and B cell responses at Early acute reinfection 

Next, we assessed the contribution of antibodies versus T cells in mediating viral clearance 

upon reinfection. The compiled data for each subject are summarized in Figure 4. We 

evaluated the magnitude and breadth of the HCV-specific T cell response longitudinally 

using an IFN-γ ELISpot assay against a panel of overlapping peptide pools representing 

either the HCV genotype 1a (H77) or 1b (J4) polyprotein (Fig. 4). In addition, in subjects 

for whom an MHC class I tetramer was available, we evaluated the longitudinal frequency 

of HCV-specific CD8+ T cells. Consistent with our previous study (Abdel-Hakeem et al., 

2014), we observed an increase in the magnitude and breadth of the HCV-specific T cells 

measured by ELISpot in all subjects following reinfection, except SR3. Similarly, subjects 

SR2, SR7 and SR8 displayed higher HCV-specific CD8+ T cells frequencies post-

reinfection (Fig. 4, top panels). With the exception of subjects SR1 and SR4, resolution 

of reinfection was also associated with the presence of E2-specific antibodies at the Early 

acute time point as measured by ELISA (Fig 4, second panels). Yet, only three subjects 

(SR3, SR7 and SR8), had detectable E2-specific MBCs at Early Acute (Fig. 4, third 

panels). For three subjects (SR2, SR5 and SR6), although, there was no expansion of E2-

specific MBCs and variable E2-specific antibody levels as measured by ELISA, they 

displayed a positive nAb response towards gt1a HCVpp especially at the Early acute time 

point (Fig. 4, bottom panels). Expansion of E2-tetramer+ B cells may have been missed 

in these subjects due to rapid HCV clearance. It is also possible that the E2-specific MBCs 

targeting autologous E2 of gt1a had limited reactivity/affinity towards the E2 gt2a 

tetramers.  Interestingly, the peak of the B cell response detected in subject SR7 preceded 

the peak of the T cell response, suggesting that the humoral response may have initially 

controlled the acute reinfection in this subject. In summary, the majority of subjects 

displayed increased E2-specific antibody responses and/or neutralizing capacities towards 

H77 HCVpp at Early acute together with HCV-specific T cells albeit to different 

magnitudes. These results are consistent with the upregulation of T and B cell modules 

(Figs. 2C-D) and suggest that resolution of HCV reinfection is characterized by a concerted 

HCV-specific T and B cell responses.  
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Concluding remarks  

 

A better understanding of the correlates of protective immunity against HCV in real life 

settings is required for a better development of the next generation HCV vaccines. Here, 

we demonstrated that spontaneous resolution of HCV reinfection was characterized by a 

transient increase in E2-specific neutralizing antibody response. As previously reported 

(Osburn et al., 2014), this antibody response rapidly waned after the control of viremia, 

consistent with the absence of plasma cell signatures at HCV-RNA negative time points. 

Plasma samples mainly neutralized gt1a HCVpp, yet we cannot completely exclude that at 

the monoclonal level, some antibodies circulating at low level in blood could potentially 

neutralize heterologous strains. Indeed, Merat et al. previously identified broadly 

neutralizing Abs (bnAbs) at the monoclonal level, targeting the AR3 and AR4 regions of 

the E2 glycoprotein in subjects capable of clearing multiple HCV infections (Merat et al., 

2019). Such AR3-specific bnAbs were detected up to 5 years post-clearance of a primary 

infection, suggesting that such response could help prevent virus persistence upon 

reinfection.  

We observed a concurrent increase of HCV-specific B and T cell responses at Early 

acute at the transcriptomic and functional levels. Although, in our study the concurrent 

impact of both immune responses on the infecting viral sequence is not known, our 

laboratory has previously shown that spontaneous resolution of HCV reinfections was 

associated with an expansion of polyfunctional clonotypes recruited from preexisting 

memory pools (Abdel-Hakeem et al., 2014; Abdel-Hakeem et al., 2017; Mazouz et al., 

2021). In addition, Kinchen et al. demonstrated the capacity of nAbs to induce an immune 

pressure leading to mutations within the CD81 binding site of the E2 glycoprotein, 

eventually resulting in a loss of viral fitness (Kinchen et al., 2018). It is therefore tempting 

to hypothesize that both these arms of adaptive immunity play a key role in HCV 

reinfection clearance. Interestingly, SR7 showed a different kinetic, displaying a strong 

nAbs response prior to the peak of T cell responses. This suggests that nAbs may have 

initially controlled the infection while the delayed peak of T cell response eventually led 

to HCV clearance. Further experiments are needed to confirm this hypothesis.  
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Comparing real life HCV infections with vaccine-induced transcriptomic signatures 

in humans underscored the absence of plasma cell modules in post-MVA-NS vaccination 

as compared to acute reinfection. Because these viral vectored vaccines do not contain the 

glycoproteins E1 and E2, the absence of nAbs in response to this vaccine is expected. While 

different time frames between vaccine and natural infection time points may limit 

comparisons, the presence of an E2-specific antibody response in real-life cases of HCV 

reinfection and clearance provide an important rationale for a combination T cell-based 

and a bnAbs-inducing vaccine to prevent chronic HCV infection. AR3-specific bnAbs 

were previously detected in humans vaccinated with a recombinant E1E2 immunogen 

derived from a gt1a isolate (HCV-1), albeit at a low potency, suggesting that the induction 

of such bnAb responses by a vaccination is possible (Chen et al., 2020; Frey et al., 2010). 

The transcriptomic signature associated with HCV re-exposure and clearance described in 

the present manuscript can be used as benchmarks to evaluate novel HCV vaccines. 
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Materials and Methods 

Human ethics statement 

All subjects provided written, informed consent prior to enrollment within the HEPCO 

cohort. The ethics committee of the Centre hospitalier de l’Université de Montréal 

(CHUM) approved this study (Protocol SL05.014), which was conducted according to the 

ethical principles defined in the Declaration of Helsinki. 

 

Study subjects and samples 

Study subjects are PWIDs recruited within the HEPCO cohort who spontaneously cleared 

an acute HCV primary infection. As previously described (Sacks-Davis et al., 2015), 

clearance of a primary HCV infection was determined as two consecutive negative HCV 

RNA tests (Cobas Ampliprep/Cobas TaqMan HCV Qualitative Test, version 2.0; Limit of 

detection: 15 IU/ml)). A subsequent HCV reinfection was defined as reappearance of HCV 

RNA. The median between the last negative and first positive HCV RNA test was used to 

determine the estimated date of reinfection (EDI). Study subjects were considered resolvers 

if HCV RNA were no longer detected 6 months post-EDI. Whole peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) samples collected at four different time points were utilized: 

1) Pre-reinfection baseline (Variable); 2) Early acute (2±9 weeks, mean 7 weeks); 3) Late 

acute (14±26 weeks, mean 19 weeks); and iv) Follow up (28±71 weeks, mean 41 weeks). 

Subjects’ demographics (e.g., age and sex), as well as key characteristics and estimated 

days post-reinfection are presented in Tables 1 and 2. 

 

RNA-seq library preparation  

Total RNA was extracted from thawed cryopreserved PBMC samples using the RNEasy 

Mini kit (Qiagen) according to manufacturer’s instructions. The RNA quality was assessed 

using the Agilent Bioanalyzer 2100 system (Agilent Technologies). All RNA samples 

displayed an RNA integrity numbers (RIN) score superior to 8. RNA samples were sent to 

the Genome Quebec Innovation Center for RNA-seq libraries preparation using the NEB 

mRNA stranded library preparation. Libraries were grouped by patient, in order to lessen 

the batch effect, and sequenced in multiplex on the illumina HiSeq4000 SR100 to generate 

100 bp single-end reads (range 2.5x107 ± 6x107 total reads per library). Reads were 
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obtained already aligned to the human genome (hg19). Read counts per gene were 

determined using HTSeq-count (v0.6.1p1) (Anders et al., 2015). 

 

Gene expression analysis 

All the following analyses were performed within the R statistical framework (version 

3.6.2) (Gentleman et al., 2004; Team, 2018) and Bioconductor (Gentleman et al., 2004), 

using reinfection samples, as well as primary HCV infection RNA-seq data from our 

previous study (Rosenberg et al., 2018). Principal component analysis (PCA) was 

performed as previously described (Rosenberg et al., 2018) using the top 500 most variable 

genes across all resolver samples. Prior to normalization using the trimmed mean of M 

values (TMM) method from the edgeR package (Robinson and Oshlack, 2010), genes with 

low expression values were removed. Genes with more than one read count per million 

(cpm) in at least three samples were included in the following analysis (15422 genes in 

total). Counts were then transformed to log2 CPM using the voom function (Law et al., 

2014) of the limma package (Ritchie et al., 2015). For each HCV infection (primary [P] 

and reinfection [R]), a paired linear model was fitted with a donor blocking factor in which 

we compared each time point to its baseline. The resulting lists of pre-ranked genes given 

by LIMMA moderated t-statistic were used to perform gene set enrichment analysis 

(GSEA) (Subramanian et al., 2005), using the fgsea function from the fgsea package 

(Sergushichev, 2016). The leukocyte gene signature matrix (LM22) (Newman et al., 2015), 

as well as blood transcription modules (Li et al., 2014) were used as gene sets for GSEA. 

Results were corrected for multiple testing using the Benjamini and Hochberg method 

(Benjamini Y, 1995). Heatmaps were generated using the complex heatmaps package (Gu 

et al., 2016). Sample level enrichment analysis (SLEA) was used to summarize the 

transcriptional level of each gene set and the sample level. SLEA compares the mean 

expression of genes within each module to the mean expression of 1000 randomly 

generated modules of the same size. The resulting z-score reflects the direction of the 

pathway in a sample, with a z-score > 0 indicating an upregulation and a z-score < 0, a 

down-regulation of the gene module. 

 

HCV vaccine transcriptomic signature 



 
 
 

142 

Microarray data for PBMC responses to the HCV vaccine (ChAd3-NSmut prime / MVA-

NSmut boost) was graciously provided by Dr. Eleanor Barnes (Hartnell et al., 2018). PCA, 

differential expression, and GSEA analyses were performed similarly to reinfection 

samples.  
 

Tetramers 

Biotinylated E2 monomers were graciously provided by Dr. Arash Grakoui (Boisvert et 

al., 2016). Tetramers were prepared by adding phycoerythrin (PE)- (Sigma-Aldrich) or 

allophycocyanin (APC)-labeled ExtrAvidin (Thermofisher), 5 times using 7.5 µl with 10 

min incubation at room temperature each time. Tetramer staining was performed using 0.5 

µL of Tetramer-PE and 0.5 µL of Tetramer-APC per sample. The MHC class I monomers 

were synthesized by either the National Immune Monitoring Laboratory (Montréal, QC, 

Canada) or the NIH Tetramer Core Facility (Emory University, Atlanta, GA) and were as 

follows: HLA-B7 restricted HCV Core peptide aa 41-49 (GPRLGVRAT), HLA-A1 

restricted HCV NS3 peptide amino acids (aa) 1436–1444 (ATDALMTGY) [A1/NS3-

1436], HLA-A2 restricted HCV NS3 peptide aa 1073–1081 (CINGVCWTV) [A2/NS3-

1073], HLA-B27 restricted HCV peptide NS5B peptide aa 2841-2849 (ARMILMTHF) 

[B27/NS5B-2841]. Tetramers were prepared by adding 10 µl of phycoerythrin (PE)-

labeled ExtrAvidin (Sigma, St. Louis, MO) five times, with 10 min incubation at room 

temperature after each addition.  

 

Flow cytometry 

Cryopreserved PBMCs were thawed and then washed with FACS buffer (PBS 1X, 1% 

FBS [Sigma-Aldrich], 0.01% sodium azide [Thermo Fisher Scientific]). Tetramer staining 

was performed for 30 minutes at room temperature (RT). Cells were then rewashed with 

FACS buffer and stained for 30 minutes at 4°C with surface marker and LIVE/DEAD 

fixable aqua dead cell stain kit (Thermo Fisher Scientific) to identify live cells. Directly 

conjugated monoclonal antibodies against the following cell-surface markers were used: 

CD3 APC-H7 (clone SK7), CD3–BUV496 (clone UCHT1), CD14 V500 (clone M5E2), 

CD4–BUV737 (clone SK3), CD8–BV786 (clone RPA-T8), CD16 V500 (clone 3G8), 

CD19 BUV496 (clone SJ25C1), CD21-BUV737 (clone B-ly4), CD24-BV605 (clone 
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ML5), CD27 APC-R700 (clone M-T271), CD38 BUV395 (clone HB7), CD56 BV510 

(clone NCAM16.2), IgD-PE-Cy7 (clone IA6-2), IgM BB515 (clone G20-127), all from 

BD Biosciences, San Diego, CA. IgG-BV421 (clone M1310G05), CD20 BV785 (clone 

2H7), CD71 PerCP-cy5.5 (clone CY1G4) were from BioLegend, San Diego, CA. Cells 

were washed again and permeabilized using FoxP3 fixation and permeabilization buffer 

(Thermofisher Scientific) for 30 minutes at 4°C. Intracellular staining was done for 30 

minutes at 4°C. Prior to FACS analysis, cells were fixed using 1% paraformaldehyde (PFA, 

Sigma-Aldrich). Multiparameter flow cytometry was performed at the flow cytometry core 

of the CRCHUM using a BD LSRFortessa instrument equipped with five lasers (UV [355 

nm], violet [450 nm], blue [488 nm], yellow-green [561nm] and red [640 nm]) and the 

FACSDiva version 8.0.1 (BD Biosciences). FlowJo (version 10.0.8 for Mac; Tree Star, 

Inc.) was used to analyze FCS data files. 

 

ELISA assays 

ELISA assays were performed as previously described (Khan et al., 2014; Salinas et al., 

2021) using 0.5 µg/mL of either in-house generated H77 E2 (genotype 1a) and J6/JFH1 E2 

(genotype 2a) glycoproteins, or H77 NS3 protein (Raybiotech, recombinant NS3 (genotype 

1a) amino acids 1192 to 1459). Plasma samples were diluted starting at 1:250 with 4-fold 

dilutions up to 1:16,000. All assays were performed in duplicates. Only the 1:1000 dilution 

results were shown in this study. The optical density (O.D.) was calculated by subtracting 

the mean absorbance at 450nm with the mean absorbance at 570nm.  

 

Neutralizing antibodies assays  

HCV pseudotyped viruses (HCVpp) expressing a luciferase reporter alongside with the 

HCV glycoproteins derived from either genotype 1a (H77), genotype 2a (J6/JFH1) or 

genotype 3a (S52) were generated as previously described (Salinas et al., 2021). 

Neutralization assays were also performed as previously described (Salinas et al., 2021). 

Briefly, one day prior to infection human, hepatoma Huh7.5 cells were plated on collagen-

coated 96-well plates (Corning). After complement inactivation, plasma samples were 

diluted (1:25) and mixed with H77, J6/JFH1 or S52 E1/E2 HCVpp for 1hour at 37°C, then 

added to Huh 7.5 cells. After 16-18 hours, the plasma-HCVpp inoculum was replaced with 
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fresh culture media. After 48 hours, cells were processed using the Renilla Luciferase 

Assay Substrate (1X, Promega). Luminescence was then measured using a Synergy H1 

Microplate Reader (Biotek Instruments). The neutralization activity was calculated using 

the following equation: % neutralization = (HCVpp infection time point - HCVpp mock) / HCVpp 

mock ×100, where HCVpp infection time point represents the luciferase activity of transduced cells 

in the presence of subject’s plasma and HCVpp mock represents the luciferase activity of 

transduced cells in absence of any antibody. Three independent experiments were 

performed for all neutralization assays. 

 

Enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay 

Interferon-γ (IFN-γ) enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay was performed against 

11 pools of overlapping peptides representing the HCV genotype 1a (H77) or the genotype 

1b (J4) polyproteins as previously described (Abdel-Hakeem and Shoukry, 2014) or using 

the Human IFN-gamma ELISpotPRO kit (ALP) from MabTech Inc (Cederlane, Ontario, 

Canada). Peptides were obtained from the Biodefense and Emerging Infections Research 

Resources Repository (BEI Resources, Manassas, VA, USA). All assays were performed 

in duplicates directly ex vivo on 2×105 thawed PBMCs. For each peptide pool, spot forming 

cells (SFCs) were calculated as the mean number of spots in test wells minus the number 

of spots in negative control wells and normalized to SFC/106 PBMCs. Subjects SR4 and 

SR6 ELISpot results were previously published in (Abdel-Hakeem et al., 2014). Pre-

reinfection time-point different from the ones mentioned in Table 1 were used for subjects 

SR2 (-133) and SR3 (-815).  

Statistics 

Statistical analyses were performed using either SigmaPlot (Systat Software), Prism 

versions 6.0 (GraphPad) or R for correlation analyses using the corrplot package. Details 

of tests are provided in each figure legend. Repeated measure ANOVA with Tukey’s post 

hoc test was used for longitudinal data. For all statistical tests, P values less than 0.05 were 

considered significant. 
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RNA-seq data and code availability 

All gene expression will be deposited in the NCBI Gene Expression Omnibus. The R code 

used to do all analyses and figures will be made available at https://github.com/  
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Subject  Sex Age at 
reinfection Ethnicity 

rs1297986
0 IFNL4 
genotype 

HCV 
genotype 

Testing 
interval 
(days)a 

Interval 
between 

infections 
(days)b 

Estimated days 
post-reinfection 

ALT 
(U/L

) 

AST 
(U/L

) 

HCV 
viremia 

SR1 F 33 White CC 

3a 

27 91 

Pre-
reinfection -13 28 19 - 

1b – low 
level of 

1a 

Early Acute 14 26 25 + 
Late Acute 193 28 25 - 
Follow up 457 29 25 - 

SR2 M 50 White CC 

NA 

98 1036 

Pre-
reinfection -44 28 18 - 

1 
Early Acute 54 37 36 - 
Late Acute 109 55 70 - 
Follow up 236 25 21 - 

SR3 M 31 White CC 

3a 

105 2706 

Pre-
reinfection -52 ND ND - 

1a – 1b 
Early Acute 53 50 175 + 
Late Acute 115 39 28 + 
Follow up 199 28 19 - 

SR4 M 42 

 
 

White CT 

1a 

91 235 

Pre-
reinfection -45 ND ND - 

1 
Early Acute 46 48 16 + 
Late Acute 122 27 15 - 
Follow up 405 34 14 - 

 

SR5 M 50 White CC NA 112 720 Pre-
reinfection -56 ND ND - 
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Table 1 | Subject demographics and clinical information for samples analyzed by RNA-seq: Resolution group 
 
a The interval between the last negative and first positive RNA tests that were used to calculate the estimated date of reinfection (EDI). 
b The interval between the first negative test following the primary infection and the estimated date of reinfection. 
 
 
 
 

NA 
Early Acute 64 ND ND + 
Late Acute 147 ND ND - 
Follow up 418 ND ND - 

SR6 M 43 White CT 

NA 

92 
 

2447 
 

Pre-
reinfection 

-
128 ND ND - 

1 
Early Acute 46 36 25 + 
Late Acute 131 ND ND - 
Follow up 495 ND ND - 

SR7 M 34 White CC 
NA 

68 NA 

Pre-
reinfection -34 ND ND - 

1a Early Acute 58 ND ND + 
Late Acute 147 ND ND + 

SR8 M 45 White NA 

NA 

90 NA 

Pre-
reinfection -45 ND ND - 

1a 
Early Acute 45 ND ND + 
Late Acute 212 ND ND + 
Follow up 698 ND ND - 
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Figure 1 | Study design and differential gene expression analysis.  

(A) Reinfection study design. (B) Principal component analysis (PCA) of the top 500 genes 

expressed in the reinfection group. As described in Materials and Methods, patient-specific gene 

expression variation was removed using the function removeBatchEffect. Time points and groups 

are indicated by different colors and shapes, respectively. The ellipses denote the core area with a 

confidence interval of 68% for each group. (C) Number of differentially expressed genes (DEGs) 

across all reinfection time points. Pre-reinfection time-points were used as a baseline. Genes 

differentially expressed are selected using a Benjamin-Hochberg adjusted P value < 0.10. (D) 

Vaccine study design. Vaccine data were obtained from Hartnell et al. (Hartnell et al., 2018). (E) 

PCA of the top 500 genes expressed in the vaccine group. (F) Number of differentially expressed 

genes (DEGs) across all vaccine samples. d0 and d56 were used as a baseline for prime and boost 

vaccine time points, respectively. Genes differentially expressed are selected using a Benjamin-

Hochberg adjusted P value < 0.05.  
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Figure 2 | Upregulation of plasma cell modules at viremia positive time points during 

reinfection and their absence post-vaccine boosts. 

(A) Enrichment plots depicting differential enrichment of LM22 (PLASMA_CELLS and 

T_CELLS_FOLLICULAR_HELPER) and BTM (antiviral IFN signature (M75)) modules for the 

Early acute time point of the reinfection ([R]) relative to primary infection ([P]) using the following 

contrast: (REARLY-ACUTE – RPRE-REINFECTION) – (PEARLY-ACUTE – PPRE-INFECTION). Primary infection 

data were obtained from (Rosenberg et al, 2018). Each gene forming the indicated module is 

represented by vertical black lines along the x-axis. The green line connects enrichment scores 

(ES) indicated by the y-axis and genes. Red-dashed lines indicate the maximum and minimum ES 

reached. False discovery rate (FDR) and normalized ES (NES) are presented with each enrichment 

plot. (B-D) Immune cell subsets (LM22 and BTM datasets indicated on sidebar) transcriptomic 

signature enrichment among the list of ranked differentially expressed genes at primary infection 

(Resolvers; n=6), prime vaccine timepoints (n=6), secondary infection (Resolvers; n=7) and boost 

vaccine timepoints (n=6). Pre-Infection times were used as a baseline for primary and secondary 

infections timepoints. d0 and d56 were used as a baseline for prime vaccine and boost vaccine time 

points, respectively. The x-axis indicates timepoints. The y-axis indicates immune subset enriched 

in at least one timepoint with a Benjamini−Hochberg-corrected gene set enrichment analysis 

(GSEA) p value < 0.05. Colors indicate the normalized enrichment score (NES) and show whether 

the immune subset was positively enriched (red) or negatively enriched (blue). Each module 

category is indicated on the color sidebar. Modules are further separated into three: (B) innate 

immune cells, (C) B cells and (D) T cells. The presence (Grey) or absence (White) of viral RNA 

is indicated below corresponding primary and secondary infection samples.  
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Figure 3 | Activation and expansion of E2-specific MBCs following HCV reinfection 

(A) Representative gating strategy for detection of class-switched, E2-specific MBCs (CD3–

CD14–CD16–CD56–CD19+CD27+IgM–E2tet+) in total PBMCs. (B) Longitudinal frequencies of 

E2-specific (J6-E2 Tet+) MBCs at the indicated time points (see Figure 1A). Threshold of detection 

of E2-specific MBCs (dotted line) was 0.277% (mean detection + 2SD from 5 naïf PWID). (C) 

Global t-SNE projection of CD3–CD14–CD16–CD56–CD19+ B cells from three subjects (SR3, SR7 

and SR8) at the Early Acute time point, concatenated and overlaid. Each t-SNE projection reflects 

the expression of the indicated protein marker. (D) t-SNE projection of B cell clusters identified 

by FlowSOM clustering. (E) Heatmap shows mean fluorescence intensities (MFI) of each protein 

marker (columns), for each detected FlowSOM cluster (rows). (E) Representative gating strategy 

of resting MBCs (CD71–), activated MBCs (CD71+CD20hiCD38int-lo), antibody-secreting MBCs 

(CD71+CD20loCD38hi) shown for the total MBCs population (grey contour plots), and HCV E2-

specific MBCs (purple contour plots). (F) Phenotypes of E2-specific MBCs in resting (blue), 

activated (orange), or antibody-secreting (green) states (cells that did not meet these categories are 

designated as Other and shown in grey) at Early Acute and Late Acute time points (n = 3; SR3, 

SR7 and SR8). Significance was determined by Two-way repeated measure ANOVA with Tukey’s 

post hoc test (ns: not significant). 
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Figure 4 | Concerted increase of HCV-specific T and B cell responses during acute reinfection 
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Results are presented per subjects with from top to bottom: (HCV RNA) Viremia status presented 

as viremia positive (+) and negative (-). (Longitudinal IFN-g ELISpot responses and MHC 

class I tetramer+ CD8+ T cells). PBMCs from the indicated time points were tested in an IFN-g 

ELISpot assay against overlapping peptide pools representing the HCV H77 (SR2, SR3, SR5, SR6, 

SR7 and SR8) or J4 polyprotein (SR1 and SR4). The frequencies of IFN-γ spot forming cell (SFC) 

per million PBMCs from all subjects are presented in each top graph. When available, longitudinal 

MHC class I tetramer+ CD8+ T cells frequencies were assessed. The following tetramers were 

utilized: A1-1436 (SR2), A2-1073 (SR5), B7-41 (SR7 and SR8) and B27-2841 (SR4 and SR6). 

Subjects SR4 and SR6 ELISpot results were previously published in (Abdel-Hakeem et al., 2014). 

Pre-reinfection time-point different from the ones mentioned in Table 1 were used for subjects 

SR2 (-133) and SR3 (-815). (ELISA) Anti-E2 (gt1a and gt2a) and NS3 (Right) IgG responses in 

plasma measured by ELISA and represented as OD450–570. (H77 HCVpp) Plasma neutralizing 

activity against H77 HCVpp presented as percentage of neutralization relative to naïve donors. 

The dotted line delineates the 50% neutralization threshold. (J6-E2 Tetramer) Longitudinal J6-

E2 Tetramer+ MBCs frequencies. No PBMC samples were available at pre-reinfection for subject 

SR8 to evaluate the frequency of J6-E2 Tetramer+ MBCs.  
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Supplementary Figure S1 | Early acute reinfection transcriptional profile is enriched in B 

and T cells signatures  

(A-C) Heatmaps displaying the sample level enrichment analysis (SLEA) z-score of each of the 

LM22 and BTMs modules using leading edge genes of the Early acute versus pre-reinfection 

contrast among all reinfected subjects. Rows represent individual modules from either LM22 (light 

blue) or BTMs (grey). Each module category is indicated on the colored sidebar. Modules are 

further divided into: (A) innate immune cells, (B) B cells and (C) T cells. Colors indicate the 

SLEA z-score and show whether the immune subset is upregulated (SLEA z-score > 0; red) or 

downregulated (SLEA z-score < 0; blue) in that sample. Columns represent individual subjects’ 

samples at the indicated time points. Detectable versus non detectable viremia is indicated in light 

grey and white boxes, respectively, all along the bottom of the heatmap.  
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Supplementary Figure S2 | HCV-specific antibodies in the plasma of spontaneous resolvers 

increase and neutralize H77 HCVpp.   

(A) Longitudinal anti-E2 (Left and Middle panels) and NS3 (Right) IgG responses in plasma 

measured by ELISA and represented as OD450–570 for each subject (see Figure 1A for time point 

definitions). HCV antigens are indicated on top of each graph. Each symbol represents one subject 

(n = 8). (B) Longitudinal plasma neutralizing activity from all subjects against H77 HCVpp, 
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J6/JFH1 HCVpp, and S52 HCVpp at 1:100 dilution, presented as percentage of neutralization 

relative to HCV-naive donor controls (n = 4). The dotted line delineates the 50% neutralization 

threshold. Results are presented as the mean of 3 independent experiments. For (A) and (B) 

repeated measure ANOVA with Tukey’s post hoc test was used. *P < 0.05; **P < 0.01. (C) 

Spearman correlations of all pairwise combinations of the designated parameters at the early acute 

time point. The intensity of the color and size of the circles reflect the values of corresponding 

correlations coefficients. Positive correlations are displayed in orange while negative correlations 

are displayed in purple.  

 
 

Table S1. LM22 and BTMs modules differentially enriched during HCV infections in 

PWID 

Table S2. LM22 and BTMs modules differentially enriched post HCV vaccine prime and 

boost in healthy subjects 
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Table S1. LM22 and BTMs modules differentially enriched during HCV infections in PWID 
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Table S2. LM22 and BTMs modules differentially enriched post HCV vaccine prime and boost in healthy subjects 
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Chapitre 5 | Discussions et 
Conclusions  
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 Malgré le développement et l’introduction des traitements AADs depuis 2011, un vaccin 

prophylactique reste crucial afin de freiner efficacement l'épidémie globale du VHC. L'échec 

récent de l’approche ChAd3-NS/MVA-NS dans le premier essai clinique à grande échelle d'un 

vaccin contre le VHC reflète la nécessité d’accroître nos connaissances sur les paramètres de 

l’immunité protectrice associée à une résolution spontanée de multiples infections naturelles par 

le VHC.  

 Le recrutement d’UDIs séronégatifs et leur suivi au cours de multiples infections par le 

VHC par la cohorte hépatite HEPCO (de l’anglais, Hepatitis Cohort) présente à Montréal, Canada, 

représente une opportunité exceptionnelle d’étudier la réponse immunitaire de manière 

longitudinale et d’identifier les corrélats de l’immunité protectrice. Cette cohorte unique d’UDIs 

nous a permis de caractériser et de comparer directement ex-vivo le répertoire de TCRβ des 

lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope immunodominant NS3-1073 développé au cours de 

la phase aigüe de la primo-infection chez les sujets ayant résolu l’infection (SR ; n=8) versus ceux 

ayant développé une infection chronique (CI ; n=6). Cette cohorte nous a également permis 

d’effectuer la caractérisation longitudinale de la réponse immunitaire au niveau transcriptomique, 

phénotype et fonctionnelle au cours de la résolution spontanée de la réinfection par le VHC (n=8).  

 Ces approches expérimentales nous ont permis d’identifier treize nouveaux clonotypes 

publics uniques expansés au cours d'une primo-infection indépendamment de l’issue de l’infection. 

Nous avons également pu déterminer que la présence d’un pool de lymphocytes T CD8 cross-

réactifs joue un rôle limité dans le développement de l'infection primaire par le VHC.  

Au cours de la réinfection, nous avons observé une augmentation simultanée des réponses B et T 

mémoires spécifiques du VHC au stade aigu précoce aux niveaux transcriptomique et fonctionnel, 

suggérant un rôle collaboratif de la réponse immunitaire cellulaire et humorale dans la clairance 

de la réinfection par le VHC. Nos résultats soutiennent l'idée de combiner deux stratégies 

vaccinales induisant à la fois une immunité à médiation cellulaire et une immunité humorale, et 

ce, afin de reproduire les réponses immunitaires observées dans les cas réels de clairance de la 

réinfection du VHC. 
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5.1. Premier Manuscrit - Expansion de lymphocytes T CD8 publics uniques spécifiques au 

virus de l'hépatite C au cours des infections primaires aigües et réinfections 

 

5.1.1. Répertoire des TCRβ diversifié indépendamment de l’issue de l’infection  

 
 Nous avons démontré que le répertoire de TCRβ spécifique de l’épitope NS3-1073 était 

diversifié (i.e. composé d’un grand nombre de clonotypes) au cours de l'infection aigüe précoce, 

indépendamment de l'issue de l'infection et que cette diversité persistait lors du suivi à long terme 

(Chapitre 3 - Figure 1 et S1). Plusieurs études ont démontré qu'un répertoire de TCR des 

lymphocytes T CD8 diversifié était important pour la reconnaissance des mutations d'échappement 

au niveau des épitopes ciblés pouvant survenir lors des infections par le VIH (517, 518) ou le VHC 

(234, 237, 390). L’ensemble de ces études suggèrent qu’au début de l'infection aigüe, un répertoire 

constitué d’un grand nombre de clonotypes permet une sélection affinée de clonotypes flexibles 

pouvant reconnaître à la fois la séquence virale infectante, ainsi que les potentiels variants viraux 

émergeants. En effet, Wolfl et al. ont démontré la présence in vivo d’une mutation au niveau d’un 

résidu impliqué dans le contact épitope–TCR diminuant considérablement la reconnaissance de 

l’épitope NS3-1406 par les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC (234). L’absence de 

clonotype flexible et l’incapacité à amorcer efficacement les lymphocytes T CD8 naïfs résultent 

en la capacité du VHC à exploiter un « trou » dans le répertoire de TCR spécifique de l’épitope 

NS3-1406, représentant ainsi un mécanisme d’échappement viral (234). De façon similaire, le 

répertoire de TCR contre l'épitope hautement mutable NS3-1395 du VHC s'est avéré être étroit et 

associé à des mutations d’échappement virales, par opposition à un large répertoire dirigé contre 

l'épitope plus conservé NS3-1436 (237). 

Ici, nous avons identifié différents variants viraux de l'épitope NS3-1073 à partir du plasma 

de sujets SR, lorsqu’aucun n’a été détecté chez les sujets CI. L'épitope NS3-1073 s'est 

précédemment révélé être hautement conservé au fil du temps au cours de l’infection chronique 

par le VHC (519). Une autre étude a examiné l'impact de l'échange d'alanine à chaque position 

d'acide aminé de l'épitope NS3-1073 du VHC sur la reconnaissance des lymphocytes T CD8 (520). 

L’étude a démontré que l'échange unique Valine-Alanine en position cinq ou neuf, observés ici à 

partir du plasma des sujets SR.5 et SR.8 (Tableau 1), entraînaient une diminution de la production 

d'IFN-g par les lymphocytes T CD8 spécifiques de la séquence consensus du génotype 1a (520). 
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En effet, les mutations en position cinq ou neuf affectent, sans toutefois abroger, respectivement 

l’affinité de liaison du variant à HLA-A2 et la reconnaissance du variant par les TCR, sans affecter 

la capacité de réplication du virus (290, 520). Le fait que les sujets SR.5 et SR.8 ont spontanément 

éliminé leur infection aigüe suggère que le répertoire diversifié et les TCR publics spécifiques de 

l’épitope NS3-1073 identifiés chez ces sujets étaient flexibles. Ils ont été capables de reconnaître 

à la fois la séquence de référence (i.e. présentée par les tétramères) et les variants viraux détectés 

à partir du plasma des sujets SR.5 et SR.8. 

 

5.1.2. Identification de treize clonotypes publics indépendamment de l’issue de 

l’infection 

 
Dans notre étude, un clonotype donné était désigné comme public s'il était présent chez au 

moins deux sujets quelle que soit l’issue de l'infection (i.e. SR et CI) à une fréquence cumulée ≥ 

0,5 %. Nous avons identifié un ensemble de treize clonotypes publics spécifiques de l’épitope 

NS3-1073 (Chapitre 3 - Figure 3B et Tableau S2). Ces clonotypes publics n'ont pas séparé les 

différents sujets et temps étudiés par groupe, soulignant que leur présence et expansion étaient 

indépendantes de l’issue de l'infection (Chapitre 3 - Figure 3B). Ces clonotypes publics présentent 

différents profils d'expansion, pouvant être expliquer par l'utilisation d'une chaîne α différente 

conduisant à un clonotype TCRαβ d'affinité plus ou moins grande pour l'épitope. Nous n'avons pas 

pu examiner les séquences appariées TCRαβ dans notre étude. En effet, bien qu'il soit possible 

d'effectuer le séquençage TCRα à partir des lymphocytes T CD8 spécifique de l’épitope NS3-1073 

(i.e. tétramère positive), l'appariement TCRαβ ne peut pas être déduit de manière fiable à partir de 

ces données de séquençage. Nous avons tout de même pu identifier trois appariements TCRαβ à 

partir de données accessibles au public via la base de données VDJdb (521, 522). Toutefois, cette 

approche reste très limitée puisque seulement trois séquences présentes chez un même sujet ayant 

résolu spontanément une primo-infection ont été identifié (Chapitre 3 - Figure 3D). De plus amples 

informations sur le rôle de la chaîne α et l'appariement TCRαβ pourraient être obtenues via 

l’utilisation d’une approche de séquençage scRNA-seq couplées au clonage du ou des récepteurs 

d'intérêts et à une analyse fonctionnelle. 

La prévalence élevée des clonotypes publics observée au cours de l’infection aigüe par le 

VHC était également caractérisée par l'utilisation préférentielle de la famille de gènes V04.  
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Un clonotype TCR en particulier, utilisant les familles de gènes V04-02/J02-02, a été identifié 

chez 12 des 14 sujets étudiés. D'autres clonotypes publics utilisant la famille de gènes V04, 

spécifiques des épitopes KK10 (VIH (516)) et pp65 (CMV (523)), ont également été rapportés 

dans la littérature scientifique. La présence de ces clonotypes publics et leur maintien au sein du 

pool de lymphocytes T CD8 mémoire à longue durée de vie se sont avérés être façonnés par le 

mécanisme de recombinaison convergente (524). En effet, Venturi et al. ont démontré que non 

seulement différentes recombinaisons V(D)J convergent pour produire la même séquence 

nucléotidique , mais aussi différentes séquences nucléotidiques convergent pour coder la même 

séquence d’acides aminés (524). Conformément avec les observations de Venturi et al. (524), nos 

données démontrent également que les diversités combinatoires (Chapitre 3 - Tableau S2) et/ou 

jonctionnelles contribuent à générer la même séquence d'acides aminés. 

 

5.1.3. Expansion des clonotypes publics au cours de la réinfection par le VHC 

 
Des lymphocytes T CD8 mémoires à longue durée de vie spécifiques de l’épitope NS3-

1073 ont été détectés deux décennies après la clairance spontanée du VHC, suggérant qu’ils 

peuvent contribuer à une immunité protectrice à long terme (155). Notre laboratoire a 

précédemment démontré l'expansion des lymphocytes T CD8 mémoires spécifiques à l’épitope 

NS3-1073 après réexposition virale chez les sujets ayant spontanément résolu une réexposition au 

VHC (211). Chez ces derniers, nous avons également observé une focalisation du répertoire de 

TCR avec une expansion rapide et sélective des clonotypes T CD8 mémoires démontrant la plus 

grande avidité fonctionnelle (424). Nous avons donc souhaité déterminer la présence des 

clonotypes publics identifiés dans le cas d’une primo-infection au cours de la réinfection à partir 

des répertoires de TCR spécifiques de l’épitope NS3-1073 longitudinaux de deux sujets ayant 

résolu (SR/SR-1) ou non (SR/CI-2) une seconde infection par le VHC (424). Nous avons observé 

différents profils d’expansion des clonotypes publics 2, 3 et 6 chez les deux sujets et du clonotype 

public 1 chez SR/CI-2 seulement (Chapitre 3 - Figure 4A). Notamment, l’expansion du clonotype 

public 2 n’a été observé que chez le sujet SR/SR-1. Toutefois, le séquençage du virus autologue à 

partir du plasma du sujet SR/CI-2 a révélé la présence d’un variant de l'épitope NS3-1073 qui 

n'était pas reconnu par les lymphocytes CD8 T mémoires préexistants, ce qui peut expliquer 

l'expansion limitée des clonotypes chez ce sujet (211).  
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A contrario, l’expansion du clonotype public 1 chez ce même sujet (SR/CI-2) pourrait refléter une 

possible flexibilité de ce clonotype en réponse au variant de l’épitope détecté chez ce sujet. Il est 

également possible que les clonotypes publics élargis au cours de la phase aigüe de la réinfection 

détectés chez le sujet SR/SR-1 soient ceux avec la plus grande avidité fonctionnelle. En effet, des 

clones individuels générés à partir du sujet SR/SR-1 contenaient deux des clonotypes publics (2 et 

6) identifiés dans cette étude (Chapitre 3 - Figure 4B). Ces clones, R2 et R4, présentaient des 

indices d'avidité fonctionnelle et de polyfonctionnalité élevés (Chapitre 3 - Figure 4C). 

Néanmoins, des tests supplémentaires utilisant un panel plus large de clones contenant les 

clonotypes publics identifiés dans notre étude restent nécessaires pour valider ces hypothèses. 

 

5.1.4. Reconnaissance limitée des épitopes restreints par HLA-A*02 par les 

lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope NS3-1073 

Les lymphocytes T CD8 spécifiques de l'épitope NS3-1073 du VHC sont connus pour 

présenter une réactivité croisée avec plusieurs épitopes restreints par HLA-A*02. En effet, des 

réactivités croisées ont été identifiées contre les épitopes NA-231 de l’influenza, pp65 du CMV et 

LMP2 du virus d'Epstein Barr (EBV) (156, 235, 525). De plus, un pool préexistant de lymphocytes 

T CD8 mémoires spécifiques de l’épitope NS3-1073, induit par des infections hétérologues, a été 

caractérisé dans une cohorte de sujets sains séronégatifs au VHC (235). Toutefois, aucune étude à 

ce jour n’a identifié ces lymphocytes T CD8 cross-réactifs au niveau clonotypique. Grâce à 

l’utilisation de la base de données VDJdb (522) regroupant des séquences de TCR de spécificités 

connues, nous avons pu identifier des clonotypes partagés avec d'autres épitopes restreints HLA-

A2 (Chapitre 3 - Tableau 3 et Figure 5A). Ces clonotypes partagés étaient spécifiques des épitopes 

suivants : pp65 (CMV) (526), BMLF1 (EBV) (527), M1 (Influenza) (526), NS4B (FJ) (528) et 

MLANA (Mélanome) (529). 

La première réactivité croisée signalée dans la littérature scientifique par Wedemeyer et al. 

est contre l'épitope NA-231 de l’influenza (FLU) (525). Urbany et al. ont rapporté par la suite 

l’expansion rapide et élevée des lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope NS3-1073 cross-

réactifs à l'épitope NA-231 au cours d'une infection primaire aigüe fulminante par le VHC chez 

deux patients présentant de graves lésions hépatiques (8). Toutefois, il a été montré plus tard que 

cette réactivité croisée NS3-1073 (VHC) /NA-231 (FLU) était de faible affinité (530).  
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En effet, même si les deux épitopes présentent une homologie de séquence élevée (7 sur 9 AA 

identiques), leur conformation structurelle, et donc les répertoires de TCR spécifiques, sont 

distincts (531). Ceci est en accord avec nos résultats où aucune séquence CDR3 partagée entre les 

épitopes NS3-1073 (VHC) et NA-231 (FLU) n'a été identifiée (Chapitre 3 - Tableau 3 et Figure 

5A).  

Zhang et al. ont testé la directionnalité de la réactivité croisée associée à l’épitope NS3-

1073 du VHC telle que définie par Kasprowicz et al. (235, 530). Ils ont démontré que le peptide 

NS3-1073 du VHC pouvait induire l'expansion des lymphocytes T CD8 spécifiques des épitopes 

pp65-495 (CMV), M1-58 (FLU) et LMP2-426 (EBV) et non l'inverse (i.e. absence d'expansion 

des lymphocytes T CD8 spécifiques de l’épitope NS3-1073 après stimulation par les différents 

épitopes viraux) (235). Nous avons effectivement identifié des séquences CDR3 partagées avec 

les deux premiers épitopes susmentionnés (i.e. pp65-495 (CMV) et M1-58 (FLU)). Nos résultats 

ainsi que ceux publiés par Zhang et al. et Kasprowicz et al. suggèrent que la réactivité croisée des 

lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC NS3-1073 avec d'autres épitopes est plus probable après 

l'exposition au VHC. 

Il est important de noter que la majorité des clonotypes partagés identifiés sont présents au 

sein des répertoires de TCR à une faible fréquence (Chapitre 3 - Tableau 3). Ces séquences CDR3 

partagées ne représentent donc qu'une fraction mineure du répertoire de TCR spécifiques de 

l’épitope NS3-1073. De plus la majorité des clonotypes partagés identifiés ne sont présents qu’au 

sein du répertoire de TCR d’un seul sujet (i.e. clonotype « privé »). Par ailleurs, nous avons 

observé la présence du clonotype public 4 au sein du répertoire de TCR d’un sujet séronégatif 

(235) (Chapitre 3 - Tableau 3). Néanmoins, aucun des clonotypes publics identifiés dans notre 

étude n'a été partagé avec le répertoire d'autres épitopes restreints HLA-A*02. Dans l’ensemble, 

ces résultats suggèrent qu'il est peu probable que les clonotypes publics détectés dans notre étude 

proviennent d'un pool mémoire de lymphocytes T CD8 à réactivité croisée présents avant infection 

par le VHC. De plus, nous avons démontré qu’il y avait peu ou pas de réactivité croisée 

fonctionnelle des lymphocytes T spécifiques de l’épitope NS3-1073 en réponse à l'un des épitopes 

restreints par HLA-A*02 (Chapitre 3 - Figure 5B et 5C). Ainsi, même si un pool de lymphocytes 

T CD8 mémoire cross-réactifs peut préexister, celui-ci joue un rôle limité au cours de l'infection 

primaire par le VHC.  



 

 181 

Toutefois, des lymphocytes T CD8 mémoire cross-réactifs préexistants peuvent contribuer à la 

gravité de la maladie hépatique associée à l’infection, comme observé précédemment par Urbani 

et al. (156), soulignant le besoin de les identifier au niveau clonotypique afin de prévenir leur 

expansion en réponse à la vaccination contre le VHC.  

 

5.1.5. Limitations de l’étude 

 
 Bien que notre étude représente l’avantage premier d’étudier le répertoire de l’épitope NS3-

1073 chez les sujets exprimant la même molécule HLA-A*02, il existe toutefois certaines 

limitations associées à notre approche expérimentale et analytique. En effet, en raison de leur 

rareté, un seul échantillon de PBMC par sujet a été utilisé pour le tri des T CD8 spécifiques de 

l’épitope NS3-1073, conduisant ainsi à un nombre différent de TCRβ séquencés.  

De plus, dû à différentes approches de séquençages des TCRβ utilisées par les multiples 

études présentes dans les bases de données, nous ne pouvons pas exclure d'éventuelles erreurs dans 

les séquences nucléotidiques incluses lors de la préparation et/ou du séquençage de la bibliothèque 

(532). Cette limitation limite donc notre comparaison dans laquelle nous visons à identifier 

exactement les mêmes séquences CDR3 dans plusieurs études. 

 

5.2. Deuxième manuscrit - Réponses concertées des lymphocytes T et B spécifiques du VHC 

au cours de l’élimination spontanée de la réinfection  

  

5.2.1. Signatures transcriptomiques associées à une réponse humorale au cours de la 

phase aigüe précoce de la réinfection en comparaison de la primo-infection par le 

VHC 

 
En comparaison de la primo-infection, nous avons observé une régulation à la hausse des 

modules associés à une réponse immunitaire adaptative au cours de la phase aigüe précoce de la 

réinfection (Chapitre 4 - Figure 2C-D). Nos résultats reflètent un rappel rapide des lymphocytes T 

et B mémoires, cohérent avec une durée et une ampleur réduite de la virémie au cours de la 

réinfection par le VHC, comme décrit précédemment par Osburn et al. (262). En effet, les charges 

virales détectées chez nos sujets au cours de la phase aigüe de la réinfection étaient très faibles.  
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Nous avons également détecté une régulation à la baisse des modules associés à une réponse 

immunitaire innée (Chapitre 4 - Figure 2B). Toutefois, il est important de souligner qu’étant donné 

l'évolution plus rapide de la réinfection par rapport à la primo-infection, nous avons peut-être 

manqué des signatures immunitaires innées transitoires très précoces. En effet, Barth et al. ont 

précédemment démontré que la clairance d’une réinfection par le VHC par une souche hétérologue 

chez le modèle chimpanzé était associée à une expression hépatique plus élevée des ISG, des 

interférons de type I et II ainsi que des marqueurs CD56 (cellules NK) et CD8 (392). Leurs résultats 

suggèrent que l’élimination de la réinfection par le VHC dépend à la fois de la réponse immunitaire 

innée et cellulaire intrahépatique (392).  

Plus particulièrement, une signature associée aux plasmocytes a été détectée au temps post-

réinfection présentant une virémie positive (Chapitre 4 - Figure 2C). Parmi les gènes participant 

le plus à la régulation à la hausse du module (i.e. « leading edge genes », Figure 13), nous avons 

identifié les gènes TNFRSF17 (de l’anglais, tumor necrosis factor receptor superfamily member 

17) codant pour le récepteur liant spécifiquement Blys-BAFF (de l’anglais, « B-cell activating 

factor »), et TNFSF13B (de l’anglais, TNF Superfamily Member 13b), codant pour Blys-BAFF. 

Blys-BAFF est connue pour son implication dans la prolifération et la différenciation des 

lymphocytes B (533). Querec et al. ont précédemment démontré qu’une signature incluant le gène 

TNFRSF17 a pu prédire avec précision (100%) la réponse des anticorps neutralisants chez les 

receveurs du vaccin YF-17D (509). Dans notre étude, l'expression du gène TNFRSF17 seule ne 

corrèle pas avec la réponse des anticorps neutralisants. Toutefois, les z-score calculés à partir des 

gènes participant le plus à la régulation à la hausse du module associé aux plasmocytes (voir 

section 1.10.2.3.), comprenant TNFRSF17 et TNFSF13B, corrèlent avec la réponse aux anticorps 

la plus forte détectée par ELISA (de l’anglais, enzyme-linked immunosorbent assay), soit NS3 

(Chapitre 4 - Figure S2). Cette corrélation confirme que la signature observée au cours de la phase 

aigüe précoce est bien associée à une réponse humorale spécifique du VHC.  
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5.2.2. Signatures transcriptomiques associées aux lymphocytes T fortes après le 

rappel du vaccin contre le VHC chez des sujets sains 

  

Nous avons pu observer des changements importants des signatures transcriptomiques 24h 

après chaque vaccination, le rappel MVA-NS provoquant les changements transcriptomiques les 

plus forts (Chapitre 4 - Figure 2B-D). Ces observations peuvent expliquer la plus grande 

réactogénicité (i.e. plus de réactions adverses signalées) rapportée après MVA-NS, par opposition 

à ChAd3-NS3 (513). Grâce à l’utilisation des bases de données BTM et LM22, nous avons observé 

une régulation à la hausse des modules de gènes associés à une réponse immunitaire innée, 

l’inflammation et la signalisation par l’interféron 24h post-amorce et rappel, confirmant ainsi les 

signatures GO observées par Hartnell et al. (513). Rapidement après les signatures 

susmentionnées, nous avons également observé une régulation à la hausse des modules associés 

aux lymphocytes T transitoires (d4) versus soutenus (d60 et d63) après l’amorce ChAd3-NS et le 

rappel MVA-NS, respectivement (Chapitre 4 - Figure 1E). Nos observations au niveau 

transcriptomique sont cohérentes avec la capacité de ChAd3-NS à amorcer et de MVA-NS à 

stimuler à la fois les réponses des lymphocytes T CD4 et CD8 (465, 466, 468).  

Des premières données publiées récemment ont indiqué que l’approche amorce/rappel 

ChAd3-NS/MVA-NS n’a pas permis de prévenir l’établissement d’une infection chronique chez 

les sujets à haut risque d’infection (Phase II) (469). Bien que les raisons immunologiques de cet 

échec ne soient pas encore comprises, les mutations d'échappement virales ou encore, une 

flexibilité ou réactivité croisée antigénique inter-génotypique restreinte des lymphocytes T 

mémoires induits par le vaccin envers les variants viraux circulants sont des mécanismes possibles 

(285, 287, 467, 469). En effet, les lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC induits par le vaccin 

chez les sujets sains présentaient une réactivité croisée limitée en réponse aux peptides de 

génotypes 3a et 4a (466, 467). Bien qu'une réactivité croisée des lymphocytes T envers les 

génotypes 1 et 3 limitée ait été rapportée (473), la clairance d'une réinfection hétérologue a été 

observée aussi bien chez le modèle chimpanzé (383), que chez les UDIs comme le rapporte notre 

présente étude (Chapitre 4 - sujets SR1 et SR3) ainsi qu’Osburn et al. (416).  
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Une optimisation de la stratégie vaccinale semble donc nécessaire sur cet aspect. L’ajout de 

l’adjuvant sIitr (de l’anglais, truncated shark invariant chain) à l’approche ChAd3-NS/MVA-NS 

(gt1b) a permis une amélioration des réponses des lymphocytes T chez l'homme lors d’un essai 

clinique de phase 1, sans toutefois accroitre de façon significative la réactivité croisée des réponses 

des lymphocytes T aux antigènes du VHC de génotypes autres que 1b (471). Des résultats 

prometteurs ont été obtenus par le laboratoire du Dr. Barnes chez le modèle murin vacciné par une 

amorce ChAdOx1 exprimant des séquences virales NS hautement conservées entre la majorité des 

génotypes du VHC (gt1/3 ou gt1-6) formulée avec l’adjuvant sIitr (470, 475). Toutefois, les 

épitopes viraux présentés par les molécules HLA associées à une résolution spontanée de 

l’infection (i.e. HLA-A03,-B27 et B57; voir section 1.6.2.4.) présentent peu de conservation entre 

les génotypes et sous-types du VHC (297, 298, 318, 320), et ne sont donc pas, ou partiellement, 

inclus dans la stratégie vaccinale susmentionnée. Des études supplémentaires restent donc 

nécessaires afin de déterminer si l’augmentation de l’ampleur, la largeur et la réactivité croisée des 

lymphocytes T induit par la vaccination observée in vitro se traduira également par une immunité 

protectrice chez les individus à haut risque d’infection par le VHC.  

 

5.2.3. Signatures transcriptomiques associées aux lymphocytes B absentes après le 

rappel du vaccin contre le VHC chez des sujets sains 

 
Une forte signature plasmocytaire a également été détectée 7 jours après vaccination par 

l’amorce ChAd3-NS (Chapitre 4 - Figure 2C). Cette signature transcriptomique pourrait refléter 

une réponse humorale spécifique des protéines NS du VHC, néanmoins l’absence de ces signatures 

post-MVA-NS suggère que celles-ci peuvent refléter une réponse envers le vecteur ChAd3. En 

effet, des niveaux élevés de nAbs anti-ChAd3 ont été détectés après vaccination par l'amorce 

ChAd3-NS chez des sujets sains (534). Cette même étude a rapporté des titres faibles de nAbs 

anti-ChAd3 préexistants et l’absence d’impact de ces nAbs sur l’immunogénicité du vaccin (534). 

Néanmoins, une autre étude a été démontré qu’un titre des anticorps neutralisants anti-adénoviraux 

supérieur à 200, défini comme l'inverse du point final de neutralisation à 50 %, réduisait 

l'immunogénicité vis-à-vis des antigènes viraux insérés (535). Des résultats préliminaires 

présentés au cours d’un sympiosium par le Dr.Cox ont démontrés que 20% des UDIs vaccinés 

présentaient un titre d’anticorps neutralisants anti-adénoviraux supérieur à 200 (536).  
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Ces nAbs anti-adénoviraux pourraient donc représenter un autre mécanisme possible d'échec du 

vaccin ChAd3-NS/MVA-NS chez un cinquième des UDIs.  

De plus, les modules associés aux lymphocytes B et plasmocytes sont des signatures 

transcriptomiques majeures manquantes après vaccination par MVA-NS en comparaison de la 

phase aigüe précoce de la réinfection naturelle par le VHC (Chapitre 4 - Figure 2C). Étant donné 

que la stratégie vaccinale ne contient pas les glycoprotéines E1 et E2, l'absence de nAb en réponse 

à ChAd3-NS/MVA-NS est attendue. Ces premières observations soutiennent l'idée de combiner 

deux stratégies vaccinales induisant à la fois une immunité à médiation cellulaire et une immunité 

humorale avec la production de nAbs, et ce, afin de reproduire les réponses immunitaires observées 

dans les cas réels de clairance de la réinfection du VHC. 

 

5.2.4. Activation et expansion des LBM spécifiques à E2 rapidement après une 

réexposition au VHC 

 
Notre laboratoire a précédemment observé une augmentation de la fréquence des LBM 

spécifiques de gpE2 au cours de la phase aigüe tardive, précédée d'un pic de TFH circulant activé 

(cTFH ICOS+) total chez les sujets ayant résolu spontanément une infection primaire (270). En 

revanche, une augmentation de la fréquence des LBM spécifiques de gp E2 chez les sujets 

chroniques, quant à eux, n’a été observé qu’après le développement d’une infection persistante 

(i.e. plus d’un an après le début de l’infection), et ce, en l’absence d’expansion de cTfh ICOS+ 

(270). Dans la présente étude, nous avons détecté une expansion des LBM spécifiques de gpE2 

au cours de la phase aigüe précoce chez 3 des 8 sujets étudiés (SR3, SR7 et SR8) (Figure 2, Figure 

3B). Ce pic est suivi d’une diminution de la fréquence des LBM spécifiques de la glycoprotéine 

E2 au cours de la phase aigüe tardive, ainsi qu’un inversement de leur phénotype puisqu’à ce stade 

62,6% ont un phénotype au «repos» (Chapitre 4 - Figure 3G). Ces résultats sont compatibles avec 

une réponse mémoire rapide et forte, suivie d'une baisse de la fréquence et de l'activation à mesure 

que le virus est éliminé.  

Les sujets SR5 et SR6 présentent une augmentation des titres d’anticorps anti-E2, sans 

toutefois afficher une augmentation des LBM E2-tétramère+ (Chapitre 4 - Figure 4).  
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Une augmentation de la fréquence des tétramères spécifiques de la glycoprotéine E2 chez les sujets 

SR5 et SR6 pourrait avoir été manquée ou non détectée en raison des LBM exprimant des BCR 

reconnaissant la séquence de génotype 1a autologue et non capturée par les tétramères présentant 

la glycoprotéine E2 de génotype 2a ou de moindre affinité.  

De plus, nous n’avons pas détecté de population E2-tétramère+ exprimant le marqueur 

CD38, délinéant une population de cellules sécrétant des anticorps (ASC), au cours de la phase 

aigüe précoce chez les 3 sujets étudiés (SR3, SR7 et SR8), tandis qu’une augmentation des titres 

d’anticorps anti-E2 a été observée au même temps post-réinfection (Chapitre 4 - Figure 4). Suite 

à la réaction du CG, les lymphocytes B activés se différencient soit en ASC ou en LBM (voir 

section 1.6.2.2.2.). Le paradigme actuel propose que les deux populations d’ASC générés soient 

les plasmocytes à courte durée de vie et les plasmocytes à longue durée de vie qui migrent et 

résident au niveau de la moelle osseuse où ils vont conférer une immunité à long terme. 

L’expression des BCR liés à la membrane, qui est nécessaire pour le maintien et la survie à long 

terme des LBM, est perdue sur les plasmocytes matures qui vont favoriser la production de la 

forme sécrétoire de ces IgG (537). La localisation des plasmocytes à longue durée de vie et 

l’absence des BCR liés à la membrane des plasmocytes pourraient donc expliquer l’absence de 

LBM spécifiques de gpE2 (tétramère +) exprimant CD38 à partir des PBMCs des sujets SR3, SR7 

et SR8. 

 

5.2.5. Augmentation concertée des réponses des lymphocytes T et B spécifiques du 

VHC au cours de la phase aigüe précoce 

 
Nous avons détecté une augmentation concomitante de la réponse des lymphocytes T et B 

spécifiques du VHC au début de l’infection aigüe. En effet, grâce à une approche ELISPOT, nous 

avons également observé une augmentation de la magnitude et du spectre des réponses des 

lymphocytes T spécifiques du VHC au cours de la phase aigüe précoce en comparaison de la pré-

réinfection, auprès de la majorité des sujets excepté SR3 (Chapitre 4 - Figure 4). Néanmoins, dû à 

une limitation du nombre d’échantillons PBMC disponibles, un autre temps de pré-réinfection a 

été utilisé pour SR3 pour l’ELISPOT qui était de 813 jours avant la date estimée de réinfection.  
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Il est possible que le la réponse observée pré-réinfection chez ce sujet reflète une réinfection par 

le génotype 1a non détecté par un test rt-PCR (de l’anglais, real-time RT-polymerase chain 

reaction) standard par notre laboratoire. Comme précédemment démontré par notre laboratoire 

(423), nos résultats supportent que la protection contre la persistance virale lors d'une réinfection 

par le VHC est associée à une magnitude et à un spectre plus élevé de la réponse totale des 

lymphocytes T spécifiques du VHC. 

La mémoire protectrice dépend dans un premier temps des anticorps circulants sécrétés par 

les plasmocytes à longue durée de vie. Des anticorps anti-E2 ainsi qu’une neutralisation des 

VHCpp H77 ont été détectées chez les sujets SR2, SR5 et SR8 avant réinfection (Chapitre 4 - 

Figure 4). Toutefois, ces nAbs secrétés n'ont pas permis une immunité stérilisante, c'est-à-dire 

qu’ils n'ont pas empêché l'établissement de la réinfection par le VHC. Au cours de la réinfection, 

nous avons observé un pic des anticorps anti-E2 au cours de la phase aigüe précoce, rapidement 

suivi d’une diminution après le contrôle de la virémie. Ces résultats sont concordants avec 

l'absence de signatures plasmocytaires aux points de temps négatifs pour l'ARN du VHC (Chapitre 

4 - Figure 2C), ainsi que la dynamique des LBM spécifiques de la glycoprotéine E2 (Chapitre 4 – 

Figure 3B).  

L'élimination spontanée des réinfections par le VHC a été auparavant associée à la 

génération de nAb dans 60% des cas (416). De même, nous avons détecté des titres de nAbs plus 

élevés chez 6 des 8 sujets (75%) au stade aigu précoce en comparaison des temps de pré-

réinfection. Ces nAbs neutralisent principalement les VHCpp exprimant la séquence consensus de 

la glycoprotéine E2 de génotype 1a. Néanmoins, il est important de noter que tous les sujets de 

cette étude ont été réinfectés par les génotypes 1a ou 1b, ce qui pourrait expliquer les faibles 

capacités de neutralisation croisée inter-génotypique au niveau polyclonal (i.e. plasma). Toutefois, 

on ne peut pas totalement exclure qu'au niveau monoclonal certains anticorps (mAbs) circulant à 

de faibles taux dans le sang puissent potentiellement neutraliser des souches hétérologues. En effet, 

Merat et al. ont démontré la présence de bnAbs monoclonaux ciblant les régions AR3 et AR4 de 

la glycoprotéine E2 chez des sujets capables d'éliminer spontanément plusieurs infections par le 

VHC (358). De tels bnAb spécifiques de la région AR3 ont été détectés jusqu'à 5 ans après 

l'élimination d'une infection primaire, ce qui suggère qu'une telle réponse pourrait aider à prévenir 

l'établissement d'une infection chronique lors d'une réexposition au VHC (358).  
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Dans notre étude, l'impact simultané des deux réponses immunitaires (i.e. cellulaire et 

humorale) sur la séquence virale infectante n’a pas été caractérisée. Toutefois, une étude élégante 

de Kinchen et al. a démontré la capacité des bnAbs à induire une pression immunitaire conduisant 

à des mutations au sein du site de liaison CD81 de la glycoprotéine E2 tôt au cours de l’infection 

(344). Ces bnAbs ont entraîné la sélection de virions à la capacité réplicative déficiente et ne 

présentant pas de mutations compensatoires, conduisant ainsi à une élimination spontanée de 

l’infection primaire par le VHC (344). De plus, Gu et al. ont démontré qu’une mutation au niveau 

du résidu N415 situé au niveau du domaine E provoque un changement global dans la structure de 

gpE2 qui augmente sa vulnérabilité à la neutralisation par d’autres nAbs (345). Il est donc tentant 

d'émettre l'hypothèse que les réponses immunitaires cellulaires et humorales jouent un rôle-clé 

dans l'élimination de la réinfection par le VHC.  

 

5.2.5. Limitations de l’étude 

 
 La cohorte hépatite HEPCO représente une opportunité unique d’étudier la réponse 

immunitaire au cours de la réinfection par le VHC (420). Néanmoins, notre étude, comme toute 

approche expérimentale, présente plusieurs limitations. HEPCO collecte des échantillons sanguins 

tous les trois mois après la clairance spontanée d’une première infection. Une réinfection est 

définie par la présence d’ARN viral après deux tests négatifs, et ce, afin d’exclure la possibilité 

d’une rechute de la première infection.  

 La réinfection par le VHC étant caractérisée par une durée et une ampleur réduites de la 

virémie (262), il est donc parfois possible de manquer des épisodes de réinfections qui sont 

rapidement éliminées entre deux prises de sang, comme cela pourrait être le cas du sujet SR3. Des 

intervalles de test d’ARN viral supérieurs à un mois empêche la détection de 100% des cas de 

réinfection (419). Toutefois, notre approche (i.e. tous les trois mois) représente une probabilité de 

détecter 65% des épisodes de réinfection (60) et c’est donc un bon compromis entre la probabilité 

de détecter 100% des épisodes infectieux et le coût ainsi que la logistique associée à l'acquisition 

et à la conservation des échantillons de PBMC et de plasma.  
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 De plus, tout comme la première infection par le VHC, l'impossibilité de déterminer la date 

exacte de début de la réinfection constitue une autre limitation de notre approche. En effet, nous 

estimons la date de réinfection comme étant la médiane entre le dernier test négatif et le premier 

test positif. Les temps longitudinaux post-réinfection sont donc tous différents pour chaque sujet. 

Cette approche limite également la comparaison des signatures transcriptomiques avec celles 

obtenues après vaccination (Chapitre 4 - Figure 2). Pour les mêmes raisons, il est également 

possible de ne pas avoir de temps ARN viral positif au cours de la phase aigüe précoce, comme 

c’est le cas du sujet SR2.  

 

 HEPCO fait le suivi de personnes UDI qui constituent une population marginalisée, très 

souvent sans domicile fixe, rendant leur suivi parfois difficile (Voir section 1.4.2.3.). Cela conduit 

dans certains cas à une interruption du suivi dû à une incapacité de contacter le participant ou dû 

à un comportement inadéquat et dangereux, comme ce fut le cas du sujet SR7 pour lequel nous 

n’avons pas de temps post-clairance de la réinfection (i.e. Follow-up).  

 Nous travaillons également avec une quantité d’échantillons de PBMC par sujets restreinte, 

limitant le nombre de paramètres que nous pouvons tester. En effet, dû à un nombre limité 

d’échantillons, nous n’avons pas pu évaluer la fréquence des LBM spécifiques de gpE2 pré-

réinfection chez le sujet SR8 (Chapitre 4 - Figure 3).  

 Certaines limitations techniques existent également. En effet, il existe un nombre restreint 

de tétramères CMH de classe I disponibles pour chaque molécule HLA exprimée par les sujets de 

notre étude. Aucun tétramère n’a été disponible pour les sujets SR1 et SR3. Afin de contourner 

cette limitation, nous avons opté pour une approche ELISPOT, et ce, afin d’évaluer les réponses 

des lymphocytes T spécifiques du VHC (Chapitre 4 - Figure 4).  

De plus, nous avons évalué la neutralisation des anticorps grâce à l’utilisation des VHCpp 

exprimant les gpE1|E2 de génotypes 1a, 2a et 3a, représentant les génotypes prévalents en 

Amérique du Nord (Voir section 1.2.1.). Dans ce système, l’association des virions avec les 

lipoprotéines n’est pas reproduite, et par conséquent, les VHCpp ont tendance à être plus sensibles 

à la neutralisation par les anticorps que le système VHCcc (376, 538) (Voir section 1.4.1.2. et 

1.4.1.3.). 
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5.3. Importance de nos études 

 
 Une meilleure compréhension des corrélats de l’immunité protectrice est cruciale pour le 

développement d'un vaccin pan-génotypique efficace contre l’établissement d’une infection 

chronique par le VHC. Le suivi longitudinal de multiples infections naturelles chez les UDI 

(HEPCO) permet de déterminer les corrélats de l’immunité protectrice aux niveaux 

transcriptomique, clonotypique et fonctionnel qui pourront être suivis lors de nouveaux essais 

vaccinaux afin de déterminer le degré de protection qu'ils confèrent.  

 

 
5.3.1. Rôle de la réponse humorale versus cellulaire dans le contrôle de l'infection 

primaire et secondaire par le VHC  

 
Plusieurs études suggèrent que les nAbs sont associés à la clairance spontanée de l'infection 

primaire par le VHC (261, 262, 341-344). Toutefois, plusieurs études ont rapporté une clairance 

spontanée de l’infection en l’absence ou en présence de titre faible de nAbs, suggérant que la 

réponse humorale n'est pas le principal déterminant de la clairance virale (337-339) (voir section 

1.6.3.). Les sujets développant une immunité humorale présentent des LBM exprimant des nAbs 

cross-réactifs détectables dans le sang périphérique jusqu’à 25 ans après la clairance spontanée 

d’une primo-infection par le VHC (358, 425). Néanmoins, notre étude (Chapitre 4), et d’autres 

(358, 416), démontrent que la présence de nAbs ne permet pas de prévenir l’établissement d’une 

réinfection par le VHC. Après réexposition virale, nous avons observé un pic des titres d’anticorps 

anti-E2, ainsi que de la capacité de neutralisation des anticorps contre les VHCpp de génotype 1a, 

au cours de la phase aigüe précoce, rapidement suivi d’une diminution après le contrôle de la 

virémie auprès de 6 des 8 sujets étudiés (Figure 2 – Chapitre 4). Osburn et al. avaient auparavant 

associé l'élimination spontanée des réinfections par le VHC à la génération de nAb dans 60% des 

cas (416). De plus, Merat et al. ont démontré la présence de bnAbs chez des sujets capables 

d'éliminer spontanément plusieurs infections par le VHC (358). L’ensemble de ces études suggère 

que les LBM exprimant des nAbs développés après clairance de la primo-infection contribueraient 

à la prévention de l’établissement d’une infection chronique après réexposition virale. Osburn et 

al. ont toutefois observé la présence de nAbs chez deux sujets ayant développé une infection 

chronique après réinfection (416).  
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Il est donc crucial de déterminer la cinétique des LBM spécifiques de gpE2, ainsi que l’étude de 

l'évolution de la dominance des nAbs, au cours de la réinfection chez les sujets SR versus CI après 

réinfection. Des études préliminaires ont été réalisées à partir de PBMCs de trois sujets ayant 

développé une infection chronique après une deuxième (CI2 et CI3) ou troisième infection (CI1) 

(Figure 14). Ces premiers résultats montrent un niveau faible (CI1), un niveau constant (CI2), ou 

encore un pic (CI3) de la fréquence des LBM spécifiques de gpE2 et des titres d’anticorps anti-

gpE2 au cours de la phase aigüe précoce de la réinfection (Figure 14). Il est toutefois nécessaire 

d’évaluer la fréquence des LBM E2-tétramères + et de mesurer les titres d’anticorps anti-VHC à 

partir des échantillons d’un plus grand nombre de sujets CI (voir section 6.1.). 
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Figure 15 | Caractérisation longitudinale de la fréquence des LBM spécifiques de la glycoprotéine E2 et des titres d’anticorps 

anti-E2 au cours de la réinfection par le VHC chez trois sujets CI 

Les graphiques présentés sur la première ligne combinent les réponses IgG anti-E2 (Gt1a et Gt2a) et NS3 (Gt1a) mesurées par ELISA 

à partir du plasma et représentées par la densité optique OD450-570nm. Les graphiques du bas affichent les fréquences longitudinales 

des LBM tétramères J6-E2 +. 

 



 

 

5.3.2. Impact de nos études sur le design d’une stratégie vaccinale contre le 

VHC 

Une stratégie vaccinale efficace doit induire une immunité antivirale protectrice 

similaire à celle observée au cours de la clairance naturelle des infections par le VHC. Nos 

observations soutiennent la nécessité de combiner deux stratégies vaccinales induisant une 

immunité à médiation cellulaire large et robuste contre les protéines virales NS et une 

immunité humorale avec la production de nAbs ciblant les gpE1|E2. 

 Bien qu’une charge virale moindre ait été mesuré chez les sujets vaccinés en 

comparaison du groupe placebo après infection, l’échec de l’approche amorce/rappel 

ChAd3-NS/MVA-NS (gt1b) à prévenir l’établissement d’une infection chronique chez les 

UDI (Phase II (469)) souligne la nécessité d’optimiser cette stratégie vaccinale. La diversité 

génétique du VHC, supérieure à celle du VIH, couplée au mécanisme d’évasion 

immunitaire, représente le principal défi associé au développement d’une stratégie 

vaccinale efficace.  

 L’utilisation du vecteur ChAdOx1 exprimant des séquences virales NS hautement 

conservées entre la majorité des génotypes (gt1-6) du VHC formulés avec l’adjuvant sIitr a 

permis de générer une meilleure réponse pan-génotypes des lymphocytes T en comparaison 

de l’approche ChAdOx1-NS (gt1b) chez le modèle murin (470). Cette approche représente 

l’avantage d’intégrer les épitopes pour lesquels des mutations d’échappements 

impacteraient la capacité réplicative du virus. Toutefois, celle-ci n’inclut pas les épitopes 

immunodominants présentés par HLA-A02 (NS3-1073 et NS3-1406), ni ceux, ou 

partiellement, présentés par les molécules HLA protectrices, HLA-A03,-B27 et B57 (470, 

475). Combiner cette stratégie vaccinale avec une autre qui inclurait ces épitopes 

immunodominants et protecteurs, telle qu’utilisée dans le cas du VIH (539, 540), 

permettrait de contourner cette limitation. Des études supplémentaires restent donc 

nécessaires afin d’optimiser l’ampleur, la largeur et la réactivité croisée des lymphocytes 

T induits par une stratégie vaccinale à médiation cellulaire. 

 Une minorité de sujets sains vaccinés avec rgpE1|E2 dérivé d'un isolat de génotype 

1a (HCV-1) ont développé des bnAb spécifiques à AR3, démontrant ainsi qu’il est possible 

d’induire leur production par une approche vaccinale (147, 452, 455).  
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Les équipes des Drs. Bull et Bailey ont défini les profils d’immunodominance au cours des 

infections primaires par le VHC et ont démontré une association entre une plus grande 

neutralisation du plasma et le ciblage des sites AR3 et AR4, tandis qu’une plus faible 

neutralisation est associée au ciblage des sites non-neutralisants (domaine A et AR1) de 

gpE2 (356, 541, 542). Ces premières études suggèrent qu’une stratégie vaccinale masquant 

les régions non-neutralisantes pourrait permettre de potentialiser la production de bnAbs 

contre les sites AR3 et AR4 (356, 541, 542). L’étude de l'évolution de la dominance des 

nAbs au cours de la phase aigüe des infections consécutives par des souches homologues 

et hétérologues sera essentielle pour confirmer cette hypothèse. Cela permettra également 

de déterminer le meilleur variant antigénique pour une induction de bnAbs optimale. De 

plus, l’importance de la réponse humorale au cours de la réinfection reflète la nécessité 

d’étudier la cinétique et le phénotype des cTFH spécifiques du VHC (voir section 6.2.). Ces 

études dans l’ensemble permettront de définir in fine quelle sera la meilleure approche 

vaccinale (e.g. vecteur viraux, vaccin à ADN ou mRNA etc…) incluant le meilleur 

adjuvant (e.g. MF59, TLR etc…) et route de vaccination (e.g. injection par voie 

intramusculaire, sous-cutanée, intradermique etc…) qui potentialisera la production de 

bnAbs. 

5.3.3. Évaluation de l’efficacité des stratégies vaccinales contre le VHC 

 

Dans nos études, nous avons souhaité maximiser l'utilisation des bases de données 

publiques afin 1) d’identifier les potentiels clonotypes cross-réactifs (Manuscrit 1 – 

Chapitre 3), et 2) de caractériser les signatures transcriptomiques en commun entre une 

stratégie vaccinale et l’élimination spontanée des infections primaire et secondaire par le 

VHC (Manuscrit 2 – Chapitre 4). Dans l’ensemble, nos données contribuent également à 

ces ressources.  

En effet, au fur et à mesure que davantage de séquences TCRβ sont identifiées et 

conservées dans ces bases de données, elles peuvent être utilisées pour prédire les 

spécificités des lymphocytes T expansés au cours des infections par le VHC ou après 

vaccination.  
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Ces données peuvent également être utilisées afin d’améliorer le développement 

d'algorithmes permettant d’identifier les clonotypes de TCR spécifiques du VHC. En effet, 

Glanville et al. ont développé un algorithme appelé GLIPH (de l’anglais, grouping of 

lymphocyte interactions by paratope hotspots) grâce à l’utilisation des bases de données 

publiques. Cet algorithme regroupe les TCR présentant une forte probabilité de partager la 

même spécificité antigénique en raison à la fois des motifs conservés et de la similarité 

globale des séquences CDR3 (543). Nos données, ainsi que l’utilisation de ce type 

d’algorithme, ont toutes leur importance dans l’étude des répertoires des TCRβ après les 

essais vaccinaux contre le VHC. En effet, Pogorelly et al. ont utilisé avec succès des 

séquences CDR3 publiées avec une spécificité connue (i.e. des cellules CMH de classe I 

tétramères +) pour l'annotation du répertoire TCRβ obtenu à partir des CD8 totaux chez 

deux sujets ayant reçu une dose unique de vaccin contre la fièvre jaune (YF-17D) (544).  

Nos données obtenues à partir des PBMC totaux permettront également de 

déterminer la capacité des essais vaccinaux à induire une réponse immunitaire similaire à 

une élimination spontanée des infections primaires et secondaires naturelles par le VHC au 

niveau transcriptomique. Toutefois, l’analyse transcriptomique des données obtenues à 

partir d’échantillons PBMCs totaux provenant de deux cohortes différentes (UDI versus 

sujets sains), ainsi que des temps post-infection et vaccination différents limitent nos 

comparaisons et l’identification de signatures précises en communs ou inversement, 

manquantes. L’utilisation d’une approche similaire à partir des échantillons de la phase II 

d’essai vaccinale du VHC permettrait  

1) de confirmer les signatures manquantes (i.e. signatures plasmocytaires) 

observées chez les sujets sains (Phase I),  

2) de mieux définir les différences entre les réponses immunitaires post-vaccination 

et post-résolution spontanée de multiples infections chez une même population (i.e. UDIs),  

3) de comparer et définir au niveau transcriptomique les différences entre les 

réponses immunitaires pré et post-vaccination chez les sujets sains (Phase I) versus UDIs 

(Phase II). 

Dans l’ensemble, ces analyses transcriptomiques pourraient permettre de mieux 

comprendre l’échec de cette stratégie vaccinale chez les UDI, ainsi que le possible impact 

de la prise de drogue par injection sur la réponse immunitaire en réponse au vaccin.  
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5.3.4. Conclusions  

 Dans l’ensemble, nos études ont permis d’approfondir nos connaissances sur les 

corrélats de l’immunité protectrice au niveau transcriptomique, clonotypique et fonctionnel 

au cours de multiples infections naturelles par le VHC.  

 Ces approches expérimentales nous ont permis d’identifier treize nouveaux 

clonotypes publics uniques expansés au cours d'une primo-infection indépendamment de 

l’issue de l’infection. Nous avons également pu déterminer que la présence d’un pool de 

lymphocytes T CD8 cross-réactifs joue un rôle limité dans le développement de l'infection 

primaire par le VHC. Au cours de la réinfection, nous avons observé une augmentation 

simultanée des réponses B et T mémoires spécifiques du VHC au stade aigu précoce aux 

niveaux transcriptomique et fonctionnel, suggérant un rôle collaboratif de la réponse 

immunitaire cellulaire et humorale dans la clairance de la réinfection par le VHC. Nos 

résultats soutiennent l'idée de combiner deux stratégies vaccinales induisant à la fois une 

immunité à médiation cellulaire et une immunité humorale, et ce, afin de reproduire les 

réponses immunitaires observées dans les cas réels de clairance de la réinfection du VHC. 

 Toutefois une caractérisation plus approfondie de la réponse B, T CD4 et T CD8 

spécifique du VHC au cours de multiples infections reste nécessaire pour l’optimisation 

d’une stratégie vaccinale qui potentialisera l’induction d’une réponse mémoire T et B au 

répertoire, phénotype et fonctionnalité qui conférera une immunité protectrice lors de 

l'exposition naturelle à différents variants du VHC. 
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Chapitre 6 | Perspectives 
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6.1. Caractérisation longitudinale de la réponse humorale chez les sujets développant 

une infection chronique après réinfection 

 
 Notre étude a démontré la présence d’un pic simultané de la réponse cellulaire et 

humorale spécifique du VHC au cours de la phase aigüe précoce chez les sujets ayant résolu 

deux infections consécutives. Notre étude, ainsi que celles publiées par Osburn et al. (416) 

et Merat et al. (358), dans l’ensemble suggèrent que l’élimination d’une réinfection par le 

VHC est caractérisée par la production de nAbs par les LBM et que ces derniers pourraient 

contribuer à la prévention de l’établissement d’une infection chronique après réexposition 

virale. Néanmoins, la présence de nAbs détectés à partir du plasma de deux sujets ayant 

développé une infection chronique après réinfection a été également reporté par Osburn et 

al. (416). Il est donc crucial de caractériser la cinétique de la réponse humorale spécifique 

du VHC au cours de la réinfection chez les sujets CI après réinfection. Des études 

préliminaires à partir d’un nombre limité de sujets ont démontré un niveau faible (CI1), 

constant (CI2), ou encore un pic (CI3) de la fréquence des LBM spécifiques de gpE2 et des 

titres d’anticorps anti-gpE2 au cours de la phase aigüe précoce de la réinfection (Figure 

14). Toutefois la fréquence des LBM E2-tétramères + et les titres d’anticorps anti-VHC 

seront déterminés à partir des échantillons d’un plus grand nombre de sujets CI. La capacité 

de neutralisation des anticorps des sujets SR versus CI sera également évaluée grâce à 

l’utilisation d’une librairie de référence récemment développée par le laboratoire du Dr. 

Bailey et composée de 19 VHCpp de gt1a à gt6a (363). Ces premiers résultats permettront 

d’évaluer les différences entre les sujets SR versus CI au cours de la réinfection par le 

VHC. 

 

6.2. Caractérisation de la cinétique, du phénotype et de la fonctionnalité des 

lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du VHC au cours de la réinfection chez les 

sujets SR versus CI 

 
 Les lymphocytes T CD4 ont un rôle crucial dans la régulation des lymphocytes T 

CD8 (voir section 1.6.2.2.1.) et de la réponse humorale (voir section 1.6.2.2.2.).  
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La caractérisation du rôle des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC au cours de la 

réinfection chez les sujets SR versus CI reste peu explorée à ce jour. Grâce à l’utilisation 

des tétramères CMH de classe II, Chen et al. ont observé une prolifération limitée et une 

disparition précoce des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC au cours de 

l’établissement d’une infection chronique après une primo-infection (250). Néanmoins, 

une fréquence très faible des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC au cours de 

l’infection, ainsi qu’une faible affinité entre les TCRαβ et les compexes p-CMH-II, rendent 

l’utilisation des tétramères CMH de classe II pour la caractérisation directe ex vivo des T 

CD4 spécifiques du VHC ardue (545). Afin de contourner cette limitation, une approche 

permettant la détection de lymphocytes exprimant les marqueurs de surface induits par 

l’activation ou AIM (de l’anglais, « activation-induced markers ») sera utilisée par le 

laboratoire afin de détecter et de déterminer le phénotype des lymphocytes T CD4 et CD8 

spécifiques du VHC en réponse à différents pools de peptides du VHC. Cette approche 

précédemment utilisée dans les cas d’infection par le VIH, repose sur l’identification des 

marqueurs de surfaces CD69, PD-L1 et 4-1BB (546). Tel que précédemment reporté par 

Niessl et al. (547), l’utilisation des marqueurs CD69, CD40L et CXCR5 permet la 

détection des cTFH spécifiques de l’antigène viral, et les marqueurs CCR6 et CXCR3 de 

déterminer leur lignée (voir section 1.6.2.2.2.). Cette même approche couplée à la détection 

des cytokines intracellulaires permettra également de déterminer la fonctionnalité des T 

CD8 et CD4 spécifiques du VHC (547). Cette approche présente également l’avantage de 

permettre l’étude de la polyfonctionnalité des T CD8 spécifiques du VHC à partir de 

PBMCs de sujets pour lesquels aucun tétramère n’est disponible, comme dans le cas des 

sujets SR1 et SR3 (Manuscrit 2 - Chapitre 4). 

 Dans l’ensemble, les objectifs 6.1. et 6.2. permettront d’approfondir nos 

connaissances sur les corrélats de l’immunité protectrice via la caractérisation de la réponse 

cellulaire et humorale spécifique du VHC au niveau phénotypique et fonctionnel chez les 

sujets SR versus CI après réexposition virale.  
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6.3. Caractérisation des corrélats de l’immunité protectrice au niveau 

transcriptomique par une approche sc-RNA-seq  

 

 L’utilisation d’une approche transcriptomique à partir de lymphocytes T CD8 

spécifiques du VHC a permis d’identifier une dérégulation des processus métaboliques au 

cours de la phase aigüe de la primo-infection chez les sujets CI versus SR (205). Cette 

étude par Wolski et al. a démontré que l’approche transcriptomique représente une 

opportunité unique de pouvoir détecter les dérégulations et différences au niveau 

transcriptomique apparaissant tôt au cours de l’infection. L’étude simultanée des signatures 

transcriptomiques et des répertoires de TCR | BCR des lymphocytes T CD8, CD4 et B 

spécifiques du VHC pré- et post-réinfection chez les sujets capables d’éliminer 

spontanément deux infections consécutives versus ceux développant une infection 

chronique après réexposition virale par une approche de séquençage unicellulaire (sc-

RNAseq) restent non explorées. Dugan et al. ont récemment utilisé avec succès une 

approche de sc-RNAseq pour l’étude de l'évolution de la dominance des LBM spécifiques 

de SARS-CoV-2 (548). Une approche similaire à partir des LBM spécifiques de gpE2 

couplés au sc-RNAseq des cTFH spécifiques du VHC détecté par une approche de AIM 

assay (section 6.1. et 6.2.) chez les sujets SR versus CI après réinfection permettra 

d’accroître nos connaissances sur les corrélats de l’immunité protectrice cruciaux pour le 

développement d’une stratégie vaccinale à médiation cellulaire et humorale efficace. 

 

6.4. Séquençage du génome viral 

 
 Notre laboratoire a précédemment démontré la présence de variants viraux non 

reconnus par les lymphocytes T mémoires spécifiques du VHC chez les sujets développant 

une infection chronique après réinfection (423). Nous avons également observé une 

expansion limitée du clonotype public 2 spécifique de l’épitope NS3-1073 chez le sujet 

SR/CI-2 au cours de la réinfection (voir section 5.1.3.; Chapitre 2 – Figure 4A).  
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Toutefois, le séquençage du génome viral complet, ou des épitopes viraux ciblés dans les 

cas où la charge virale serait trop faible, reste nécessaire afin d’élucider l’interaction entre 

le répertoire des TCR et BCR des lymphocytes T et B spécifiques du VHC et les signatures 

transcriptomiques correspondantes étudiées en section 6.3., avec les variant viraux de la 

souche infectante et ceux émergeants au cours de l’infection.  

6.5. Caractérisation approfondie de la restauration immunitaire adaptative 

spécifique du VHC après le traitement par les AADs 

 
 La vaccination des sujets guéris par les AAD représente un défi supplémentaire 

associé au développement d’une stratégie vaccinale efficace contre le VHC. En effet, les 

lymphocytes T CD8 spécifiques du VHC ont été exposés à leur antigène cible pendant une 

période prolongée résultant en une fonctionnalité altérée et le maintien d’une population 

CD8-ML spécifique du VHC présentant une cicatrice épigénétique après élimination de 

l’infection par les AAD (505-507). Si une telle cicatrice épigénétique est présente auprès 

des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC après traitement par les AAD reste non étudié 

à ce jour. Une augmentation de la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques du VHC 

circulants au profil phénotypique et transcriptomique associé aux TFH après l’initiation du 

traitement par les AAD a été reportée par Smits et al. (549). Zoldan et al. ont récemment 

démontré grâce à une approche in vitro la capacité des cTFH spécifiques du VHC au profil 

TH1 à soutenir la production d’anticorps par les lymphocytes B après traitement par les 

AAD (550). Bien qu’encore peu étudié, ces premières études suggèrent que les TFH 

représentent une population-cible importante dans le cadre d’une stratégie vaccinale 

efficace à la fois chez les sujets séronégatifs et ceux guéris par les AAD. Par conséquent, 

la caractérisation approfondie au niveau phénotypique, fonctionnel et transcriptomique des 

lymphocytes T CD4 et B spécifiques du VHC pré- et post-traitement en comparaison des 

sujets ayant résolu spontanément deux infections consécutives tels que décrits en section 

6.1., 6.2. et 6.3. est cruciale.   
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6.6. Conclusions finales 

 
 Malgré l’introduction des AADs en 2011, le risque de transmission élevé associé 

au sous-diagnostic considérable du VHC représente un frein majeur pour l’élimination 

globale de l’épidémie. Le développement d’un vaccin prophylactique contre le VHC reste 

crucial afin de freiner efficacement cette épidémie. Une connaissance limitée des corrélats 

de l’immunité protectrice au cours de multiples infections par le VHC constitue le principal 

défi associé au développement d’un vaccin efficace. Les travaux de recherches exposés 

dans la présente thèse constituent une avancée importante dans la compréhension des 

corrélats de l’immunité protectrice au niveau transcriptomique, phénotypique et 

fonctionnel associée à l’élimination spontanée de multiples infections par le VHC. Dans 

l’ensemble, ces recherches auront une importance pour le développement et l’évaluation 

de l’efficacité des stratégies vaccinales contre le VHC.  
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Expansion of Unique Hepatitis C Virus!Specific Public CD8+

T Cell Clonotypes during Acute Infection and Reinfection

Sabrina Mazouz,*,† Maude Boisvert,* Mohamed S. Abdel-Hakeem,*,†,1 Omar Khedr,*
Julie Bruneau,*,‡ and Naglaa H. Shoukry*,§

Hepatitis C virus (HCV) infection resolves spontaneously in ~25% of acutely infected humans where viral clearance is mediated
primarily by virus-specific CD8+ T cells. Previous cross-sectional analysis of the CD8+ TCR repertoire targeting two
immunodominant HCV epitopes reported widespread use of public TCRs shared by different subjects, irrespective of infection
outcome. However, little is known about the evolution of the public TCR repertoire during acute HCV and whether cross-
reactivity to other Ags can influence infectious outcome. In this article, we analyzed the CD8+ TCR repertoire specific to the
immunodominant and cross-reactive HLA-A2!restricted nonstructural 3-1073 epitope during acute HCV in humans progressing
to either spontaneous resolution or chronic infection and at ~1 y after viral clearance. TCR repertoire diversity was comparable
among all groups with preferential usage of the TCR-b V04 and V06 gene families. We identified a set of 13 public clonotypes in
HCV-infected humans independent of infection outcome. Six public clonotypes used the V04 gene family. Several public
clonotypes were long-lived in resolvers and expanded on reinfection. By mining publicly available data, we identified several low-
frequency CDR3 sequences in the HCV-specific repertoire matching human TCRs specific for other HLA-A2!restricted epitopes
from melanoma, CMV, influenza A, EBV, and yellow fever viruses, but they were of low frequency and limited cross-reactivity. In
conclusion, we identified 13 new public human CD8+ TCR clonotypes unique to HCV that expanded during acute infection and
reinfection. The low frequency of cross-reactive TCRs suggests that they are not major determinants of infectious outcome. The
Journal of Immunology, 2021, 207: 1!1 .

Via their TCRs, an ab heterodimer, CD81 T cells rec-
ognize Ags presented by class I MHC molecules. TCR
repertoire diversity is achieved through germline V,

D, and J gene segment rearrangements and addition or deletion
of nucleotides between segments, resulting in a specific CD81

TCR or clonotype. The TCRAV and TCRBV for the a- and
b-chains, respectively, encode CDR1 and CDR2, which interact with
the MHC molecule (1). Ag-binding specificity is determined by the
most variable region of the TCR, the CDR3 region, formed by the
V-J a and V(D)J b junctions. An identical clonotype or CDR3 amino
acid sequence detected in several individuals, termed “public,” was
associated with better control of viral infections, including CMV and
HIV, whereas less common or “private” repertoires were not (2!4).
Hepatitis C virus (HCV) infection has two dichotomous outcomes

where !25% of acutely infected subjects resolve spontaneously,
whereas the rest acquire persistent infection. Expansion of HCV-

specific CD81 T cells targeting multiple epitopes (i.e., broad) and
producing several cytokines (i.e., polyfunctional) is essential to clear
acute primary infection (5!7). Hence HCV represents a unique
opportunity to examine the protective capacity of virus-specific
CD81 T cell public clonotypes. Cross-sectional studies reported the
presence of public TCRs recognizing the hypervariable region 1
(HVR1) 398SLASLFTQGA407 epitope of the E2 glycoprotein and
the nonstructural 3 (NS3) 1395HSKKKCDEL1403 (HSK) or
1435ATDALMTGY1443 (ATD) HCV epitopes, irrespective of HCV
infectious outcome (8, 9). These studies mostly relied on in vitro
expansion of Ag-specific T cells before analysis that may have
favored expansion of certain TCR clonotypes. Furthermore, very
limited analysis was performed early during acute infection.
Whether other immunodominant HCV epitopes favor the expansion
of public clonotypes and whether they correlate with spontaneous
resolution of acute infection remain unknown.
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The HLA-A2!restricted NS3-1073 1073CINGVCWTV1081 epi-
tope, derived from the highly immunogenic NS3 protein, is one of
the immunodominant epitopes during HCV infection (10!12). Spon-
taneous clearance of acute HCV was associated with an NS3-
1073!specific CD81 T cell response (13!15). Long-lived NS3-
1073!specific memory CD81 T cells were detected two decades
after HCV spontaneous clearance, suggesting it may contribute to
long-term protective immunity (10). Indeed, our group has previ-
ously demonstrated expansion of memory NS3-1073!specific
CD81 T cells in HCV resolvers after virus re-exposure and reinfec-
tion (5). In individuals who spontaneously resolved their reinfection,
we observed focusing of the TCR repertoire with rapid and selective
expansion of memory CD81 T cell clonotypes with the highest
functional avidity (16).
CD81 T cells specific to the HCV NS3-1073 epitope are also

known to be cross-reactive to several HLA-A2!restricted epitopes.
The first cross-reactivity reported was against the NA-231 epitope
of influenza virus (17). Other cross-reactivities were later identified
against CMV (pp65) and EBV (LMP2) (17!19). In addition, a pre-
existing pool of memory HCV NS3-1073!specific CD81 T cells,
induced by heterologous infections, was characterized in a cohort of
healthy HCV-seronegative subjects (19). These memory HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells influenced the T cell response to HCV
peptide vaccine (19). These studies suggested that this cross-reactiv-
ity may contribute to enhanced spontaneous clearance or pathogene-
sis of acute HCV infection.
In this article, we characterized and compared the HCV NS3-

1073!specific TCR repertoire during the very early acute phase of
HCV infection and long-term follow-up in spontaneous resolvers
(SRs) and during acute infection in subjects who developed chronic
infection (CI). Our main objective was to characterize the presence of
public clonotypes against this immunodominant epitope and their
potential association with spontaneous HCV resolution directly ex
vivo. We identified a common set of public clonotypes independent
of infection outcome. Although several CDR3 sequences were shared
with other non-HCV HLA-A2!restricted epitopes, these potentially
cross-reactive clonotypes did not expand during acute HCV infection.
The public clonotypes we identified were unique to HCV.

Materials and Methods
Study population

Study subjects were recruited among people who inject drugs enrolled in the
Montreal Hepatitis C Cohort (20). Subjects were followed every 3 mo for
HCV infection. Acute HCV primary infection was defined as a positive
HCV RNA and/or anti-HCV Ab!positive test after a negative test in the past
24 wk. The estimated date of infection (EDI) was calculated as the median
time between last negative and first positive RNA or Ab test. Spontaneous
resolution was defined as viral clearance (HCV RNA negative) at #24 wk
(SR, n = 8), and CI was defined as HCV RNA positive at 24 wk (CI, n =
6). For the purpose of this study, two different time points were used: acute
(<24 wk or 168 d) and follow-up (>49 wk or 343 d). Two HCV spontane-
ously resolved subjects who experienced a documented reinfection episode
were recruited within the same cohort where reinfection was defined as a
positive HCV-RNA test after two negative tests $60 d apart. The detailed
analysis of their immune response and T cell repertoire analysis were
described previously (5, 16). Subjects’ demographics are described in Table
I. This study was approved by the Institutional Ethics Committee of the Cen-
tre de Recherche du Centre Hospitalier de l’Universit!e de Montr!eal
(CRCHUM; Protocol SL05.014).

Tetramer staining, flow cytometry, and cell sorting

The MHC class I monomer, HLA-A2 bound to the HCV NS3 peptide aa
1073!1081 (CINGVCWTV) [A2/NS3-1073], was synthesized by the
National Institutes of Health Tetramer Core Facility (Emory University,
Atlanta, GA). Tetramers were prepared by adding 10 ml of PE-labeled
ExtrAvidin (Sigma, St. Louis, MO) five times, with 10-min incubation at
room temperature after each addition. Cryopreserved PBMCs were thawed,

and CD81 T cells were negatively selected using the MACS CD81 T cell
Isolation Kit (Miltenyi Biotec, Auburn, CA). Tetramer staining and cell sur-
face staining were performed on isolated CD81 T cells as previously
described (16). Directly conjugated mAbs against the following cell-surface
markers were used: CD3!Pacific Blue (clone UCHT1), CD8!Alexa Fluor
700 (clone RPA-T8), and CD45RO!BB515 (clone UCHL1), all from BD
Biosciences (San Diego, CA). The LIVE/DEAD fixable aqua dead cell Stain
Kit (Molecular Probes Thermo Fisher Scientific, Burlington, ON, Canada)
was used to identify live cells. Cell sorting was performed using a BD Aria
II cell sorter equipped with blue (488 nm), red (633 nm), and violet (405
nm) lasers (BD Biosciences), while multiparameter flow cytometry was per-
formed using a BD LSRII instrument with the same setup and an additional
yellow-green laser (561 nm) using FACSDiva software version 6.1.3 (BD
Biosciences) at the CRCHUM flow cytometry core. Data files were analyzed
using FlowJo software version 10.4.11 (BD Biosciences).

TCR Vb-chain sequencing and analysis

FACS-sorted HCV-specific CD81 T cells from each subject were sent to
Adaptive Biotechnologies (Seattle, WA) for genomic DNA extraction fol-
lowed by TCRb sequencing, as previously described (16). Data analyses
were performed using ImmunoSEQ Analyzer software (v3.0) and R v3.5.1.
All TCR repertoires were cleaned to remove sequences with a stop codon
and those that are out of frame. The numbers of FACS-sorted CD81 T cells,
total and unique productive sequences, and clonality for each sample are
detailed in Supplemental Table I. Diversity indices (Simpson diversity, Shan-
non entropy, CDR3 length, and NT additions) were provided by Adaptive
Biotechnologies.

HCV NS3-1073 HCV epitope sequencing

HCV RNA was extracted from 500 ml of plasma EDTA samples using
QIAamp MinElute Virus spin kit (Qiagen, Germany), following the man-
ufacturer’s protocol. As previously described (21), purified viral RNA was
reverse transcribed, PCR amplified, cloned, and sequenced at the McGill
University and Genome Quebec Innovation Centre (Montr!eal, QC).

VDJ database and computational analysis

We extracted HLA-A2!restricted Ag-specific TCR sequences from the VDJ
database (https://vdjdb.cdr3.net/). Using R (https://www.R-project.org/) (22),
we identified exact CDR3 amino acid sequence matches within this database
(23) and our HCV NS3-1073 TCR repertoire dataset. Frequencies of identi-
fied CDR3 amino acid sequences in a particular subject’s repertoire were
summed up to quantify the percentage of clonotypes identical to other epi-
tope(s)-specific TCR repertoire.

ELISPOT assay

IFN-g ELISPOT assays were performed using 2 ! 105 cryopreserved
PBMCs, as previously described (24). The following peptides were used for
this assay: HCV (NS3; CINGVCWTV), Flu (NA; CVNGSCFTV), CMV
(pp65; NLVPMVATV), EBV (BMLF1; GLCTLVAML), Flu (M1;
GILGFVFTL), yellow fever virus (YFV; NS4B; LLWNGPMAV), and Mel-
anoma (MLANA; ELAGIGILTV). The HCV NS3-1073 peptide was synthe-
sized by the Sheldon Biotechnology Centre (McGill University, Montr!eal,
QC, Canada). The Flu NA-231 peptide was synthesized by JPT Peptide
Technologies (Berlin, Germany), whereas the other four were synthesized by
ProImmune (Sarasota, FL).

Expansion of HCV-specific CD81 T cells, peptide stimulation, and
intracellular staining

HCV-specific CD81 T cells were expanded as previously described (25). In
brief, freshly thawed PBMCs were seeded in a 48-well plate at a concentra-
tion of 2 ! 106 cells/well, in R10 (RPMI 1640 1 10% heat-inactivated FBS
[Life Technologies]), supplemented with penicillin 1 streptomycin (P/S;
1!; Wisent) and 14 mM HEPES (Wisent; R10-P/S-HEPES). Cells were
stimulated with 10 mg/ml HCV NS3 peptide (NS3-1073-1081;
CINGVCWTV) for 2 wk at 37"C. Half of the medium was replenished
every 3 d with R10-P/S-HEPES supplemented with 40 U/ml rIL-2 (National
Institutes of Health AIDS Reagents Program) (R10-P/S-Hepes-IL-2, first rIL-
2 addition on day 3). Expanded HCV-specific CD81 T cells were then cryo-
preserved in freeze mix (FBS 1 10% DMSO) at a concentration of 107

cells/ml. Thawed cells were restimulated in a 48-well plate at a concentration
of 106 cells/well in the presence of 2 ! 106 nonautologous irradiated (30
Gy) feeder cells and 0.01 mg/ml anti-CD3 (Beckman Coulter), in R10-P/S-
IL-2. Half of the medium was replenished every 3 d with R10-P/S-IL-2.
After 2 wk, autologous EBV-transformed B cell lines (BLCLs), suspended
in R10 medium, were irradiated at 100 Gy and prepulsed with either no pep-
tide, 15 mg/ml HCV NS3 peptide (NS3-1073-1081; CINGVCWTV), Flu
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peptide (NA-231-239; CVNGSCFTV), or CMV peptide (pp65-495;
NLVPMVATV) for 1 h at 37!C. BLCLs were then washed and incubated
with HCV-specific T cells at a ratio of 10:1 (T cells:BLCL) for 6 h in AIM-
V medium (Life Technologies) supplemented with 10% human serum
(Wisent) and anti-CD107a-BUV395 Ab (clone H4A3; BD Bioscience). After
1 h of stimulation, 10 mg/ml brefeldin A (Sigma) and 6 mg/ml monensin
(Sigma) were added to each well. At the end of the stimulation, cells were
washed using FACS buffer (PBS, 1% FCS), surface staining was performed
using directly conjugated mAbs (CD3!Pacific Blue [clone UCHT1], CD4-
BV605 [clone RPA-T4], and CD8-allophycocyanin-H7 [clone SK1]), and
live cells were identified as described earlier. Cells were then permeabilized
with CytoFix/CytoPerm (BD Biosciences) for 15 min at 4!C in the dark,
washed using Perm/Wash buffer (BD Biosciences), and then incubated for
30 min at 4!C in the dark with anti-IFN-g-PE-Cy7 (clone B27), anti-TNF-
a-PerCP-Cy5.5 (clone MAb11), and anti-IL-2-allophycocyanin (clone MQ1-
17H12) (all from BD Biosciences). Cells were then washed and fixed with
1% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS and analyzed by FACS as
described earlier. Boolean gating and SPICE software were used for poly-
functionality analysis (26).

Data availability

Raw data of all TCR sequences are available at https://clients.adaptivebiotech.
com/pub/mazouz-2021-ji (DOI: 10.21417/SM2021JI).

Results
Comparable HCV NS3-1073!specific CD81 TCR repertoire
diversity regardless of HCV infection outcome

We analyzed the TCR repertoire of FACS-sorted MHC class I tetra-
mer-reactive CD81 T cells specific for the immunodominant HLA-
A*0201!restricted NS3-1073 epitope in HCV-infected subjects (n =
14). Our cohort included samples collected during acute HCV infec-
tion (#168 d after EDI) from either SRs (SR-Acute; n = 4) or sub-
jects whose infections became chronic (CI-Acute; n = 6), as well as
samples at a follow-up time point ($347 d after EDI) after HCV
clearance in the SR group (SR-Follow-up; n = 8) (Table I). Four SR
subjects had paired samples at both the acute and follow-up time
points. Because the frequencies of NS3-1073!specific CD81 T cells
are dramatically reduced with progression toward chronic infection,
we could not sort and analyze the repertoire of NS3-1073!specific
CD81 T cells in CI subjects at follow-up. The frequencies of HLA-
A2/NS3-1073 tetramer1CD81 T cells were not significantly differ-
ent between groups (Fig. 1A, Supplemental Table I). In addition, we
sorted and sequenced the TCR repertoire of total naive
CD45RO"CD81 T cells from two samples: SR.5-Acute and
CI.5-Acute as controls for each group. TCR deep sequencing infor-
mation, including number of sorted cells, productive total/unique
sequences, and clonality, is presented in Supplemental Table I.
We compared the diversity of the repertoire in SR-Acute, SR-Fol-

low-up, and CI-Acute samples using the Simpson diversity index,
which integrates the number of clonotypes and their abundance (27)
and ranges from 0 (high diversity, i.e., large repertoire) to 1 (low
diversity, i.e., narrow repertoire) (Fig. 1B). We also examined the
Shannon diversity, which integrates both the abundance and even-
ness (i.e., similarity of frequencies) of all clonotypes (28) and ranges
from 0 (low diversity) to 1 (high diversity) (Fig. 1C). Both analyses
demonstrated high diversity in all groups but no significant differ-
ences between groups (Fig. 1B and 1C). As shown by tree maps,
the majority of samples displayed a broad TCR repertoire, with the
top 10 sequences representing less than 25% of the total TCR reper-
toire in most samples (3/4 SR-Acute, 7/8 SR-Follow-up, 4/6 CI-
Acute) (Fig. 1D). Only three samples (SR.1-Acute, SR.1-Follow-up,
and CI.1-Acute) were more focused, with the top 10 sequences rep-
resenting 55.8%, 43.5%, and 56.3% of their NS3-1073!specific
TCR repertoire, respectively (Fig. 1D). Altogether, the accumulated
frequencies of the top 10 TCR clonotypes showed no significant dif-
ferences between the three groups (Fig. 1E).

Next, we assessed the CDR3 amino acid length distribution. The
naive CD45RO"CD81 TCR repertoires from SR.5-Acute and CI.5-
Acute displayed a normal Gaussian distribution indicated by a coef-
ficient of determination (R2) close to 1 (Supplemental Fig. 1A,
right). In contrast, the HCV NS3-1073!specific TCR repertoires
were more skewed (R2 ranged from 0.6 to 0.96) in all samples, sug-
gesting Ag-specific clonotypic expansion (Supplemental Fig. 1A,
left). The CDR3 lengths were skewed, but no particular amino acid
length was preferentially overrepresented (Supplemental Fig. 1A,
left). There were no significant differences in the CDR3 amino acid
length distribution between SR-Acute, SR-Follow-up, and CI-Acute
(represented as R2; Supplemental Fig. 1B).
Altogether, these data suggest that SR-Acute, SR-Follow-up, and

CI-Acute samples had similar highly diverse HCV NS3-1073!specific
TCR repertoire.

TCRBV V04 and V06 gene families are preferentially used in all groups

To further characterize the HCV NS3-1073!specific TCR repertoire,
we analyzed and compared the TCRBV gene usage between all
groups. As we previously described (16), we stratified clonotypes at
the nucleotide level into four distinct categories according to their
abundance within the total repertoire analyzed in each subject: dom-
inant (frequencies $ 1%), subdominant ($0.5%), low-abundance
($0.1%), and lowest-abundance clonotypes (<0.1%). Hereinafter, all
HCV NS3-1073!specific TCR repertoire results presented will focus
on dominant, subdominant, and low-abundance clonotypes only. The
detailed raw TCR sequencing data for each subject are available online
as described in Materials and Methods. Using a threshold frequency
of $10%, we found that the most frequently used V gene families
were V02!V07 and V09, irrespective of HCV infection outcome. Fig.
2A shows V02!V09 families, while all families are shown in
Supplemental Fig. 2A. V04 and V06 were the two V gene families
preferentially used in all groups. Also, V04 was significantly more fre-
quently used as compared with V06 (p # 0.05) at the follow-up time
point in SR (Fig. 2A). By examining paired naive and acute samples
from SR.5 and CI.5, we observed that the preferential usage of V04
and V06 was not associated with their overrepresentation within the
naive pool (Supplemental Fig. 2B). V02 was significantly enriched in
CI-Acute as compared with SR-Follow-up (p # 0.05), but this was
mainly driven by one outlier. Similarly, V09 was significantly enriched
in SR-Acute as compared with SR-Follow-up (p # 0.01) and CI-A-
cute (p # 0.001) samples because of another outlier.
Next, we examined whether preferential usage of these V genes

was sustained after resolution of acute HCV infection. We compared
the TCR repertoire of paired samples from four SR subjects during
acute infection and at a follow-up time point at >49 wk after HCV
infection (range, 367!503 d after EDI). The V gene family usage
profiles remained comparable at follow-up (Fig. 2B). The V04 and
V06 remained within the top four preferentially used families by all
subjects (Fig. 2B!D). Altogether, these data demonstrate preferential
V04 and V06 usage in all groups during acute infection. This prefer-
ential usage was sustained at follow-up in SR subjects.

Expansion of 13 HCV NS3-1073!specific public clonotypes
irrespective of acute infection outcome and their longevity after
spontaneous clearance

Next, we performed an in-depth analysis of all CDR3 sequences
within the repertoire to identify public TCR clonotypes (CDR3
amino acid sequence) that are present in multiple individuals
[reviewed by Li et al. (29)]. First, we sought to identify the number
of common identical CDR3 sequences in all potential pairwise com-
binations among dominant, subdominant, and low-abundance clono-
types (Fig. 3A). As expected, the highest number of shared
clonotypes was between samples belonging to the same subject at
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FIGURE 1. Comparable NS3-1073!specific CD81 TCR repertoire diversity in SR-Acute, SR-Follow-up, and CI-Acute samples. Analysis of the TCRb
repertoire of HCV NS3-1073!specific CD81 T cells sorted from the peripheral blood of SR subjects during either acute HCV (SR-Acute; n = 4) or follow-
up (SR-Follow-up; n = 8) and subjects with CI during acute HCV (CI-Acute; n = 6). The subjects’ clinical characteristics, demographics, and time points
tested are indicated in Table I. (A) Frequencies of HLA-A2/NS3-1073 tetramer1CD81 T cells in the indicated samples. (B and C) Simpson diversity (B) and
Shannon entropy (C) of all the specific repertoires in the analyzed samples. (D) Tree maps show each sample’s TCR repertoire. (Figure legend continues)
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two different time points (e.g., SR.1-Acute and SR.1-Follow-up). In
contrast, CI.4-Acute did not share any clonotypes with SR.5-Acute,
SR.5-Follow-up, and SR.8-Follow-up. All other pairwise compari-
sons revealed the presence of 1!11 identical CDR3 sequences (Fig.
3A). To refine our analyses, we designated a given clonotype as
“public” if it was present in at least two subjects at a cumulative fre-
quency of $0.5%, irrespective of infection outcome. Using these
criteria, we identified a set of 13 public clonotypes (Fig. 3B,
Supplemental Table II). These public clonotypes and their cumula-
tive frequencies in each sample are summarized in Supplemental
Table II. Six public clonotypes (1, 3, 4, 7, 10, and 13) used the V04
gene family. Two of them (public clonotypes 7 and 10) were highly
related because they were both 13 aa long with only 1 aa difference
(Supplemental Table II). These public clonotypes did not segregate
samples by group, underscoring that their expansion was indepen-
dent of infection outcome (Fig. 3B). One public TCR clonotype
(CASSQEPGAPNTGELFF [V04-02/J02-02]), hereinafter termed
public clonotype 1, was detected in most samples (12/14) (Fig. 3B).
The cumulative frequencies of this public clonotype were not signif-
icantly different between all groups (Fig. 3C). Other public clono-
types were detected in fewer subjects and at lower frequencies.
Public clonotypes 2, 7, and 10!12 were primarily detected in resolv-
ers, while public clonotype 13 was detected only in subjects with
CI. Public clonotype 1 was long-lived and detectable at the follow-up
time point in subjects SR.1, SR.5, SR.7, and SR.8 at a frequency of
0.28!2.65% at 1!2 y postinfection (Fig. 3B, Supplemental Table II).
Other public clonotypes that were present during the acute phase at a
frequency of >1% were also maintained at a high frequency at the
follow-up time point. Altogether, these results suggest that HCV
infection can prime the expansion of several public clonotypes.
Several of these public clonotypes, including the dominant public
clonotype 1, were long-lived and detectable in resolvers after HCV
clearance.
The TCR-a-chain is an important determinant of the functionality

of a public clonotype. However, it is technically challenging to iden-
tify the TCRab paired sequences from bulk sequencing data. To
gain an insight about the TCRab pairing of the identified public
clonotypes, we examined publicly available data. Eltahla et al. (30)
examined paired TCRab sequences via single-cell RNA sequencing
of NS3-1073!specific CD81 T cells from one subject who had
spontaneously resolved primary HCV infection. Three of the public
clonotypes we identified, including the dominant public clonotype 1
and public clonotypes 2 and 5, were also detected by Eltahla et al.
(30), together with their corresponding TCRa sequences (Fig. 3D).
These data confirm the presence of these public clonotypes in
another unrelated study subject and potential paired TCRa sequen-
ces. However, additional studies are required to clone and analyze
the impact of the different TCR-a-chain sequences on the function-
ality of these public clonotypes.

Expansion of HCV NS3-1073!specific public clonotypes is
independent of autologous virus sequence

To assess whether the preferential expansion of certain public clono-
types was associated with a specific viral variant, we sequenced the
region spanning the NS3-1073 epitope in autologous virus isolated
from the plasma of subjects who had high viral loads that were high
enough to sequence (n = 9; Table I). Compared with the epitope

reference sequence (CINGVCWTV), we did not detect any
sequence variation in the autologous virus in the CI group. How-
ever, we detected variant viral sequences in three of the SR-Acute
samples (SR.5, SR.7, and SR.8). All three subjects exhibited an
expansion of public clonotype 1. Furthermore, the viral variants
were not the same in all subjects, suggesting that a particular HCV
NS3-1073 viral sequence is not the main driver of expansion of this
public clonotype, and that this public clonotype may have the flexi-
bility to recognize multiple variants of the same epitope.

Limited overlap between public clonotypes and HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells from seronegative subjects

Next, we sought to examine whether the dominant public clonotypes
we detected were enriched because of a pre-existing pool of cross-
reactive memory CD81 T cells before HCV infection. Zhang et al.
(19) had previously reported the presence of naive and memory
HCV NS3-1073!specific CD81 T cells in HCV-seronegative sub-
jects, suggesting that these T cells might, in part, be primed by pre-
vious heterologous infections. We searched for exact matches
between the data from Zhang et al. (19) and ours. We identified
four TCR clonotypes from our dataset that were also present in sero-
negative subjects. These four clonotypes contained only one public
clonotype (public clonotype 4), while the other three clonotypes did
not meet our public clonotype criteria (Table II). These results suggest
that the public clonotypes detected in our study are unlikely to have
originated from a memory pool of cross-reactive CD81 T cells.

Expansion of NS3-1073!specific public clonotypes during HCV
reinfection and spontaneous clearance

Next, we examined whether the public clonotypes that we identified
and were long-lived would preferentially expand on HCV re-expo-
sure and reinfection. We had previously published a longitudinal
analysis of the HCV NS3-1073!specific TCR repertoires from two
HCV resolvers with a documented HCV reinfection episode where
one spontaneously cleared (SR/SR-1), while the other became per-
sistently infected (SR/CI-2) (16). This divergent outcome was asso-
ciated with different levels of expansion of HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells in each subject (Fig. 4A). In subject
SR/SR-1, NS3-1073!specific CD81 T cells expanded from 0.46%
to 3.37% during peak reinfection (3 wk after detection of reinfec-
tion) where !58% of tetramer1 cells exhibited a CD127" effector
phenotype. The frequency then stabilized at 0.57% at late reinfection
(24 wk). In subject SR/CI-2, NS3-1073!specific CD81 T cells were
at 0.70% at pre-reinfection, decreased to 0.32% during peak reinfec-
tion (week 4), and then stabilized at 0.63% at late reinfection (week
24). Autologous virus sequencing in SR/CI-2 revealed a variant of
the NS3-1073 epitope (Table I) that was not recognized by the pre-
existing memory CD81 T cells, which may explain the limited
expansion of the NS3-1073 population in that subject (5).
Within the NS3-1073!specific FACS-sorted CD81 T cells, public

clonotype 1 was detected only in subject SR/CI-2. Although the
overall tetramer frequency did not increase, this public clonotype
expanded 2.49-fold at peak reinfection and remained within the
dominant pool at late reinfection (Fig. 4A). Public clonotypes 2, 3,
and 6 were present in both subjects. Public clonotype 2 was detect-
able at pre-reinfection at a frequency of 1.62% and 1.10% of the rep-
ertoire in SR/SR-1 and SR/CI-2, respectively. At peak reinfection, it

Each colored square represents a CDR3 clonotype and its proportion within the entire TCR repertoire. Clonotypes in common between paired samples (e.g.,
SR1-Acute and SR1-Follow-up) are represented using the same color. Apart from paired samples, colors were randomly chosen. Graphs below each tree map
show the individual CDR3 clonotype frequency (left y-axis) and the cumulative frequency (gray circles and line graph) of the top 10 expanded clonotypes
(right y-axis). (E) Cumulative frequencies of the top 10 clonotypes. ns, not significant.
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FIGURE 2. TCRBV04 and V06 V gene families are preferentially used by HCV NS3-1073!specific CD81 T cells from all groups. (A) Frequency of prefer-
entially used TCRBV families among dominant ($1%), subdominant ($0.5%), and low-abundance clonotypes ($0.1%) in SR samples collected during acute
(n = 4), follow-up (n = 8), and CI-Acute samples (n = 6) (two-way ANOVA; *p # 0.05; **p # 0.01; ****p # 0.0001). In this figure, only V gene families of
frequencies $10% are shown, and only key TCRBV families that are significant as compared with at least three other families are highlighted. For the full rep-
resentation, see Supplemental Fig. 2. (B) Evolution of J and corresponding V genes usage in paired samples from four SR subjects at the acute and follow-up
time points, shown as chord diagrams representing frequencies of dominant, subdominant, and low-frequency clonotypes. The size of the colored arcs is propor-
tional to V genes frequencies and the corresponding V-J pair. (C and D) Cumulative frequencies of (C) V04 and (D) V06 usage within dominant, subdominant,
and low-frequency clonotypes in paired samples collected from SR subjects during acute and follow-up time points (Student t test). ns, not significant.
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expanded only in subject SR/SR-1, representing 3.85% of the effector
(CD127!) and 0.90% of the memory (CD1271) CD81 T cells reper-
toire. Public clonotype 3 slightly expanded (1.2-fold) in subject SR/
CI-2. Public clonotype 6 was detectable at pre-reinfection at a higher
frequency in SR/SR-1 (2.10%) as compared with SR/CI-2 (0.28%). It
expanded to 2.25% of memory CD1271 T cells and to 1.53% of
effector CD127! T cells in SR/SR-1. It also expanded 1.57-fold in
SR/CI-2. Public clonotypes 5 and 12 were detectable only in SR/CI-2
and were at low frequencies (#0.21%) at either pre-reinfection or
late reinfection, respectively, and therefore are unlikely to have played
a key role during reinfection (Fig. 4A).
We had previously established T cell clones from SR/SR-1

(clones R1!R5) (16), so we examined them for the presence of the

public clonotypes identified in this study. Two clones had public
clonotypes: clone R2 carried public clonotype 2, and clone R4 car-
ried a mix of public clonotypes 2 and 6 (Fig. 4B). These T cell
clones also displayed high functional avidity (16) and polyfunction-
ality indices (Fig. 4C). In summary, these data suggest that pre-
existing public clonotypes of NS3-1073!specific CD81 T cells can
expand on HCV re-exposure and reinfection, are polyfunctional, and
may contribute to viral clearance.

Shared clonotypes between HCV NS3-1073!specific CD81 T cells
and CD81 T cells recognizing other HLA-A2!restricted epitopes

Previous studies reported that HCV NS3-1073!specific CD81 T
cells can be cross-reactive and can recognize HLA-A2!restricted

FIGURE 3. Identification of a set of HCV-specific public clonotypes irrespective of infection outcome. (A) The number of common CDR3 amino acid
sequences among dominant ($1%), subdominant (0.50!0.99%), and low-abundance (0.49!0.10%) clonotypes of HCV NS3-1073!specific CD81 T cells in
analyzed samples represented as a heatmap. A clonotype was termed “public” if it was present in at least two subjects at a cumulative frequency $0.5%, irre-
spective of infection outcome. (B) Heatmap showing the cumulative frequencies of the CDR3 amino acid sequence of the 13 identified public clonotypes
within dominant, subdominant, and low-abundance clonotypes. (C) Cumulative frequencies of public clonotype 1 within dominant, subdominant, and low-
abundance clonotypes in SR samples collected during acute (n = 4), follow-up (n = 8), and CI-acute samples (n = 6) (one-way ANOVA). (D) Corresponding
a-chain amino acid sequences of public clonotypes 1, 2, and 3 extracted from the study by Eltahla et al. (30). ns, not significant.
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epitopes from other viruses, including influenza (NA-231), CMV
(pp65), and EBV (LMP2) (17!19). However, these studies did not
examine the TCR repertoires of cross-reactive T cells, and it is
unknown whether the same clonotypes/public TCRs are expanded

during these different viral infections. Thus, we sought to identify
HCV NS3-1073!specific clonotypes that are common with T cell
repertoires specific for other HLA-A2!restricted epitopes and that
may be cross-reactive. Using the online VDJ database developed by

Table II. Overlap between NS3-1073!specific clonotypes from seronegative subjects and our dataset

Acute Follow-Up

Public Clonotype Number CDR3 Amino Acid Sequence Subject ID V Gene Frequency (%) Total V Gene Frequency (%) Total

4 CASSQEVAGGNEQFF SR.1 V04-02 1.17 1.35 V04-02 1.70 1.83
V04-03 0.18 V04-03 0.13

SR.7 V04-03 0 0 V04-03 0.20 0.20
SR.8 V04-03 0.58 0.58 V04-03 1.77 1.77
CI.2 V04-02 0.51 0.51 ND ND ND
CI.3 V04-02 0.12 0.12 ND ND ND
CI.5 V03 1.70 1.70 ND ND ND

N/A CASSPLGSSYEQYF SR.3 ND ND ND V27-01 0.13 0.13
CASSLAGQAYEQYF SR.7 V27-01 0.19 0.19 V27-01 0.20 0.20
CASSEDGMNTEAFF SR.8 V10-02 0.19 0.19 V10-02 0 0

Data for the seronegative subjects are from Zhang et al. (19).
N/A, not available; ND, not done.

FIGURE 4. Expansion profile and
polyfunctionality of public clonotypes
during HCV reinfection. (A) Cumula-
tive frequencies of public clonotypes
within dominant, subdominant, and low-
abundance clonotypes during HCV rein-
fection in subject SR/SR-1, who resolved
spontaneously, and subject SR/CI-2,
who acquired CI. The TCR repertoire
was examined at pre-reinfection, peak
reinfection, and late reinfection time
points, as previously described by
Abdel-Hakeem et al. (16). Subject SR/
SR-1 tested HCV RNA positive at
only one time point between pre-rein-
fection and peak reinfection. Effector
(CD127!) and memory (CD1271)
CD81 T cell subsets were examined at
the peak reinfection time point in sub-
ject SR/SR-1. (B) TCR deep sequenc-
ing of five CD81 T cell clones derived
from the peripheral blood of subject
SR/SR1 showing the presence of pub-
lic clonotypes 2 and 6. (C) One repre-
sentative experiment in duplicate
showing polyfunctionality indices of
the CD81 T cell clones described in
(B). Data are from Abdel-Hakeem
et al. (16).
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FIGURE 5. Limited recognition of HLA-A2!restricted epitopes by HCV NS3-1073!specific CD81 T cells. (A) Frequencies and predicted specificities of
TCR clonotypes of HCV-specific CD81 T cells from the indicated HCV-infected samples shared with other HLA-A2!restricted epitopes from the VDJ data-
base. (B) PBMCs from four SR-Follow-up samples were tested in a dose-response IFN-g ELISPOT assay against the cognate HCV (NS3-1073) epitope and
the potentially cross-reactive HLA-A2!restricted epitope(s) based on the shared TCR clonotypes represented in (A) and Table III. (Figure legend continues)
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Shugay et al. (23) and CDR3 sequences from a study of the TCR
repertoire after YFV vaccination by Pogorelyy et al. (31), we
searched for exact matches between TCR clonotypes identified in
our study and known clonotypes specific to various HLA-
A2!restricted epitopes. The resulting list of shared CDR3 amino
acid sequences, their cumulative frequencies in each subject, and the
cognate epitope(s) are presented in Fig. 5A and Table III. Shared
CDR3 amino acid sequences were found in three SR-Acute, six SR-
Follow-up, and three CI-Acute samples. These shared clonotypes
were specific to different Ags, including pp65 (CMV) (32), BMLF1
(EBV) (33), M1 (influenza) (32), NS4B (YFV) (34), and MLANA
(Melanoma) (35) (Fig. 5A, Table III). However, these clonotypes
represented only minor fractions of the repertoire of HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells. The lowest frequency was 0.19% for
YFV vaccine TCR in SR.7-Acute, whereas the highest was
MLANA (Melanoma) at a frequency of 2.45% in CI.3-Acute (Fig.
5A, Table III).
The majority of the identified clonotypes were private (present in

only one subject). Only one clonotype previously reported to be
reactive to the M1 epitope (Influenza) (CASSQVQGTYEQYF) (32)
was detected in three subjects, but the frequencies were less than
0.5% in two of these subjects, and therefore not meeting our criteria
for designation as a public clonotype (Table III). Interestingly, none
of the HCV NS3-1073 public clonotypes (Supplemental Table II)
were shared with other HLA-A2!restricted Ags, suggesting that
these public clonotypes are unique to HCV. Overall, despite the
multiple shared clonotypes identified, they represented only a minor
fraction of HCV NS3-1073!specific CD81 T cell repertoires (gener-
ally <1%), and they were thus unlikely to have contributed to viral
clearance.

Limited recognition of HLA-A2!restricted epitopes by HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells

Next, we assessed the in vitro cross-reactivity of HCV NS3-
1073!specific CD81 T cells with other viral Ags. We selected three
resolver follow-up samples from subjects SR.1, SR.2, and SR.3 and
one chronic acute (CI.3-Acute) sample because they expressed TCR
clonotypes shared with other HLA-A2!restricted epitopes (Fig. 5A).
SR.4-Follow-up sample was used as a control because it did not con-
tain any shared clonotypes. We used a dose-response IFN-g ELI-
SPOT assay to compare directly ex vivo the reactivity of PBMC
samples against the HCV NS3-1073 epitope and the other potentially
cross-reactive epitopes based on the shared TCR repertoire of each
subject as depicted in Fig. 5A and Table III. We also examined the
response against the Flu NA-231 epitope known to be cross-reactive
with HCV NS3-1073!specific CD81 T cells (17, 19). All samples
tested showed a strong response to HCV NS3-1073 and limited
responses to the other HLA-A2!restricted epitopes (Fig. 5B).
To test whether any responses were missed because of low fre-

quencies of cross-reactive CD81 T cells, we expanded NS3-
1073!specific CD81 T cells in vitro by stimulation with the cognate
peptide for 14 d as described in Materials and Methods. We then
tested the polyfunctionality of these expanded cells by intracellular
cytokine staining after stimulation with NS3-1073, CMV (pp65), or
Flu (NA-231) and evaluated the production of IFN-g, TNF-a, IL-2,
and the degranulation marker CD107a (Fig. 5C). We selected two

samples, SR.2-Follow-up and SR.4-Follow-up, because they had high
frequencies of NS3-1073 tetramer1CD81 T cells (Supplemental
Table I). They also exhibited different levels of V04 gene usage
(21.57% versus 15.9%) and public clonotype 1 (6.86% versus
0.47%). Although SR.4-Acute expressed more IFN-g at the individual
cytokine level, SR.2-Acute displayed a higher frequency of CD81 T
cells producing more than one effector function (Fig. 5C). In contrast,
very limited responses were detected after stimulation with pp65
(CMV) or NA-231 (Flu) where only low levels of CD107a were
detected (Fig. 5C).
In summary, these results demonstrate that HCV NS3-1073!specific

CD81 T cells share a very limited number of clonotypes with other
HLA-A2!restricted epitopes and consequently exhibit low cross-reac-
tivity, suggesting that they were not primed by other pathogens before
HCV infection.

Discussion
We characterized and tracked directly ex vivo the TCR repertoire of
the HCV-1073!specific CD81 T cells during acute HCV in resolv-
ers and subjects progressing to chronic infection, as well as at !1 y
after HCV resolution in resolvers. TCR repertoires responding to
the conserved NS3-1073 epitope were highly diverse with preferen-
tial usage of the TRBV04 and V06 families regardless of infection
outcome. We identified 13 public clonotypes unique to HCV that
were shared across several subjects. Several of these public clono-
types were long-lived in resolvers and re-expanded on reinfection.
In addition, we identified a set of TCR clonotypes shared with other
HLA-A2!restricted epitopes suggesting potential cross-reactivity.
However, these clonotypes were of low frequency and demonstrated
limited cross-reactivity in in vitro assays and are thus unlikely to
have played a major role in determining the outcome of primary
acute HCV infection.
We demonstrated that the HCV NS3-1073!specific TCRb reper-

toire was diverse during early acute infection irrespective of infec-
tion outcome, and that this diversity persisted at long-term follow-
up. Several studies demonstrated that a diverse CD81 TCR reper-
toire is important in recognizing escape mutations in targeted epito-
pes that may arise during HIV or HCV infections (36!39). These
studies suggested that having a more diverse repertoire early during
acute infection allows refined selection of the most effective clono-
type against the infecting virus sequence and potential escape muta-
tions. In this study, we identified different viral variants of the HCV
NS3-1073 epitope in resolvers. These variants are known to affect
either HLA-A2 binding or TCR recognition (40, 41). The fact that
subjects SR.5 and SR.8 spontaneously cleared their acute infection
suggests that the diverse repertoire and the public TCRs identified
in these subjects were flexible and were able to recognize both the
reference sequence (used in the tetramers) and the autologous
sequences effectively.
We identified a set of 13 NS3-1073!specific public clonotypes

with different expansion profiles. This might be explained by the
usage of a different a-chain leading to a TCRab clonotype of
higher or lesser affinity to the cognate epitope. We could not exam-
ine the TCRab paired sequences in our study but were able to iden-
tify three of them from publicly available data (30). This approach

These included Flu (NA-231 and M1-58), YFV (NS4B-214), Melanoma (MLANA-26), EBV (BMLF1-280), and CMV (pp65-495) peptides. The frequencies
of IFN-g spot-forming cells (SFCs) per million PBMCs are shown for each sample. (C) HCV NS3-1073!specific CD81 T cells were expanded from the
PBMCs of subjects SR.2 and SR.4 (at the follow-up time point) with the NS3-1073 peptide as indicated in Materials and Methods. Expanded HCV-specific
CD81 T cell lines were stimulated for 6 h with autologous EBV-transformed BLCLs prepulsed or not with either HCV (NS3 1073), Flu (NA-231), or CMV
(pp65-495) peptides. Functionality was examined by flow cytometry as indicated in Materials and Methods. Boolean gating and SPICE software were used
to assess polyfunctionality profiles of total CD81 T cells in each sample.
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remains very limited to one subject and three sequences. Additional
studies using single-cell sequencing approaches coupled with clon-
ing of the receptor(s) of interest and functional analysis would pro-
vide better insights about the role of the a-chain, the ab pairing,
and a more accurate measure of functional avidity.
NS3-1073!specific public clonotypes were maintained within the

memory pool and re-expanded on reinfection. We had previously
reported that the NS3-1073!specific TCR repertoire becomes
focused on reinfection with preferential expansion of CD81 T cell
clonotypes of high functional avidity (16). So, it is also possible that
the expanded public TCRs are those with the highest functional
avidity. Indeed, data from individual clones generated from subject
SR/SR-1 contained two of the public clonotypes identified in this
study. These clonotypes were of high functional avidity and poly-
functionality indices. Additional testing using a broader panel of T
cell clones will be required to validate that possibility.
The high prevalence of public clonotypes observed during acute

HCV was also characterized by preferential usage of the TRBV04
gene family. One single TCR clonotype in particular (TRBV4-02/
TRBJ02-02) was identified in 12 of 14 subjects. Other public clono-
types using the V04 gene family, specific to the CMV pp65 (42)
and HIV p24 Gag-derived KK10 epitopes (3), were previously
reported. The presence of such public clonotypes and their mainte-
nance within the long-term memory pool were found to be shaped
by convergent recombination (43). Indeed, our data demonstrate that
combinatorial (Supplemental Table II) and/or junctional (data not
shown) diversities contribute to generating the same amino acid
sequence.
We identified CDR3 amino acid sequences shared with other

HLA-A2!restricted epitopes. Wedemeyer et al. (17) were the first to
characterize HCV NS3-1073!specific CD81 T cells cross-reactivity
to the NA-231 epitope from the influenza virus. Yet, it was later
shown that this HCV NS3-1073/NA-231 cross-reactivity is of low
affinity (44), and that their structural conformation and their specific
TCR repertoires are distinct (45). This is in line with our results
where no HCV NS3-1073/FLU NA-231 shared CDR3 amino acid
sequences were identified. Zhang et al. (19) had tested the direction-
ality of this cross-reactivity and showed that HCV NS3-1073 pepti-
des can induce CMV (pp65-495), Flu (M1-58), and EBV (LMP2-
426) CD81 T cells expansion (i.e., “reverse” cross-reactivity) and
not vice versa (19, 44). Altogether, our data and others suggest that
cross-reactivity of HCV NS3-1073!specific CD81 T cells with
other epitopes is more likely after HCV exposure.
We identified shared CDR3 amino acid sequences with multiple

HLA-A2!restricted epitopes. Yet, the majority of shared clonotypes
were of low frequency. Although we identified public clonotype 4
that was also present in the seronegative cohort, none of the public
clonotypes identified in our study were shared with other HLA-
A2!restricted epitopes. Technical confounders, such as the use of
different sequencing approaches and in vitro expansion before anal-
ysis, may have limited our capacity to identify exactly matched
CDR3 sequences. Nevertheless, there was little to no functional
cross-reactivity of HCV NS3-1073!specific T cells in response to
any of the shared HLA-A2!restricted epitopes. Overall, shared clo-
notypes represented only a minor fraction of the HCV NS3-
1073!specific TCR repertoire. Thus, even though a pool of cross-
reactive memory CD81 T cells may exist before HCV infection,
they play a limited role during primary HCV infection but may con-
tribute to HCV-related liver disease severity as previously observed
(18, 46).
In conclusion, our results demonstrate preferential usage of

TRBV04 and V06 gene families, as well as the expansion of public
TCR clonotypes unique to HCV, irrespective of infection outcome
or autologous virus sequence. Additional studies examining theT
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functional avidity of such public clonotypes and characterization of
the TCR repertoire of other immunodominant HCV epitopes are
required. Our data contribute to publicly available TCR repertoire
databases that can be used to predict specificities of expanded T
cells in specific pathological conditions or infections (47) and
improve the development of algorithms to identify HCV-specific
TCR clonotypes and their relationship to other specificities and to
track HCV-specific clonotypes during future clinical trials for HCV
vaccines (31, 48, 49).
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Supplementary Table S1: TCR deep-sequencing summary information  

Sample Name 
HCV NS3-1073 
Tet+ Frequency 

(% of CD8+ T cells) 
Sorted Cells 

(Number) 
Productive 
Sequences  

(Total) 

Productive 
Sequences 
(Unique)a 

Clonalityb 

SR.1-Acute 2.55 25 815 8 422 783 0.3935 

SR.1-Follow-up 2.16 5 459 766 244 0.1941 

SR.2-Follow-up 0.83 27 279 9 834 3 399 0.1525 

SR.3-Follow-up 0.63 1 505 777 461 0.0590 

SR.4-Follow-up 0.89 14 051 4 691 1 475 0.1240 

SR.5-Acute 5.74 49 531 15 141 2 093 0.2043 

SR.5-Follow-up 0.73 3 041 362 241 0.0445 

SR.6-Follow-up 0.51 910 595 299 0.0759 

SR.7-Acute 2.30 10 888 2 900 1 306 0.0875 

SR.7-Follow-up 0.70 3 871 496 299 0.0742 

SR.8-Acute 0.77 2 753 521 339 0.0405 

SR.8-Follow-up 0.27 756 113 103 0.0101 

CI.1-Acute 2.33 15 485 8 699 653 0.3935 

CI.2-Acute 5.42 35 471 9 739 1 805 0.1476 

CI.3-Acute 11.03 27 433 8 421 650 0.2568 

CI.4-Acute 0.95 2 714 675 302 0.0980 

CI.5-Acute 39.08 285 445 61 180 5 103 0.18 

CI.6-Acute 0.19 2 092 718 402 0.0617 
aThe number of sequences in the sample that are in-frame and do not contain a STOP codon.  
bClonality measures the TCR repertoire distribution. It ranges from 0 (all clonotypes are equally abundant) to 1 (all 
clonotypes originated from a unique progenitor cell). 
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Supplementary Figure S1. Comparable NS3-1073 specific CD8+ T cell repertoire (TCR) CDR3 length 
between SR-Acute, SR-Follow-up and CI-Acute. 
(A) Representative CDR3 amino acid (AA) length distribution analysis of the HCV-specific (left) and naïve 
(right) repertoire of SR.5 (Top) and CI.5 (Bottom) subjects. (B) Pooled data of the coefficient of 
determination (R2) to compare CDR3 length distribution in all SR and CI subjects. One-way ANOVA; ns: 
not significant.  
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Supplementary Figure S2. V gene family usage of HCV NS3-1073 specific and naïve CD8+ T cells.  
(A) Frequency of all TCRBV families among dominant (≥1%), sub-dominant (≥0.5%) and low abundance 
clonotypes (≥ 0.1%) in SR subjects during acute (n=4) and follow-up (n=8) as well as CI-acute (n=6).  Two-
way ANOVA; *: p ≤ 0.05; **: p ≤ 0.01; ****: p ≤ 0.0001. The dotted line indicates the 10% threshold used 
to select highly utilized V gene families. For simplicity, only key V gene families and those significant 
compared to at least three other families are highlighted. (B) V and corresponding J gene usage of HCV naïve 
(top) and HCV NS3-1073 specific CD8+ T cells (bottom) from SR.5-Follow-up and CI.5-Acute samples 
shown as chord diagrams representing frequencies of the dominant (≥ 1%), sub-dominant (≥ 0.5%), low 
frequency (≥ 0.1%) and lowest abundance (<0.1%) clonotypes. The size of the colored arcs is proportional 
to V genes frequencies and the corresponding V-J pair 
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