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RÉSUMÉ 

Les infections virales chroniques sont un problème de santé publique majeur. À elles seules les 

infections par le VIH et le VHC représentent plus de 250 millions de personnes infectées à 

travers le monde et continuent de se propager.  

Une caractéristique commune de ces infections est, contrairement aux infections aigües, leur 

tendance à provoquer une apparition tardive des anticorps neutralisants. Afin de comprendre si 

cette modification affecte seulement la réponse antivirale ou bien agit à une échelle plus large, 

ces travaux ont pour objectif de caractériser la réponse humorale montée contre le 4-hydroxy-

3-nitrophenyl dans le contexte d’une infection par le virus de la chorioméningite lymphocytaire 

(LCMV), un modèle murin d’infection chronique bien connu. 

Nous avons pu démontrer que l’infection par LCMV provoque une profonde perturbation de la 

réponse humorale en général. Une plus grande quantité d’anticorps totaux est sécrétée alors 

que la réponse spécifique est à l’opposé dramatiquement diminuée. Cet effet est dépendant 

des lymphocytes T, apparait dès les premiers jours de l’infection et persiste durant environ 20 

jours. Il s’accompagne aussi d’une forte augmentation des lymphocytes T auxiliaires folliculaires 

(TFH) ainsi que de leurs fonctions de soutien à la survie des lymphocytes B. 

En parallèle, nous avons pu démontrer que le blocage spécifique du récepteur majeur de 

l’interféron de type I (IFN-I) sur les lymphocytes B permettait de retrouver des réponses en 

anticorps spécifiques et totales similaires à celles obtenues chez les souris infectées par un virus 

causant une infection aigüe ou non-infectées. Ce traitement a notamment permit d’accélérer 

l’apparition des anticorps neutralisants, primordiaux pour éviter la propagation du virus dans 

l’organisme infecté. 

Ces résultats suggèrent qu’une modulation du nombre et de la fonction des TFH, ainsi que 

l’activation des lymphocytes B par l’interféron de type I, pourraient être responsables de la 

réponse humorale déréglée caractéristique des infections virales persistantes. Ils ouvrent de 

nouvelles perspectives pour faciliter le développement de traitements et vaccins contre les 

infections chroniques. 
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ABSTRACT 

Chronic viral infections are a major health issue. Infection with HIV and HCV alone represent 

more than 250 millions infected people worlwide and keep spreading. 

One caracteristic of these infections, as opposed to acute infections, is their tendency to induce 

a late appearance of neutralizing antibodies. In order to better understand if this modification 

affects only the antiviral response or acts at a larger scale, this work has for objective to 

caracterize the humoral response mounted against the 4-hydroxy-3-nitrophenyl in the context 

of an infection by the lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV), a well-known model of 

chronic infection. 

We managed to demonstrate that the LCMV infection provokes a deep disruption of the 

general humoral response. A greater quantity of total antibodies is secreted whereas the 

specific response is dramatically decreased. This effect is T-dependent, appears in the first days 

of the infection and persists for around 20 days. It’s accompanied by a strong increase in 

follicular helper T cells (TFH) and their functions of sustain of the B cell survival. 

In parallel we showed that upon specific blockade of the major type 1 interferon (IFN-I) 

receptor on B cells, total and specific antibody responses similar to those obtained in 

uninfected mice or mice infected with a virus causing an acute infection were retreived. This 

treatment notably allowed us to accelerate the appearance of neutralizing antibodies, 

mandatory to avoid the spreading of the virus in the infected organism. 

These results suggest that a modulation of the numbers and functions of the TFH and the 

activation of B cells by IFN-I could be responsible for the disrupted humoral response 

caracteristic of chronic viral infections. They give news perspectives to facilitate the design of 

treatments and vaccines against those infections. 
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CHAPITRE 1 
 

REVUE DE LITTÉRATURE 
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1. LE PROBLÈME DES VIRUS PERSISTANTS HUMAINS 

1.1. Virus de l’immunodéficience humaine 

En 2013, 78 millions de personnes à travers le monde avaient été contaminées par le virus de 

l’immunodéficience humaine (VIH) depuis le début de l’épidémie et 38 millions étaient mortes 

de maladies liées au syndrome de l’immunodéficience acquise (SIDA) (ONUSIDA 2014).  

Bien qu’on observe une diminution du nombre de nouveaux cas chaque année (2,1 millions en 

2013 contre 2,7 millions en 2004 ou 3,4 millions en 2001), la propagation continue de la 

maladie reste un enjeu majeur de santé publique qui a couté près de 20 milliards de dollars en 

2013. Depuis la découverte du virus en 1983 (Barre-Sinoussi et al., 1983, Gallo et al., 1983), 

d’importants progrès ont été réalisés en termes de compréhension des mécaniques virales et 

des réponses immunitaires associées. Les médicaments antirétroviraux et leur accessibilité ont 

aussi énormément progressé. 

À ce jour, l’ensemble des moyens développés pour éviter tous les types de transmissions 

(sexuelle, par contact sanguin, mère-enfant, par partage de seringue) conjugué aux nouveaux 

traitements ne sont cependant pas suffisants pour enrayer complètement l’épidémie. Ce 

constat démontre bien l’importance de la tâche que constitue toujours une meilleure 

compréhension de la pathogénèse du virus afin de trouver un traitement efficace ou un vaccin. 

1.2. Virus de l’hépatite C 

Dans le courant des années 70 il a été remarqué que des individus étaient affligés d’hépatites 

n’étant causées ni par le virus de l’hépatite A, ni celui de l’hépatite B. Cette pathologie était 

alors définie comme étant « non-A, non-B » (Feinstone et al., 1975). Le virus de l’hépatite C 

(VHC), finalement découvert en 1989 (Choo et al., 1989), est depuis connu comme une des 

causes les plus répandues de maladies du foie.  

On estime que 170 millions de personnes sont infectées à travers le monde (Alvarez-Lajonchere 

et al., 2009), que 3 à 4 millions de personnes de plus sont infectées chaque année et que 

350 000 personnes meurent chaque année de maladies reliées à l’hépatite C (Arumugaswami et 
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al., 2008). Parmi les sujets infectés, il est connu qu’environ 80% le sont de manière chronique, 

25 à 30% développent une cirrhose après 20-30 ans et plus de 25% sont atteints d’un cancer du 

foie au bout de quelques années (Seeff, 2002). Quels facteurs déterminent exactement la 

persistance du virus ou non reste cependant toujours inconnu à ce jour. 

VHC est classifié en sept génotypes (1 à 7) avec nombreux sous-types basés sur la phylogénie et 

l’analyse de séquence des génomes viraux (Messina et al., 2015). Les différents génotypes 

diffèrent par 30-35% de leur génome et les différents sous-types par moins de 15% (Smith et 

al., 2014). Selon l’organisation mondiale de la santé, la période d’incubation avant apparition 

des premiers symptômes cliniques est de 15 à 150 jours, bien que l’infection soit 

asymptomatique dans 60 à 70 % des cas. Cette absence fréquente de signes cliniques rend la 

détection précoce de l’infection particulièrement difficile. 

Le but des traitements anti-VHC est de se débarrasser du virus en provoquant une réponse 

antivirale soutenue. Historiquement ils se faisaient à l’aide d’IFN pegylé et de ribavirine mais 

ces traitement étaient chers, longs et contre-indiqués dans de nombreux cas de figures 

(dépression, psychose et épilepsie, grossesse, désordres autoimmuns, etc.) (Diedrich, 2006). 

Depuis 2011 de nouvelles approches thérapeutiques ont été développées avec une efficacité 

d’environ 90% (Kowdley et al., 2014). Ces agents agissent directement sur le virus, notamment 

en inhibant sa protease NS3 ou sa polymérase NS5B (Aghemo et al., 2013). 

Bien que ces traitements soient très efficaces, ils restent encorre très chers et il n’existe 

toujours aucun vaccin pour prévenir les nouvelles infections. Il est donc crucial de mieux 

comprendre la réponse immunitaire développée durant une infection par le VHC dans le but de 

perfectionner encore approches thérapeutiques et ultimement de développer une prophylaxie. 
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2. LES MODÈLES VIRAUX MURINS 

3.1. Virus de la chorioméningite lymphocytaire 

Le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) constitue un outil précieux en 

immunologie et virologie qui a permis des avancées majeures s’appliquant de manière 

beaucoup plus larges à d’autres infections virales et microbiennes chez l’Homme. Il a entre 

autre permis de mieux comprendre la tolérance immunologique et la présentation antigénique 

dans le contexte du soi,  la restriction du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) lors de la 

reconnaissance par les lymphocytes T (LT), le rôle des LT CD4 et CD8 dans l’élimination virale et 

l’immunopathologie, l’épuisement des LT ainsi que la mémoire immunologique (Zinkernagel, 

2002).  

3.1.1. Épidémiologie 

L’hôte et le réservoir naturel de LCMV est la souris (Mus Musculus et Mus domesticus) mais il 

peut infecter de très nombreuses autres espèces comme les rats, les chiens, les chats, les 

hamsters, les furets, les chimpanzés, les vaches, les chevaux et les humains (Lehmann-Grube, 

1972, Skinner et al., 1979). 

La contamination souris-humain se fait la plupart du temps dans le cadre de la recherche en 

laboratoire ou suite à une cohabitation avec des souris infectées et un contact avec leur urine 

(Laposova et al., 2013). L’infection chez l’Homme est la plupart du temps asymptomatique chez 

le sujet immunocompétent. Des symptômes grippaux mineurs peuvent éventuellement se 

déclarer comme des maux de tête, des douleurs musculaires, des nausées ou de la fièvre. 

Dans de rares cas les symptômes peuvent être plus sévères comme lors de la découverte du 

virus par Charles Armstrong et ses collègues au cours d’une étude d’échantillons dans le cadre 

d’une épidémie d’encéphalite à St. Louis aux États-Unis en 1933  (Armstrong et al., 1934). Au 

cours de la même décennie, LCMV a été mis en évidence comme pouvant causer des 

méningites aseptiques aussi bien chez l’Homme (Rivers et al., 1936) que chez la souris (Traub, 

1936).  
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3.1.2. Phylogénie 

LCMV est un membre prototypique de la famille des Arenaviridae, dénommée ainsi en raison 

du fait que ses virus membres contiennent des ribosomes leur donnant une apparence 

sablonneuse lorsque observés au microscope électronique. Cette famille a été mise en évidence 

au cours des années 1960 comme partageant une morphologie et des caractéristiques 

biochimiques communes (Rowe et al., 1970).  

Selon la « Liste de Taxonomie des Virus » par le « Comité International sur la Taxonomie des 

Virus », la famille des Arenaviridae compte depuis 1970 un seul genre Arenavirus contenant 24 

espèces. En fonction de caractères sérologiques, phylogénétiques et géographiques, les 

arenavirus sont séparés en deux sous-groupes distincts. Comme leur nom l’indique les 

membres du sous-groupe du « Vieux Monde » sont retrouvés en Europe et en Afrique alors que 

les membres du « Nouveau Monde » sont retrouvés en Amérique du Nord, Centrale et du Sud 

(Charrel et al., 2008, Clegg, 2002). Le LCMV appartient au premier sous-groupe. 

3.1.3. Structure 

 

Figure 1 : Structure du virion de LCMV (modifié de Laposova et al. 2013) L’enveloppe du virion 
de LCMV est constituée de lipides et de glycoprotéines liées à des protéines Z. Le génome est 
quant à lui composé d’une polymérase virale liée à deux structures circulaires de 
ribonucléoprotéines. 

LCMV est constitué d’un virion sphérique pléomorphique d’un diamètre pouvant aller de 40 à 

200 nm (moyenne de 90-110 nm) et dont la surface est couverte de glycoprotéines alignées 
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avec des protéines Z. La nucléocapside est quant à elle composée d’environ 1530 unités de la 

nucléoprotéine associée au génome viral (Burns et al., 1991) (figure 1). 

C’est un virus enveloppé dont le génome viral consiste en deux segments d’acide ribonucléique 

(ARN) simple-brin ambisens de tailles inégales : un ARN S court (3,4 kb) et un ARN L long (7,2 

kb) (figure 2). Chaque segment d’ARN code pour deux protéines en sens opposés, séparées par 

une épingle à cheveux intergénique non codante. L’ARN S code pour la précurseur de la 

glycoprotéine virale (GP-C, 75 kDa) et la nucléoprotéine (NP-LCMV 63 kDa) (Southern et al., 

1987). En revanche l’ARN L code pour la polymérase ARN-dépendante (L, 200 kDa) et une 

protéine à doigt de zinc impliquée dans la structure (Z, 11 kDa) (Singh et al., 1987). 

 

 

Figure 2 : Génome de LCMV (modifié de Laposova et al. 2013) Le génome à ARN de LCMV est 
composé d’un segment court de 3,4 kb et d’un segment long de 7,2 kb.  Chaque segment code 
pour deux protéines en sens opposés et séparées par une épingle à cheveux intergénique. 

GP-C, une fois transcrit, code pour le peptide signal stable (SSP, 58 aa) ainsi que les deux 

glycoprotéines virales GP-1 (44 kDa) et GP-2 (35 kDa) (Wright et al., 1990). Un homotétramère 

transmembranaire de GP-2 surmonté d’un homotétramère de GP-1 forment les spicules 

présentes à la surface des particules virales (Burns et al., 1991). La protéine SSP des arenavirus 

joue quant à elle un rôle crucial dans l’adressage de la GP à travers la voie de sécrétion ainsi 

que dans la formation des particules et la fusion cellulaire (Eichler et al., 2003, Eichler et al., 

2004, Saunders et al., 2007, York et al., 2006). 
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3.1.4. Cycle de vie du virus 

Le récepteur principal de LCMV est l’alpha-dystroglycan (α-DG), un récepteur pour les protéines 

de matrice extracellulaire hautement conservé et exprimé à la surface des cellules (Cao et al., 

1998). Il est associé de manière non-covalente à la protéine transmembranaire béta-

dystroglycan (β-DG) (Ibraghimov-Beskrovnaya et al., 1992), formant un complexe exprimé à 

différents niveaux dans la plupart des organes (Durbeej et al., 1998). 

Suite à l’attachement de la GP à ce récepteur, le virion est internalisé dans des vésicules 

associées à de la clathrine qui sont transférées vers des endosomes acides. La 

ribonucléoprotéine virale (RNP) est alors libérée vers le cytoplasme via un mécanisme de fusion 

de membrane dépendant du pH (Borrow et al., 1994). 

 

 

Figure 3 : Cycle de réplication de LCMV (modifié de Burri et al. 2012) LCMV présente un cycle 
de réplication protoype de sa famille de virus. Il s’attache à la cellule cible par son récepteur 
l’alpha-dystroglycan et y pénètre par endocytose pour y libérer sa nucléocapside virale. Suite à 
la transcription et traduction de son génome l’assemblage des protéines en nouveaux virus se 
fait à la membrane, orchestrée par la protéine Z.  

Une fois dans le cytoplasme, la RNP sert de matrice pour la transcription et les réplications, 

orchestrées par la polymérase du virion (figure 3). Les premières transcriptions en ARNm sont 
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respectivement celles de la NP-LCMV ainsi que de L. La polymérase du virion adopte par la suite 

un mode réplicase grâce auquel elle passe par-dessus l’épingle à cheveux intergénique pour 

générer une copie de l’antigénome à l’origine de la synthèse des ARNm de GP-C et Z (Perez et 

al., 2003). 

Suite au clivage de la GP-C, les homotétramères de GP-1 et GP-2 vont s’associer et s’ancrer à la 

membrane cellulaire grâce au domaine transmembranaire de GP-2 (Burri et al., 2012). La 

protéine Z joue alors un rôle de protéine de matrice et permet l’assemblage des particules 

virales contenant la RNP entourée de membrane cellulaire enrichie en GP (Perez et al., 2003, 

Strecker et al., 2003). 

3.1.5. Les souches de LCMV 

La souche originale du virus, appelée Armstrong (Arm) en l’honneur de son découvreur en 

1933, présente un faible taux de réplication. Elle a un tropisme neurologique et peut provoquer 

des maladies du système nerveux central (Sullivan et al., 2011). Cependant au fil des études in 

vivo, de nombreuses équipes de recherche ont isolé plusieurs nouvelles souches de LCMV à 

haut niveau d’homologie avec cependant des tropismes tissulaires variés et différents devenirs 

d’infections. 

Les souches et leurs variants peuvent être séparés en deux groupes fonctionnels :  

 Le premier groupe, dans lequel se retrouvent les souches Clone 13 (Cl13), Traub, WE54 

et Docile, démontrent une forte affinité de liaison avec l’α-DG et une dépendance à 

cette molécule pour l’entrée dans la cellule-cible. Ces virus causent généralement une 

infection persistante, corrélant avec une habilité à infecter les cellules de la pulpe 

blanche de la rate (particulièrement les cellules dendritiques (DC)) et à provoquer un 

épuisement des LT menant à une perte de la réponse cellulaire spécifique au virus (Ng et 

al., 2011, Smelt et al., 2001). 

 Le second groupe, comprenant les souches WE, Arm ou E350,  démontrent une plus 

faible liaison ou une absence de liaison avec l’α-DG et une dépendance réduite à cette 

molécule pour l’entrée dans la cellule-cible. Ces virus se répliquent majoritairement 

dans la pulpe rouge de la rate et sont généralement rapidement éliminés par le système 
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immunitaire (Smelt et al., 2001). Le récepteur alternatif utilisé par ces souches pour 

pénétrer dans les cellules reste à ce jour inconnu. 

Afin de garder une continuité avec les travaux déjà effectués par d’autres équipes de recherche 

et de pouvoir étudier un représentant de chacun des deux groupes, deux souches de virus ont 

été utilisées dans notre étude. 

3.1.5.1. LCMV Clone 13 

Clone 13 fait partie du premier groupe décrit à la page précédente. Il a à l’origine été isolé dans 

des rates de souris infectées avec la souche originelle Armstrong (Sullivan et al., 2011) et 

présente principalement un tropisme pour les organes lymphoïdes. 

Cette souche diffère de sa parente par six nucléotides, trois d’entre-eux modifiant la séquence 

codante. Une lysine à la place d’une glutamine en position 1079 de la protéine L (polymérase 

virale) a pour conséquence d’augmenter le titre viral dans les macrophages, mais pas les autres 

populations cellulaires. La contribution de cette mutation sur la persistance virale reste peu 

connue. La seconde mutation codante est le remplacement d’une phenylalanine par une 

leucine en position 260 de la GP1. C’est cette mutation qui cause la forte affinité pour l’α-DG de 

la souche Cl13, permettant l’infection des DC et rendant plus difficile la réponse antivirale des 

LT (Smelt et al., 2001). Une troisième mutation en position 176 de la GP1,  retrouvée dans plus 

de 95% des souches persistantes de LCMV, n’a quant à elle pas d’effet sur la persistance du 

virus (Sullivan et al., 2011). 

Pour la suite du document la mention de LCMV sans précision de souche fera maintenant 

référence à LCMV Cl13. 

3.1.5.1. LCMV WE 

WE fait partie du second groupe décrit à la page précédente. Elle n’est pas dérivée de la souche 

originelle Amrstrong mais a plutôt été isolée en 1936 des fluides spinaux d’un autre patient 

(W.E.) souffrant de méningite.  
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Elle présente un important tropisme pour le foie et, bien qu’ayant une cinétique de réplication 

moyenne, est rapidement éliminé chez la plupart des individus infectés (Bocharov et al., 2004). 

Elle peut cependant dans certains cas mener à une pathologie hépatique. 

Elle présente elle aussi une mutation sur la GP-1 en position 153 qui diminue sa dépendance à 

l’α-DG pour la llaison à ses cellules cibles, ce qui la rend moins persistante que LCMV Cl13. 

3.1.6. Pathogénèse 

En tant que membre prototypique de la famille des Arenaviridae, l’infection par LCMV peut 

déboucher sur trois issues : l’infection aigüe, l’infection chronique ou la mort. Le virus peut 

naturellement être transmis de façon horizontale ou verticale. La transmission horizontale par 

morsure ou aérosol d’urine ou de salive débouche rarement sur une infection chronique chez la 

souris adulte. À l’inverse, la transmission verticale in utero engendre habituellement la 

persistance virale (Traub, 1939). 

En ce qui concerne l’étude en laboratoire les possibilités sont beaucoup plus nombreuses car 

les paramètres d’injection (souche, dose, voie d’infection, âge des souris) sont très importants 

dans le devenir de l’infection.  

En général une infection avec entre 102 et 105 virions infectieux (unité formant une plage, ou 

pfu) chez une souris adulte débouche sur une infection systémique de tout les organes (sauf le 

cerveau). Une expansion très importante des LT CD8 est observée et les anticorps (Ac) 

apparaissent environ 7 jours après infection. Ces derniers n’ont cependant pas la capacité de 

neutraliser le virus. Le virus est quand même généralement éliminé dans les deux premières 

semaines (Laposova et al., 2013). 

L’utilisation d’une dose plus importante (plus de 106 pfu) de virus provoque un épuisement des 

LT CD8 cytotoxiques (CTL) et une perte de la réponse cellulaire antivirale débouchant sur la 

persistance virale. Une infection à faible dose (103 pfu) chez le nouveau-né aura aussi pour 

conséquence une infection chronique sans symptômes apparents. 

Une injection intracérébrale de 1 à 50 pfu chez l’adulte provoquera la mort chez la souris dans 

les 9 jours suite au développement d’une chorioméningite (Oldstone, 2002, Zinkernagel, 2002). 



 

  11 

Une caractéristique majeure de l’infection par LCMV est la destruction de l’architecture 

splénique folliculaire dès les premiers jours suivant l’infection et se poursuivant pendant une 

dizaine de jours. Cette destruction se fait par élimination des macrophages et cellules 

dendritiques de la zone marginale par effet cytotoxique des CTL (Odermatt et al., 1991). 

L’architecture splénique étant primordiale pour le développement d’une réponse humorale 

efficace, il est naturel de penser que sa destruction pourrait être une des raisons expliquant 

l’apparition tardive des anticorps neutralisants (AcN) lors d’une infection par LCMV (Louten et 

al., 2006). 

3.1.7.  Réponse immunitaire 

3.1.7.1. Innée 

La première étape pour le déclenchement d’une réponse immunitaire efficace est la détection 

du virus ou des cellules infectées. Dans le cas de LCMV, la détection se fait majoritairement par 

le récepteur de type Toll (TLR)-7 (Gilliet et al., 2008) mais peut aussi faire appel à d’autres 

molécules comme MDA5 ou RIG-I (Y. Wang et al., 2012). Ces récepteurs sont exprimés 

majoritairement par les DC et les macrophages. 

Suite à la détection du virus par ces récepteurs, les cellules vont sécréter des cytokines pro-

inflammatoires telles que le facteur de nécrose tumorale α (TNF-α), les interleukines (IL) 1 et 6 

ou encore les interférons de type 1 (IFN-I) α et β. Ces derniers sont produits en forte quantité 

lors des premiers jours suivant l’infection par LCMV (Y. Wang et al., 2012). Ils se lient au 

récepteur de l’IFN-I (IFNAR) et sont importants pour la réponse antivirale. En effet, les souris 

IFNAR-/- ne parviennent pas à contrôler la multiplication du virus (Teijaro et al., 2013, E. B. 

Wilson et al., 2013). 

Le système immunitaire inné comprend aussi d’autres effecteurs qui jouent un rôle dans le 

contrôle précoce de LCMV. Les Ac naturels peuvent se lier au virus et ralentir sa dissémination 

dans l’organisme (Hangartner et al., 2006a), ou encore activer le complément et lier le virus 

pour mener à sa lyse par la voie classique (Welsh Jr, 1977). En parallèle, le complément favorise 

l’induction de la réponse CTL spécifique au virus (Suresh et al., 2003). 
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3.1.7.2. Adaptative 

La réponse immunitaire antivirale adaptative joue un rôle central dans le devenir de l’infection. 

Son rôle de contrôle empêche, avec succès ou non, le virus d’établir une infection chronique et 

ses conséquences pathologiques associées. De manière assez contradictoire, cette réponse 

peut aussi entrainer des dégâts importants tels qu’une méningite dépendante des LT ou une 

destruction de l’organisation de la rate chez la souris infectée (Moseman et al., 2013). De 

nombreux facteurs à la fois viraux et de l’hôte modifient la balance entre réplication virale et 

réponse immunitaire, rendant complexe l’étude de différentes souches d’un même virus. 

 

 

Figure 4 : Cinétique d’apparition des différents effecteurs immunitaires lors d’une infection 
par LCMV (modifié d’après Hangartner et al. 2006) L’infection de souris adultes avec LCMV 
induit une réponse CTL (en rouge) dans les premiers jours de l’infection à l’origine de la 
diminution rapide du titre viral sous le seuil de détection (en gris). Les premiers Ac apparaissent 
avec un délai et les anticorps neutralisants ne se développemt qu’au bout de 50 à 80 jours. 

Le mécanisme immunitaire central dans le contrôle de la réplication de LCMV est la réponse 

CTL spécifique au virus (Virgin, 2007) (figure 4). Ces CTLs apparaissent autour du jour 5 avec un 

pic d’activité environ une semaine après infection pour diminuer de nouveau dans les 5 à 10 

jours suivants (Gallimore et al., 1998). Ce pic d’activité corrèle avec une chute importante de la 

virémie. Ces effecteurs tuent les cellules infectées à l’aide de perforines et l’IFN gamma joue un 

rôle important dans la résolution de l’infection (Kagi et al., 1995). Les individus incapables de 
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monter une réponse cytotoxique efficace (par exemple des souris infectées au stade néo-natal 

ou encore des souris CD8-/-) deviennent infectés chroniquement (Fung-Leung et al., 1991a, 

Lehmann-Grube et al., 1993).  

La réponse cytotoxique optimale est induite quand une charge virale faible voir modérée est 

présente dans les tissus lymphoïdes d’une souris immunocompétente adulte qui alors éliminera 

rapidement l’infection (Buchmeier et al., 1980). Cependant une dose d’infection trop grande ou 

tout simplement certaines souches en elles-mêmes (comme Cl13) vont provoquer une 

dysfonction généralisée des CTL appelée épuisement (Mueller et al., 2009). Ces CTL vont 

initialement acquérir des fonctions effectrices normales mais par la suite devenir moins 

fonctionnels. Ils sont caractérisés par une prolifération plus faible, une diminution de 

l’expression du récepteur des LT (RCT) et une perte de la capacité à sécréter des cytokines 

antivirales (Zajac et al., 1998). Ils expriment aussi fortement des molécules inhibitrices comme 

LAG-3 (Richter et al., 2010), TIM-3 (Jin et al., 2010) ou encore PD-1 (Barber et al., 2006). Ce 

dernier est d’ailleurs maintenant considéré en lui-même comme un marqueur d’épuisement. 

Toute situation durant laquelle la charge virale critique est dépassée rapidement après 

infection (pendant l’induction de la réponse CTL spécifique au virus) résulte en un épuisement 

des CTL antiviraux et fait pencher la balance en faveur de la persistance (Moskophidis et al., 

1993). 

Sur le long terme (après 6 à 8 semaines), les CTLs ne peuvent agir sans le soutien des LT CD4 et 

des cellules B productrices d’Ac pour éliminer le virus. Ces autres effecteurs ne sont pas en 

mesure d’assurer l’élimination du virus par eux-mêmes mais s’ils ne sont pas présents en plus 

de la réponse CTL alors le virus ré-émerge (Planz et al., 1997). Les Ac spécifiques au virus 

commencent à apparaitre et sont détectables dans le sérum dès le quatrième jour après 

infection puis augmentent pour atteindre un plateau entre 10 et 20 jours. L’apparition des AcN 

spécifiques au virus survient quant à elle entre 50 et 120 jours après infection alors que la 

virémie est déjà contrôlée (Battegay et al., 1993b). Ils peuvent cependant apparaitre plus tôt 

dans le cas où la réponse CTL ne serait pas efficace (Battegay et al., 1993a). Ces Ac jouent 

notamment un rôle dans la diminution des titres viraux et des réponses CTL, réduisant ainsi 

l’immunopathologie (Wright et al., 1991). 
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Il est important de noter qu’en parallèle de la réponse spécifique au virus, une activation 

polyclonale des lymphocytes B a lieu lors de l’infection par LCMV. Cette activation non 

spécifique est provoquée par un facteur inconnu et débouche sur une hypersécrétion 

d’immunoglobuline G (IgG) appelée hypergammaglobulinémie (HGG) qui corrèle avec le titre 

viral et est dépendante des LT CD4 (Hunziker et al., 2003). 

3.1.8. Pertinence en tant que modèle d’infection chronique 

Depuis plusieurs années des modèles murins d’infection chroniques sont utilisés en parallèle 

des études effectuées directement chez les patients. Il existe plusieurs raisons à cela. Tout 

d’abord l’étude d’un virus directement chez l’Homme est toujours plus fastidieuse que chez la 

souris pour des raisons de disponibilité d’échantillons à prélever (organes notamment), mais 

aussi de diversité génétique des patients à étudier, ou encore de rapidité de développement de 

la maladie et de ses symptômes associés.  

Un des modèles murins majeurs pour les infections chroniques est LCMV car il présente de 

nombreuses similitudes avec les virus persistants humains. Il a aussi l’avantage de la simplicité 

de son génome et qu’il soit non-cytopathique, permettant l’étude de changements cellulaires, 

structuraux ou biochimiques sans la complication de la destruction des cellules. Parmi les 

principaux mécanismes immunologiques découverts chez LCMV, un des plus significatifs est 

possiblement l’épuisement des LT qui a par la suite été étendu à de nombreuses infections 

chroniques humaines comme le VHC ou le VIH. Bien que ces virus soient très différents d’un 

point de vue génétique, de stratégie de réplication ou encore de mécanismes d’infection, ils 

provoquent chez le sujet infecté des réponses immunitaires similaires. 

Un des attraits clé de LCMV d’un point de vue immunologique est sa faculté à induire des 

développements cliniques différents à partir de souches virales très proches. Dans le cas des 

souches de LCMV provoquant l’épuisement des CTL, le profil de ces derniers est extrêmement 

semblable à celui développé par les LT CD8 lors d’une infection par le VIH ou VHC, 

particulièrement dans leur absence de prolifération et de sécrétion de cytokines suite à une 

stimulation antigénique (Klenerman et al., 2005, Owusu Sekyere et al., 2015). Ces cellules ont 
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aussi la particularité d’exprimer de façon très soutenue le marqueur PD-1 dans les trois 

infections (Barber et al., 2006, Day et al., 2006, Nakamoto et al., 2008, Trautmann et al., 2006).  

Il est intéressant de noter que la plupart des infections chroniques provoque une augmentation 

de la sécrétion d’IFN-I dans les premiers stades d’infection (G. A. Hardy et al., 2013, Y. Wang et 

al., 2012). De plus aussi bien LCMV, VHC que le VIH provoquent des réponses immunitaires qui 

sont dépendantes de l’aide des LT CD4 pour le développement et le maintien des effecteurs 

cellulaires et humoraux (Fahey et al., 2010, Grakoui et al., 2003). Malheureusement ces cellules 

subissent plusieurs modifications dans leur phénotype lors des infections chroniques. Elles 

provoquent par exemple une immunosuppression par la sécrétion d’IL-10 (Brockman et al., 

2009, Brooks et al., 2006, Paladino et al., 2006). Les LT CD4 perdent aussi rapidement leur 

capacité à soutenir la réponse CTL en sécrétant l’IL-2 chez LCMV Cl13 et le VIH (Aiuti et al., 

2006, Bachmann et al., 2007). Une autre cytokine qu’elles produisent et qui a un effet diminué 

lors des infections chroniques est l’IL-21 (Elsaesser et al., 2009, Iannello et al., 2010). 

Cependant, une particularité majeure du VIH est, contrairement à LCMV, sa capacité à infecter 

et détruire les LT CD4, agissant ainsi directement dans l’immunosuppression (Ho et al., 2000). 

Si on se focalise plus particulièrement sur les caractéristiques liées à la réponse humorale, ces 

trois infections partagent le fait qu’elles provoquent une apparition tardive des AcN antiviraux 

(Battegay et al., 1993b, Cooper et al., 1999, Gray et al., 2007). Cette réponse spécifique 

retardée s’accompagne de l’activation polyclonale des LB menant au développement rapide 

d’une HGG (De Milito et al., 2004, Haas et al., 2011, Hunziker et al., 2003, Kawamoto et al., 

1993, Mayo, 2003, Racanelli et al., 2006)). Il est aussi à noter que durant ces infections, les 

patients ont plus de difficulté à répondre efficacement aux vaccins (influenza, hépatite B) qui 

leur sont administrés (De Milito et al., 2004, Pallikkuth et al., 2012, Yao et al., 2013). 

3.2. Virus de la stomatite vésiculaire 

Comme il a été précédemment expliqué, LCMV est un modèle d’infection chronique qui 

provoque une réponse immunitaire majoritairement cellulaire. Afin de pouvoir effectuer une 

comparaison, nous avions besoin d’un modèle murin d’infection aigüe. Notre choix s’est porté 
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sur le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) car c’est un modèle répandu dont les 

caractéristiques sont bien connues. 

3.2.1. Épidémiologie 

Les hôtes primaires de VSV sont les rongeurs, les bovins, les porcs et les chevaux chez qui il 

provoque une infection aigüe caractérisée par des ulcérations de la cavité buccale et des pattes 

(Flanagan et al., 2001). Sa transmission entre individus dans la nature se fait par l’intermédiaire 

d’un vecteur insecte (moustique, mouche des sables ou mouche noire) (Mead et al., 2000).  

Il peut aussi infecter l’Homme chez qui l’infection peut être asymptomatique ou aller jusqu’au 

développement de symptômes grippaux légers. Un unique cas d’encéphalite a été rapporté 

chez un enfant de trois ans (Roberts et al., 1999). La contamination humaine se fait 

généralement au sein du laboratoire suite à un contact avec les stocks viraux (Lichty et al., 

2004). 

3.2.2. Phylogénie 

VSV fait partie de la famille des Rhabdoviridae et du genre Vesiculovirus. Les membres de cette 

famille sont capables d’infecter aussi bien les vertébrés, les invertébrés, que certaines plantes. 

Il existe deux souches principales de VSV : Indiana (VSV-Ind) et New Jersey (VSV NJ) (Wagner et 

al., 1996). Ces souches partagent environ 50% d’homologie dans la séquence de leur 

glycoprotéine d’enveloppe (G). 

3.2.3. Structure 

VSV est un virus à ARN simple brin à polarité négative qui présente en microscopie électronique 

une forme caractéristique en balle de fusil de 180 nm de long par 75 nm de large. Les virions 

sont composés d’une membrane lipidique provenant de la cellule hôte dans laquelle sont 

insérés environ 400 homotrimères de G. Sous la membrane virale sont assemblées 1800 unités 

de la protéine de la matrice (M) (figure 5) (Lichty et al., 2004). 
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Figure 5 : Structure et génome du virion de VSV (Lichty et al. 2004) VSV est composé d’un 
génome de 11 kb codant pour 5 protéines disctinctes. 

Son génome fait 11 kb, est recouvert d’une nucléoprotéine virale et code pour 5 protéines 

distinctes : la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine M, la glycoprotéine (G) et 

la polymérase virale ARN-dépendante (L) (Wagner et al., 1996) (figure 5). 

3.2.4. Cycle de vie du virus 

Le récepteur d’entrée auquel se lie la protéine G de VSV est la phosphatidylsérine, retrouvée 

chez la plupart des espèces animales et donnant au virus un tropisme cellulaire très large. Après 

fixation à la cellule-cible le virus pénètre dans la cellule par endocytose. Suite à une diminution 

progressive du pH endosomal, les membranes endosomales et virales fusionnent, libérant la 

ribonucléoprotéine viral dans le cytoplasme (Lichty et al., 2004). La transcription graduelle des 

gènes peut alors se mettre en place. La polymérase s’arrête à chaque région intergénique en 

attendant la polyadénylation du transcrit et ne repart pas systématiquement, provoquant une 

transcription différentielle du génome de 3’ en 5’. Ceci explique la décroissance en quantité des 

protéines N vers L (Barr et al., 2002). Plus tard dans l’infection, la polymérase virale adopte une 

activité réplicase et fabrique le brin d’ARN positif à l’origine de la réplication de l’ARN négatif 

viral. Pour terminer, la protéine M joue un rôle primordial dans l’assemblage du virus qui 

bourgeonne de la surface cellulaire, emportant une partie de sa membrane couverte de 

protéine G (figure 6). 
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Figure 6 : Cycle de réplication de VSV (d’après Lichty et al. 2004) L’attachement des particules 
virales est médié par la glycoprotéine de VSV et est suivi par l’entrée dans la cellule par la voie 
endosomale. L’acidification de ces derniers entraine la libération de la nucléocapside pour 
permettre la réplication virale. L’assemblage de l’ARN et des protéines virales avec des morceau 
de membrane cellulaire permettent la formation des nouveaux virions. 

3.2.5. Pathogénèse et réponse immunitaire 

VSV est un virus cytopathique qui se réplique très rapidement chez son hôte mais est tout aussi 

rapidement éliminé. La pathogénèse du virus est hautement dépendante de la protéine G pour 

la fixation à la cellule cible et le bourgeonnement pour sortir de cette dernière. En cas de 

protéine G défectueuse, la réplication virale est diminuée et la pathogénèse atténuée (Schnell 

et al., 1998, Wertz et al., 1998). Le virus provoque la mort des cellules qu’il infecte par plusieurs 

mécanismes : la toxicité de ses protéines virales, l’inhibition de la synthèse des facteurs de 
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l’hôte et l’inhibition de la synthèse et du transport de l’acide désoxyribonucléique (ADN) et ARN 

cellulaire. 

Rapidement suite à l’infection par le virus, les cellules infectées vont se mettre à produire de 

l’IFN-I, avec une hétérogénéité de réponse en fonction des souches de VSV (Marcus et al., 

1998). Cette sécrétion est primordiale pour le contrôle de la réplication virale lors des 

premières heures de l’infection (Steinhauer et al., 1989). 

 

 

Figure 7 : Cinétique d’apparition des différents effecteurs immunitaires lors d’une infection 
par VSV (modifié de Hangartner et al. 2006) Suite à l’infection le titre viral (en gris) est 
rapidement contrôlé par une forte réponse en Ac (en bleu) initiallement d’isotype IgM 
indépendante des lymphocytes T (en brun) puis IgG dépendante des lymphocytes T (en mauve) 
au bout de 4 à 6 jours. La réponse CTL (en rouge) apparait quant à elle au bout de 4 jours et ne 
joue aucun rôle dans l’élimination du virus. 

 

Le principal mécanisme mis en place pour le contrôle de l’infection VSV est la production d’AcN 

(figure 7). Ces derniers apparaissent très rapidement dès les premiers jours de l’infection sous 

forme d’Ig M (IgM) puis par la suite d’IgG. Cette apparition précoce découle du fait que les LB 

de souris ne nécessitent pas de maturation d’affinité pour être capable de produire les AcN et 

se passent ainsi de l’aide des LT CD4 (Kalinke et al., 1996). De plus, la neutralisation de VSV est 
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très efficace car sa structure quasiment cristalline d’homotrimères de G ne présente que des 

épitopes antigéniques en surface du virus. 

La réponse cellulaire joue quant à elle un rôle mineur dans l’élimination du virus et ne se 

développe qu’au bout de quelques jours, une fois la charge virale contrôlée (Fung-Leung et al., 

1991b). 

3. LA RÉPONSE IMMUNITAIRE HUMORALE 

Bien que très proche d’un point de vue global, il existe de multiples différences ponctuelles 

(populations cellulaires, cytokines sécrétées, cinétiques) entre le système immunitaire de la 

souris et celui de l’Homme. L’auteur est tout à fait conscient de cela et la revue de littérature 

qui va suivre est, sauf mention contraire, volontairement restreinte au modèle de la souris afin 

de ne pas trop complexifier le développement. 

3.1. Les lymphocytes B 

Les lymphocytes B (LB) (pour bursal ou bone-marrow-derived) ont originalement été 

découverts à la fin des années 50 (R. A. Good et al., 1956), mais il a fallu attendre 1968 pour 

que leur relation avec la production d’Ac soit mise en évidence (Miller et al., 1968, Mitchell et 

al., 1968). Bien que cette famille de cellules immunitaires soit homogène d’un point de vue 

morphologique, elle présente une importante hétérogénéité dans ses sous-populations en ce 

qui concerne leur développement et les différentes fonctions qu’elles peuvent occuper. 

Aussi bien chez l’Homme (Gathings et al., 1977) que chez la souris (Raff et al., 1976), les LB sont 

d’abord produits dans le foie fœtal avant la naissance, puis dans la moelle osseuse après celle-

ci. Ils dérivent de cellules souches hématopoïétiques au travers d’un processus de 

différentiation complexe qui a lieu dans un environnement idéal pour la maturation et la 

différentiation. Une succession de contacts cellulaires et d’expression (ou de perte 

d’expression) de récepteurs spécifiques à leur surface sont la clé de ce processus. 
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3.1.1. Production et maturation dans la moelle osseuse 

Les premiers précurseurs des LB entrent en interaction avec les cellules stromales 

environnantes dans l’endosteum de la moelle osseuse (Pietrangeli et al., 1988). Cette 

interaction se fait par l’intermédiaire de la liaison de l’intégrine VLA-4 du précurseur avec le 

VCAM-1 des cellules stromales (Miyake et al., 1991). En conséquence de cette première 

interaction, les gènes d’activation de la recombinaison (RAG-1/2) sont activés et déclenchent le 

réarrangement des gènes codant pour les chaînes lourdes d’Ig (réarrangement D avec J) 

(Oettinger et al., 1990). Les LB atteignent alors un stade de développement appelé pro-B 

précoce (Rumfelt et al., 2006). 

Suite à ce premier réarrangement ces cellules se mettent à exprimer à leur surface le récepteur 

de l’IL-7 tout en continuant les réarrangements des gènes d’Ig. Elles deviennent alors des 

cellules pro-B tardives. Le microenvironnement cellulaire, de son côté, se met à produire des 

cytokines spécifiques telles que l’IL-7, qui encouragent la survie et la prolifération (Lee et al., 

1989). La liaison de l’IL-7 avec son récepteur va provoquer le réarrangement V avec DJ (Milne et 

al., 2006) et la cellule atteint alors un stade appelé large pré-B un fois sa chaîne lourde 

complètement constituée. À partir de ce stade de développement, la cellule large pré-B va pour 

la première fois exprimer à sa surface un pré-récepteur des cellules B (pré-RCB) qui remplira 

temporairement le rôle du futur RCB complet (figure 8). 
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Figure 8 : Structures des pré-RCB et RCB (d’après Monroe et al. 2006) Le pré-RCB contient une 
forme transmembranaire de la chaîne lourde d’Ig associée de manière non-covalente à un 
hétérodimère de CD79a et b (Igα et Igβ) et une chaîne légère de substitution composée des 
molécules λ5 et VpreB. Plusieurs protéines associées jouent un rôle dans la transduction du 
signal du pré-RCB comme : une protéine tyrosine kinase (PTK) de la famille sarc (SRC), une 
spleen tyrosine kinase (SYK), CD19, CD45 et une protéine tyrosine phosphatase contenant un 
domaine SH2 (SHP1). Le RCB est considéré complet quand la chaine légère d’Ig a remplacé la 
chaîne de substitution λ5-VpreB. 

La liaison du pré-RCB aux cellules stromales environnantes inhibe d’autres réarrangements 

géniques suite à l’exclusion allélique et permet la multiplication des futurs LB qui deviennent 

alors des petites cellules pré-B. Ces cellules vont alors arrêter leur multiplication et engager le 

réarrangement VJ des gènes de leurs chaînes légères (Schlissel et al., 1989). Les réarrangements 

productifs permettront l’expression d’un RCB complet d’isotype M à la membrane de la cellule 

qui devient alors une cellule B à part entière. Ces cellules sont cependant encore considérées 

immatures car incapables de proliférer sans activation de leur RCB. Elles vont alors migrer vers 

les organes lymphoïdes secondaires (OLS) pour poursuivre leur maturation. 

3.1.2. Maturation dans les organes lymphoïdes secondaires 

3.1.2.1. Structure 

Il existe deux OLS principaux : les ganglions lymphatiques (GL) filtrant la lymphe et la rate 

filtrant le sang. Cette activité de filtration augmente les probabilités de rencontre entre les 
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cellules immunitaires et les Ag circulant dans l’organisme. Les OLS possèdent une architecture 

très précise permettant des interactions cellulaires spécifiques et procurant ainsi un 

environnement idéal pour l’initiation d’une réponse immunitaire ciblée et efficace. 

Les GL sont divisés en trois zones définies par l’expression de certaines chimiokines (Cyster, 

2005) :  

- La partie la plus interne des GL est la medulla, qui contient aussi bien des LB, des LT, des 

DC et des macrophages.  

- Un sinus sous-capsulaire entoure une zone appelée le cortex et où les LB sont 

concentrés en follicules contenant aussi des cellules dendritiques folliculaires (FDC). 

Suite à un contact avec un Ag les follicules peuvent développer des structures 

spécialisées appelés centres germinatifs (GC). 

- Entre le cortex et la medulla se trouve une zone riche en LT appelée le paracortex qui 

contient aussi les conduits lymphatiques par lesquels vont arriver les Ag et circuler les 

cellules immunitaires.  

Un peu comme les GL, la rate est composée de trois principaux types de tissus : 

- La pulpe rouge, constituée de sinus veineux et de cordons cellulaires contenant de très 

nombreux types cellulaires (macrophages, érythrocytes, plaquettes, etc.).  

- La zone marginale (MZ), située entre la pulpe blanche et la pulpe rouge. Elle est très 

vascularisée et le sang entrant dans la rate passe d’abord par la ZM avant de passer 

dans la pulpe rouge (Schmidt et al., 1993). Elle contient de nombreux macrophages et 

DC ainsi que des LB non-circulants (Kumararatne et al., 1981). 

- La pulpe blanche, correspondant au tissu lymphoïde, située pour l’essentiel autour 

d’une artériole centrale constituant ainsi le manchon lymphoïde péri-artériel (PALS). 

Celui-ci comporte des LT principalement localisés autour de l’artériole (zone T) ainsi que 

des LB organisés en follicules primaires non-stimulés (LB naïfs) ou secondaires stimulés 

alors appelés GCs comme dans les GL. 

3.1.2.2. Dépendance de la réponse aux lymphocytes T 
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Les LB immatures, aussi appelés « de transition », peuvent répondre en périphérie à certains Ag 

(comme les lipopolysaccharides de bactéries) de manière indépendante des LT, ce qui élicite 

une réponse rapide (Coutinho et al., 1975). Cependant ils ont une demi-vie très courte 

(quelques jours) comparée à celle des LB folliculaires (plusieurs mois) (Carsetti et al., 1995). La 

plupart migre donc par la circulation (sanguine ou lymphoïde) vers les OLS pour y poursuivre 

leur maturation. 

L’activation des LB se fait suite à un contact entre leur RCB et un Ag qui peut être soit soluble 

(Pape et al., 2007), soit associé à la membrane d’une cellule présentatrice (Qi et al., 2006). Suite 

à la stimulation antigénique, le LB peut internaliser l’Ag et le présenter sur CMH de classe II à 

des LT auxiliaires folliculaires (TFH) en bordure des zones B-T. Ce contact TFH-LB pré-GC va 

délivrer des signaux costimulateurs permettant la prolifération et la différentiation du LB 

(Lanzavecchia, 1985). Bien que les signaux régissant le devenir des LB soient complexes, ces 

derniers peuvent essentiellement se différentier suivant deux voies : une voie extra folliculaire 

indépendante des LT et une voie folliculaire dépendante de LT (figure 9). 

 

Figure 9 : Dépendance ou indépendance aux lymphocytes T de la réponse humorale (modifié 
de McHeyzer-Williams et al. 2012) En fonction de la capacité de l’Ag présenté à activer les LB 
directement, ces derniers vont s’engager soit dans une voie rapide de différentiation 
extrafolliculaire, soit dans un processus plus long à l’intérieur des centres germinatifs. 
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La voie extra folliculaire permet une différentiation immédiate des LB en plasmocytes à courte 

durée de vie qui permettront une réponse en Ac rapide mais la plupart du temps de faible 

affinité. Les LB qui s’engagent dans cette voie sont généralement ceux qui possèdent la 

meilleure affinité pour l’Ag qu’ils présentent (Paus et al., 2006). Il a aussi été mis en évidence 

qu’une forme de mémoire précoce se met en place suite à cette réponse extra-folliculaire 

(Inamine et al., 2005). 

La voie folliculaire est un processus plus complexe qui nécessite l’entrée des LB dans les GCs. 

Elle implique une maturation d’affinité des LB qui débouche sur une production d’Ac de haute 

affinité et de LB mémoires qui confèrent une protection à long terme. Ce sont généralement les 

LB avec la plus faible affinité qui s’engagent dans cette voie de différentiation (Paus et al., 

2006). 

3.1.2.3. Maturation dans les centres germinatifs 

 

Figure 10 : La maturation d’affinité (modifié de Balthasar et al. 2014) La maturation d’affinité 
est un processus long et complexe qui fait intervenir plusieurs populations cellulaires 
différentes. Les LB vont alterner entre subir des mutations somatiques et une prolifération 
clonale dans la zone sombre de la rate et une sélection au contact des FDC et des TFH dans la 
zone claire. 
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Les GCs furent décrits pour la première fois en 1884 mais leur rôle en tant que site principal de 

formation de LB mémoires et de plasmocytes sécrétant des Ac de haute affinité n’a été mis en 

évidence qu’un siècle plus tard (Jacob et al., 1991b). Suite à la rencontre d’un Ag dans la MZ ou 

le sinus sous-capsulaire, les LB vont migrer dans les GCs pour y subir un phénomène d’évolution 

miniature appelé la maturation d’affinité (Batista et al., 2009) (figure 10). 

Les LB, une fois pénétrés dans les GCs, vont entrer dans une phase de prolifération intense 

appelée « expansion clonale » qui va transformer le follicule primaire en « follicule 

secondaire ». Les GCs vont alors se polariser en une zone claire (LZ) et une zone sombre (DZ). La 

LZ est très riche en FDC et TFH et est le site de sélection des LB à proprement parler. La DZ quant 

à elle est la partie du GC où les LB vont majoritairement proliférer et se différencier (Allen et al., 

2007). 

Dans la DZ, les LB vont entrer dans un processus d’hypermutation somatique (HMS, développé 

plus en détail dans la partie de la revue de littérature sur les Ac) ayant pour finalité de 

diversifier le répertoire de réponse des Ac. Une fois ces mutations acquises sur leur génome, les 

LB migrent vers la LZ pour y subir une sélection positive (Victora et al., 2010).  Ils vont alors se 

mettre à exprimer de manière constitutive de très forts niveaux de Fas, les rendant très 

susceptibles à la mort cellulaire. 

Ils entrent en contact avec des FDC chargés de complexes immuns contenant les Ag d’intérêt 

qui se lient plus ou moins efficacement à leur RCB en fonction des mutations reçues. Seules les 

LB ayant réussi une reconnaissance efficace vont pouvoir apprêter les Ag et les présenter à leur 

tour à des TFH par le biais de leur CMH (Allen et al., 2007). La formation de la synapse 

immunologique entre le LB et le TFH est à l’origine de la transmission au LB de signaux de survie 

qui lui permettront de survivre au processus de sélection en contrebalançant les signaux de 

mort transmis par Fas. C’est donc la compétition pour les contacts avec les TFH des GC qui est le 

facteur limitant à l’origine de la sélection des LB. Après cette première ronde de sélection, les 

LB survivants vont retourner dans la DZ pour y subir une nouvelle expansion, une nouvelle HMS 

et éventuellement une permutation de classe (PDC, développée dans la partie sur les Ac).  
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Après plusieurs cycles de diversification et sélection, les LB pourront quitter le follicule soit en 

tant que LB mémoire soit en tant que précurseur des plasmocytes (PC), générant ainsi une 

réponse de haute affinité contre l’Ag d’intérêt (Allen et al., 2007). Les cellules mémoires 

persistent pour de longues périodes et recirculent dans les OLS en plus de coloniser la MZ de la 

rate (Schittek et al., 1990). Portant déjà les mutations somatiques, elles sont capables de 

rapidement répondre à un nouveau contact avec l’Ag en sécrétant des Ac de haute affinité 

(McHeyzer-Williams et al., 1991). La mémoire humorale à long terme est quant à elle assurée 

par les PC à longue durée de vie qui migrent vers la moelle osseuse et continuent de produire 

des Ac (Manz et al., 1997). 

3.1.3. Types de lymphocytes B 

La majorité des LB a pour rôle de produire des Ac lors d’une réponse adaptative et est 

rassemblée sous la dénomination de LB conventionnels (LB-2). Il existe cependant d’autres 

sous-types de LB aux fonctions différentes : 

- Les LB-1, décrits pour la première fois en 1983, sont une sous-population CD5+ 

(Hayakawa et al., 1983) distincte des LB-2. Ils sont essentiellement en charge de 

l’immunité innée par la production d’Ac naturels (R. R. Hardy et al., 2001b). Leur origine 

reste toujours controversée à l’heure actuelle, notamment à savoir s’ils proviennent des 

mêmes cellules progénitrices que les LB-2.  

- Les LB de la zone marginale (LB ZM) ont quant à eux les attributs de cellules naïves et 

mémoires (Pillai et al., 2005). Ils constituent une première barrière contre les infections 

sanguines de bactéries encapsulées et sont responsables du transport des Ag aux FDC. 

Ils participent au développement des réponses immunitaires précoces aux Ag aussi bien 

dépendantes qu’indépendantes des LT (Martin et al., 2002). 
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3.2. Les anticorps 

Les Ac, aussi appelés Ig, sont des glycoprotéines de grande taille présentes sous forme soluble 

dans le sang et les liquides tissulaires ou attachées à la membrane des LB pour constituer leur 

RCB. 

3.2.1. Structure générale 

La structure de base de chaque Ig est une unité en Y faite de deux chaînes polypeptidiques 

légères (25 kDa) et deux chaînes polypeptidiques lourdes (55 kDa) liées par des ponts disulfures 

et des liaisons non covalentes (Hill et al., 1966) (figure 11). Elles sont repliées en domaines 

distincts d’environ 110 acides aminés (aa) permettant la formation de motifs conformationnels 

appelés boucles d’Ig. Cette structure caractéristique définit les membre de la superfamille des 

Ig (A. F. Williams et al., 1988). 

 

Figure 11 : Représentation simplifiée de la structure générale d’un anticorps Chaque Ac est 
constitué de deux chaînes lourdes et de deux chaînes légères découpées en un domaine 
variable et un domaine constant. Les régions Fab et Fc sont définies par une rupture au niveau 
de la région charnière lors d’une protéolyse. Les chaînes lourdes et légères sont reliées entre 
elles par des ponts disulfures. 
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Il existe cinq types de chaînes lourdes (α, γ, μ, δ et ε) qui varient suivant la classe d’Ig, ainsi que 

deux types de chaînes légères (κ et λ). Que cela soit pour les chaînes lourdes ou les chaînes 

légères, elles présentent un ou plusieurs domaines carboxy-terminaux constants 

(respectivement CH ou CL) et un domaine amino-terminal variable unique à chaque protéine (VH 

ou VL) (Kolar et al., 2003). Les deux domaines V, qui présentent des segments polypeptidiques 

avec une variabilité exceptionnelle (régions hypervariables), contiennent des sites de liaison 

antigéniques qui sont en général spécifiques d’un seul type d’Ag (Capra et al., 1975, Wu et al., 

1970). 

3.2.2. Les différentes classes d’anticorps 

Les Ig forment chez l’Homme et la souris une famille comportant cinq classes (aussi appelées 

isotypes) distinctes définies par leur chaîne lourde : IgG, IgA, IgM, IgD et IgE (figure 12). Toutes 

ces classes d’Ac diffèrent par leurs tailles, leurs charges, leurs séquences d’aa, leurs contenus 

en glucides, leur localisation mais plus important encore : leurs fonctions. Certaines antigènes 

(Ag) induisent la production d’Ac de tous les isotypes alors que d’autres provoquent une 

réponse limitée à certaines classes ou sous-classes. 

 

 

Figure 12 : Les classes d’anticorps présentent des différences structurelles (modifié de 
Biochemistry, 7th Edition, WH Freeman & Co) En fonction de la classe d’Ac, ces derniers 
peuvent contenir plusieurs domaines C et former des dimères ou des pentamères. 
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Les IgG présentent quatre sous-classes (IgG1, 2, 3 ou 4) en fonction de la chaîne γ qui les 

constituent. C’est l’Ig prédominante dans le sérum normal du fait de sa stabilité. Elle compte 

pour 70 à 75 % des Ac sériques chez l’Homme (Saji et al., 1994). C’est une molécule 

monomérique dont le poids moléculaire est de 146-170 kDa. Les quatre sous-classes ont une 

structure très homologue mais ont des profils de fonctions effectrices uniques, activant plus ou 

moins efficacement le complément par sa voie classique (Sandlie et al., 1991). 

Les IgM, comprenant la chaîne lourde μ, comptent pour environ 10% de la quantité totale des 

Ig sériques et prédominent lors de la réponse immunitaire primaire. Elles sont pentamériques 

et d’un poids moléculaire d’environ 970 kDa. Il en existe cependant une forme monomérique 

transmembranaire qui agit comme un récepteur critique pour la maturation des LB (G. T. 

Williams et al., 1990). 

Les IgA, formées par les chaînes lourdes α1 ou α2, comportent donc elles aussi deux sous-

classes : IgA1 ou IgA2. Elles ont un poids moléculaire de 385 kDa. Les IgA1 sont la classe 

dominante dans les sécrétions séromuqueuses (salive, colostrum, lait, etc.) alors que les IgA2 

sont majoritairement sériques et comptent pour 15 à 20 % des Ac totaux (Mestecky et al., 

1987). Chez l’Homme plus de 80 % des IgA sont monomériques alors qu’elles sont surtout 

dimériques chez la plupart des mammifères (Davis et al., 1988). 

La chaîne lourde ε permet de former des IgE monomériques d’environ 188 kDa. Leur taux 

sérique est très faible mais elles peuvent se lier à des récepteurs spécifiques de très haute 

affinité sur les basophiles et les mastocytes (B. Wang et al., 1992). 

Les IgD, comprenant la chaîne lourde δ, comptent pour moins de 1 % des Ig sériques et sont 

probablement l’isotype le moins connu des Ac. Leur forme transmembranaire monomérique 

(IgDm) est cependant le récepteur d’Ag spécifique des LB matures (Kolar et al., 2003). 

3.2.3. Fonctions des anticorps 

Une fois sécrétés par les LB, les Ac sont relâchés dans la circulation sanguine ou lymphatique et 

peuvent ainsi entrer en contact avec leur Ag à travers tout l’organisme. Les pathogènes ont 

typiquement de nombreux Ag différents à leur surface. Chaque Ig peut se lier à un épitope 
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particulier qui correspond à une partie restreinte de l’Ag. Un Ag complet peut contenir 

plusieurs épitopes différents ou répétés et les Ig se lient à un épitope spécifique et non à l’Ag 

dans son ensemble (Porter, 1958). 

Les Ac sont bifonctionnels car ils doivent exécuter deux tâches en même temps : former des 

complexes avec les Ag pour éviter leur propagation dans l’organisme ainsi que déclencher des 

réponses de l’hôte pour faciliter l’élimination de l’Ag. La nature de la région constante 

détermine la fonction effectrice de l’Ac et les réponses provoquées par la fixation à son 

récepteur (FcR, CD89) (Ravetch et al., 2001). Cette double capacité de liaison à la fois au 

potentiel pathogène et aux acteurs immunitaires fait des Ig un excellent adaptateur permettant 

aux différents effecteurs immunitaires de « reconnaitre » les intrus et ainsi faciliter leur 

activation. 

Certaines classes d’Ig, une fois liée à leur Ag, sont des activateurs puissants de la voie classique 

du complément. C’est le cas des IgM ainsi que des IgG1, IgG2 et igG3 (Sandlie et al., 1991). Les 

IgA sont caractéristiques d’une réponse immunitaire secondaire et peuvent se fixer à leur Ag 

pour former des complexes immuns et activer leur phagocytose par l’intermédiaire des FcR, un 

phénomène appelé cytotoxicité dépendante des cellules et des Ac (ADCC) (Pleass et al., 1999). 

Ce processus de recouvrement de la surface antigénique est appelé opsonisation. D’autres 

molécules comme par exemple celles du complément peuvent aussi opsoniser les pathogènes, 

optimisant ainsi l’efficacité de reconnaissance par les cellules immunitaires. Les Ac liés aux 

cellules infectées peuvent être reconnus par leur fragment Fc, favorisant ainsi la capture et la 

lyse des cellules cibles par les cellules NK (Titus et al., 1987). Enfin, toujours par l’intermédiaire 

d’une fixation à un FcR, les Ac peuvent sensibiliser les cellules en leur permettant de 

reconnaitre l’Ag de manière indirecte. La cellule est alors activée si l’Ag se lie aux Ac présents à 

sa surface (Ravetch et al., 2001). 

Une stratégie alternative utilisée par les Ac consiste à former des complexes avec les Ag non 

pas pour activer ou permettre la reconnaissance par les cellules mais bien pour empêcher leur 

dissémination dans l’organisme (Male et al., 2010). Les Ac effectuant cette action, appelés AcN, 

sont des Ig de haute affinité pour leur Ag qui sont particulièrement efficaces dans le contrôle de 

la virémie dans le cas d’infections virales. Cette neutralisation prend effet à plusieurs niveaux 
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au cours du cycle viral et peut se faire avec des Ac seuls ou couplés à des molécules du 

complément. Les différentes étapes où les AcN peuvent agir sont : la fixation à la cellule où ils 

bloquent la liaison récepteur cellulaire-protéine de surface virale par encombrement stérique; 

l’entrée dans la cellule en stabilisant la capside, en inhibant les protéines de l’enveloppe ou en 

modifiant les structures virales; et la sortie des vésicules d’endocytose, par interférence avec la 

fusion ou stabilisation de la capside virale. 

3.2.4. L’hypermutation somatique 

Suite à la rencontre avec l’Ag, les LB entrent dans les GCs, prolifèrent et l’ADN germinal codant 

pour les séquences variables des chaînes légères et lourdes d’Ig subit des cycles répétés de 

mutations. Cette HMS a lieu dans un domaine bien précis d’environ 2 kb situé 150 nucléotides 

en aval du promoteur et consiste en des substitutions successives dans le génome à une 

fréquence d’environ 10-3 à 10-4 par base par génération (Shlomchik et al., 1987). 

Bien que toutes les bases puissent être mutées, leur ciblage aléatoire n’est en fait qu’une 

illusion. En effet certaines séquences consensus du domaine de mutation semblent privilégiées 

comme une mutation sur le C de AGCT par exemple (Di Noia et al., 2007). Il est aussi intéressant 

de noter que bien que les mutations aient lieu dans les mêmes proportions sur les paires AT et 

CG, les mutations sur les paires AT sont plus probables si l’adénosine est située sur le brin 

codant alors qu’il n’existe pas de telle différence pour les paires CG. Il en résulte ainsi deux fois 

plus de mutations sur les A que sur les T alors que celles sur les C et G sont similaires (Milstein 

et al., 1998). 
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Figure 13 : L’hypermutation somatique (modifié de Di Noia et al. 2007) L’HMS peut faire 
intervenir plusieurs mécanismes différents. C’est la succession de ces mécanismes qui permet 
une si grande variabilité dans les mutations somatiques des LB. 

Plusieurs mécanismes font intervenir différentes enzymes pour procéder aux mutations à 

l’origine de la variabilité de l’ADN germinal des LB (figure 13). Dans l’ensemble l’HMS se déroule 

en deux à trois étapes distinctes : 

- La désamination d’une cytidine, la transformant en uracile. Cette étape est réalisée par 

une enzyme appelée la désaminase de cytidines induite par l’Ag (AID).  

- La nouvelle paire UG peut par la suite être traitée de différentes manières. En cas de 

simple réplication il en résultera alors une transition de la paire GC en AT (Seki et al., 

2005). Une excision de l’U par l’uracile N-glycosylase (UNG) suivie de l’action d’autres 

enzymes normalement utilisées pour la réparation de l’ADN pourra aussi mener à la 

formation de paires CG ou TA. 
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- Une reconnaissance du mauvais appariement GU par un hétérodimère MSH2/MSH6 

peut aussi mener au déclenchement de nouvelles mutations comme des substitutions 

sur des paires AT dont le mécanisme exact reste encore flou (T. M. Wilson et al., 2005). 

3.2.5. La permutation de classe 

Au début de la réponse humorale provoquée par une infection ou une immunisation, les Ig 

produites sont toutes de l’isotype M. Environ une semaine plus tard cependant, les LB migrant 

dans les follicules reçoivent des stimuli de cytokines (IL-4, IL-21, IFN-γ, TGF-β) et de molécules 

costimulatrices (TLR4, CD40) pouvant induire un évènement appelé la PDC (Foy et al., 1996, 

Hou et al., 2011) (figure 14).  

Il s’agit d’une délétion entre les régions S (pour switch), segments de 1-10 kb  se trouvant en 5’ 

de tous les gènes codant pour les régions CH des LB (Dunnick et al., 1993). La recombinaison a 

lieu entre une cassure double-brin (CDB) induite dans la région Sµ donneuse et une autre 

région S receveuse située de 65 à 160 kb en aval. 

Les régions S sont riches en séquence consensus pour l’AID, qui va initier la PDC en 

transformant des C en U (Muramatsu et al., 2000). Par la suite une action successive de l’UNG 

pour exciser les U intrus puis d’une AP endonucléase (mécanisme normalement utilisé pour la 

réparation de l’ADN) va provoquer des cassures simple-brin (CSB). Si les CSB sont suffisamment 

proches sur chaque brin d’ADN, une CDB est alors produite. Les CDB Sµ sont ensuite 

« réparées » par jonction d’extrémités non-homologues (NHEJ) avec une autre région S 

contenant une CDB  (Stavnezer et al., 2008). 
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Figure 14 : Mécanisme de permutation de classe permettant de passer d’une cellule B 
exprimant une IgM à une cellule B exprimant une IgG2 (modifié de Stavnezer et al. 2014) 
Durant l’HMS vers une IgG2, l’AID désamine les régions Sµ et le Sγ2b, initiant ainsi la CDB. Ces 
deux régions se recombinent par NHEJ, permettant au segment VDJ exprimé d’être maintenant 
associé à un gène Cγ2b. 

Les LB peuvent potentiellement changer leur génome pour n’importe quel isotype. Ce dernier 

est orienté par induction de la transcription dans la région S d’intérêt car l’AID ne peut agir que 

sur une région en cours de transcription (Matthews et al., 2014). Le choix est donc finalement 

orienté par les cytokines présentes dans le milieu et qui vont pouvoir aller activer les 

promoteurs de transcription situés en amont de chaque région S receveuse. 

 
3.3. Les lymphocytes T folliculaires auxiliaires 

Le fait que les LB nécessitent l’aide des LT pour pouvoir correctement se développer et assurer 

leurs fonctions est un fait connu de longue date (Miller et al., 1968, Mitchell et al., 1968). Il faut 
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en revanche attendre le début des années 2000 pour que la population de LT spécialisée dans 

cette aide, les TFH, commence à être définie (Breitfeld et al., 2000). Finalement, il faudra 

attendre pratiquement encore une décennie et la découverte de leur facteur de transcription 

canonique Bcl6 pour que les TFH soient considérés comme une lignée de cellules T à part entière 

(Nurieva et al., 2009). 

3.3.1. Différentiation 

Il existe plusieurs voies de différentiation des TFH menant à des sous-populations dont les 

phénotypes peuvent légèrement varier. Cependant dans l’ensemble la différentiation des TFH 

est un processus complexe en plusieurs étapes dans lequel interviennent une multitude de 

facteurs extérieurs (figure 15).  

 

 

Figure 15 : Le cycle de vie d’un TFH (modifié de Butler et al. 2015) La formation des TFH est un 
processus complexe qui nécessite de recevoir plusieurs signaux de la part de populations 
immunitaires différentes. 

Lors d’une infection ou d’une immunisation, le contact des DC avec un Ag entraine leur 

maturation et migration vers la zone T des OLS. Elles vont alors sécréter une multitude de 

cytokines et exprimer à leur surface des molécules costimulatrices ainsi que des complexes 

peptide-CMH II qui vont se lier au RCT des LT CD4 naïfs (Goenka et al., 2011). Ce sont les 

différents messages reçus en parallèle de cette activation du RCT qui vont décider de la 
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différentiation des LT. Il est d’ailleurs intéressant de noter que les LT naïfs qui présentent les 

RCT de plus forte affinité ont tendance à adopter un profil de différentiation en pré-TFH de 

manière préférentielle par rapport aux autres profils effecteurs (Tubo et al., 2013). 

Les signalisations positives par l’IL-6 et l’IL-21 sont primordiales pour l’adoption du programme 

de différentiation en TFH. Bien que présentes dans un environnement idéal, ces cytokines ne 

semblent pas individuellement obligatoires et l’une peut compenser l’absence de l’autre (Eto et 

al., 2011). Ces signaux de cytokines sont envoyés en parallèle de signaux de costimulation 

provenant du costimulateur inductible (ICOS) (Choi et al., 2011) et de CD28 (Ferguson et al., 

1996). L’ensemble de ces signaux va permettre d’activer STAT3, menant à la transcription du 

facteur Bcl6 et la perte du facteur Blimp-1 (Choi et al., 2011, Nurieva et al., 2009).  

En parallèle de cela, une autre voie de signalisation par l’IL-27 peut aussi favoriser la 

différentiation en TFH (Batten et al., 2010, Harker et al., 2013). En plus de son action positive sur 

STAT3 et la sécrétion d’IL-21, l’IL-27 limite l’expression d’IL-2, régulateur négatif des TFH 

(Ballesteros-Tato et al., 2012). 

L’IFN-I peut aussi avoir des effets variables sur la différentiation des LT CD4 naïfs. Il semble que 

sous certaines conditions il a un effet positif, induisant notamment Bcl6 (Nakayamada et al., 

2014); alors que dans d’autres il a tendance à inhiber le développement des TFH (Ray et al., 

2014). 

Suite à l’expression des facteurs de transcription Bcl6 et Ascl2, les pré-TFH vont exprimer à leur 

surface le récepteur de chimiokine CXCR5 (Choi et al., 2011, Liu et al., 2014). Ce récepteur va 

permettre, grâce à sa liaison avec le CXCL13 sécrété par les FDC, de faire migrer les pré-TFH vers 

la bordure des zones T et B des OLS. 

À la frontière entre les zones T et B des follicules, les TFH vont entrer en contact avec des LB 

présentant des Ag sur leur CMH, formant alors une synapse immunologique (qui sera 

développée en détail plus tard). La liaison d’ICOS à son récepteur (ICOSL) active la PI3K et 

déclenche la migration des cellules B et TFH ensemble vers les GC (Xu et al., 2013) par perte de 

l’expression du CCR7 (Haynes et al., 2007), leur permettant de quitter la bordure de la zone T. 
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Une fois dans les GC, l’activité des TFH est fortement dépendante des interactions engagées 

avec les LB (Baumjohann et al., 2013). Pour favoriser les contacts, les TFH vont se mettre à 

exprimer le CXCR4 pour se localiser précisément dans la zone claire des GC. Dans cette zone ils 

vont entrer en contact avec des LB leur présentant des Ag et potentiellement leur délivrer des 

signaux de survie par le biais de la synapse immunologique. 

L’étude de la formation d’une mémoire TFH est un champ de recherche très actif à l’heure 

actuelle car peu de choses sont connues à ce sujet. Des TFH mémoires ont été identifiés 

(Fazilleau et al., 2007, Sage et al., 2014) et il semblerait que, durant une réponse secondaire, ils 

puissent soit développer une activité Th2 conventionnelle ou encore ré-adopter un profil TFH 

(Luthje et al., 2012). 

Finalement, il est important de noter que bien que les TFH aient un profil d’expression génique 

bien distinct (Chtanova et al., 2004), la sous-population a une certaine perméabilité et d’autres 

LT CD4 peuvent évoluer en TFH sous certains conditions. Par exemple, lors d’une infection virale 

chronique, des Th1 peuvent se transformer en TFH s’ils sont suffisamment stimulés au travers de 

leur RCT (Fahey et al., 2011). Dans le même ordre d’idée, il a été démontré que des LT polarisés 

en Th2 in vitro peuvent devenir des TFH in vivo (Glatman Zaretsky et al., 2009). 

3.3.2. Caractérisation 

La population des TFH en général peut être caractérisée de différentes manières mais la plus 

commune est d’utiliser les marqueurs CXCR5, Bcl6 et ICOS, qui sont tous très fortement 

exprimés chez ces cellules. 

Il existe aussi plusieurs sous-populations de TFH caractérisées par différents marqueurs 

exprimés ou non par les cellules : 

- CCR7 : Récepteur originel des LT qui permet leur migration vers la zone T des follicules. 

Exprimé chez les pré-TFH en bordure de la zone T et perdu lorsqu’ils deviennent TFH et 

migrent vers les GC. 

- CXCR4 : Récepteur de chimiokine réagissant avec le CXCL12 et permettant la mobilité à 

l’intérieur des GC, fortement exprimé par les TFH. 
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- EBI2 : Récepteur 2 couplé aux protéines G induit par le virus Epstein-Barr, important 

pour la localisation dans les GC (Hannedouche et al., 2011). 

- PD-1 : Fortement exprimé par les TFH en conséquence des interactions répétées avec les 

LB. La signalisation par ce récepteur contrebalance la forte stimulation reçue au travers 

du RCT afin de s’assurer que les TFH ne prolifèrent pas mais se consacrent exclusivement 

à délivrer leurs signaux costimulateurs. 

- D’autres molécules comme SAP, CD40, SLAM, OX40, CD28, CTLA4 et CD84 qui seront 

développées plus en détail dans la partie sur la synapse immunologique. 

Les TFH peuvent aussi être caractérisés par la sécrétion de plusieurs cytokines comme le 

CXCL13, l’IL-21 (Spolski et al., 2009) ou l’IL-4 (Liang et al., 2012). 

3.3.3. Rôle des TFH et synapse immunologique 

Le rôle principal des TFH est de soutenir la réponse humorale et de réguler le fonctionnement 

des GCs. Ils peuvent notamment en réguler la taille (Hams et al., 2011) et l’entrée des LB de 

haute affinité en leur sein (Schwickert et al., 2011). 

Cependant, le rôle majeur des TFH est bien sûr de dispenser aux LB les signaux de survie leur 

permettant de passer au travers du processus de maturation d’affinité. Comme il a déjà été 

mentionné dans la partie sur les LB, la régulation de ces signaux est primordiale pour orienter 

correctement la réponse humorale vers un Ag d’intérêt (Victora et al., 2012). En temps normal, 

les TFH délivrent les signaux de survie exclusivement aux LB de plus haute affinité car ces 

derniers sont ceux qui ont le plus endocyté et apprêté d’Ag et sont ainsi ceux qui présentent le 

plus de peptides antigéniques à leur surface.  

Chaque TFH peut interagir avec de multiples LB dans des contacts majoritairement de courte 

durée (2-5 minutes); cependant, ces derniers peuvent être de bien plus longue durée (30 

minutes) si la présentation antigénique par le LB est optimale (Shulman et al., 2014). Ce qui 

assure ces contacts soutenus avec les LB de haute affinité est une boucle d’auto-activation 

mettant en œuvre les voies ICOS et CD40. Suite à la signalisation initiale par ICOS-ICOSL, les TFH 

relâchent du calcium intracellulaire ayant pour conséquence d’augmenter l’expression de 

CD40L à leur surface. La liaison du CD40 des LB au CD40L des TFH va elle-même stabiliser 
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l’ICOSL, fermant ainsi la boucle prolongeant la durée du contact. Par la suite, les LB qui ont reçu 

les contacts les plus longs (et donc le plus d’aide de la part des TFH) sont ceux qui pourront se 

diviser le plus efficacement une fois de retour dans la DZ (Gitlin et al., 2014).  

 

 

Figure 16 : La synapse immunologique (d’après Chevrier et al. 2012) La synapse 
immunologique est une interaction multifactorielle entre un LB et une cellule TFH. Ce sont les 
différents signaux échangés entre les deux cellules qui décideront de la survie ou non du LB et 
le devenir du TFH. 

La communication entre TFH et LB est bidirectionnelle et a à la fois une influence sur les LB et 

sur les TFH. Elle fait entrer en jeu des récepteurs de surface costimulateurs ou corépresseurs 

ainsi que des facteurs sécrétés, formant une synapse immunologique (figure 16): 

- CD40/CD40L : Voie d’interaction T-B primordiale pour la formation des GC (Foy et al., 

1994). Elle est importante pour l’activation, la prolifération et la survie des LB. Elle 

permet aussi d’éviter la différentiation terminale en PC (Randall et al., 1998). 
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- PD-1/PD-L1-PD-L2 : Voie corépressive permettant la régulation de la prolifération des 

TFH.  

- OX40/OX40L : Important pour la survie des LT activés par l’induction de signaux anti-

apoptotiques. La signalisation sur des LB activés a aussi pour conséquence d’augmenter 

la sécrétion d’Ac par les PC chez l’Homme (Morimoto et al., 2000). 

- CD28-CTLA-4/CD80-CD86 : Le rôle de ces voies est encore flou mais des travaux récents 

démontrent qu’elles sont critiques pour une aide efficace aux LB (Linterman et al., 

2014). 

- ICOS/ICOSL : Signalisation importante pour la migration des TFH (Xu et al., 2013), le 

maintien d’un contact de longue durée et la sécrétion de certaines cytokines comme l’IL-

21 (Morita et al., 2011). 

- CD84-SLAM: Molécules d’adhésion, liées à leur protéine adaptatrice SAP, permettant la 

formation de liaison TFH-B stables (Schwartzberg et al., 2009). 

- Fas/FasL : Transmets des signaux de mort cellulaire aux LB qui, s’ils ne sont pas 

contrebalancés par des signaux de survie, provoqueront la mort de la cellule B. 

- IL-21 : Favorise la prolifération des LB (K. L. Good et al., 2006) et leur différentiation en 

PC par activation du facteur de transcription Blimp-1 (Ozaki et al., 2004). Favorise aussi 

la permutation de classe vers l’IgG1 (Ozaki et al., 2002).  

- IL-4 : Produit principalement par les GC TFH suite au contact dépendant de SLAM avec les 

LB dans la LZ (Yusuf et al., 2010). Elle a un effet anti-apoptotique très important 

principalement en induisant Bcl-XL chez les LB (Wurster et al., 2002). Favorise aussi la 

prolifération des LB et la permutation de classe vers l’IgG1 et l’IgE (Reinhardt et al., 

2009). 

A l’inverse du rôle positif exercé lors de la sélection adéquate des LB, un dérèglement de la 

population TFH ou des signaux délivrés par celle-ci peut entraîner des conséquences 

dramatiques d’un point de vue immunologique. En effet, il a par exemple été démontré qu’une 

population de cellules ressemblant aux TFH était présente en grande quantité chez les patients 

atteints par différentes maladies auto-immunes (Morita et al., 2011, Simpson et al., 2010). Un 

lien a rapidement été fait avec la production abondante d’auto-Ac caractéristique de ces 
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maladies, mettant en évidence l’importance d’avoir une signalisation par les TFH qui soit 

contrôlée et non pas exacerbée de manière anarchique. 

3.3.4. TFH et infection virale chronique 

De manière générale, les études démontrent que les infections chroniques orientent la 

différentiation des LT CD4 vers la voie TFH (Fahey et al., 2011) dont la population augmente en 

conséquence (Cubas et al., 2013, Feng et al., 2012).  

Il a été montré il y a quelques années que les patients possédant une population de TFH 

mémoire importante sont plus susceptibles de produire des AcN contre le VIH (Locci et al., 

2013). À l’inverse, une incapacité des TFH à délivrer des signaux d’aide efficaces aux LB a été 

démontrée lors de l’infection par le VIH (Cubas et al., 2013). De plus, lors d’une étude clinique, 

les patients incapables de répondre à un projet de vaccin contre le VIH avaient tous en commun 

une activité TFH altérée (Pallikkuth et al., 2012). Ces deux faits démontrent bien l’importance du 

rôle des TFH dans le développement de réponses humorales efficaces et de haute affinité. 

Lors d’une infection par LCMV Cl13, il a été démontré que les TFH apparaissent dès les premiers 

jours de l’infection (Choi et al., 2011). Cette population cellulaire est primordiale puisque dans 

l’éventualité d’une incapacité à produire des TFH il a été démontré que les souris concernées 

sont incapables de contrôler le virus (Fahey et al., 2011, Harker et al., 2011). Ceci est tout à fait 

compréhensible dans la mesure où une réponse en Ac efficace contre LCMV nécessite une 

maturation d’affinité poussée qui ne saurait se produire en l’absence de TFH. 
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3.4. Les interférons de type I 

3.4.1. Généralités 

Les IFN-I sont des cytokines appartenant au système immunitaire inné. Ils représentent une des  

premières lignes de défense contre l’invasion, la multiplication et la dissémination des 

organismes pathogènes, notamment des virus. Les gènes codant pour les IFN-I sont situés sur le 

chromosome 9 chez l’Homme (S. Pestka et al., 2004) et le chromosome 4 chez la souris (Chen et 

al., 2004) et codent pour de nombreux IFN-I: α (qui peut à son tour être sous-divisés en 13 

sous-types), β, δ ε, κ, τ et ω; δ et τ n’existant que chez les porcs et les bovins (S. Pestka et al., 

2004). Les deux membres principaux, IFN-α et IFN-β, ont une masse moléculaire variable de 18 

à 36 kDa chez la souris et présentent une homologie de séquence de 35% (Leroy, 2006).  

3.4.2. Voies de production 

La production des IFN-I est transcriptionnellement régulée et est fortement stimulée dans la 

plupart des infections virales (Samuel, 2001) suite à une détection par des récepteurs 

détecteurs de motifs microbiens (PRR).  

Parmi ces récepteurs on peut compter les TLR, présents essentiellement sur les cellules 

présentatrices d’Ag (Moresco et al., 2011) ; ainsi que les récepteurs de type RIG-I (RLR), 

exprimés sur la plupart des cellules (Kato et al., 2006), ou encore la protéine cytoplasmique 

kinare R dépendante de l’ARN bicaténaire (PKR) (Perry et al., 2005). Ces différents récepteurs 

provoquent une cascade complexe de molécules adaptatrices et de facteurs de transcription 

débouchant sur une production soutenue d’IFN-I (Pichlmair et al., 2007) (figure 17). Une fois 

dans le milieu extracellulaire cet IFN-I peut agir de manière autocrine ou paracrine et induire 

chez la cellule réceptrice un état antiviral global, agissant sur plusieurs étapes du cycle de 

réplication viral (Sen, 2001). 
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Figure 17 : Les voies de signalisation et de production de l’IFN-I (Invivogen.com, 2005) Trois 
voies de signalisation majeures peuvent mener à la production des IFN-I. La voie RIG-I est 
activée suite à la détection intracellulaire d’ARN viraux; la seconde voie implique TRIF suite à 
une détection par les TLR3 et 4; alors que la troisième voie active l’IRF7 suite à une détection 
par les TLR7 et 9. 

La réponse IFN à une infection est biphasique, avec une première vague de sécrétion 

essentiellement d’IFN-β mais aussi de certains IFN-α. Cette vague fait intervenir l’IRF-3 et est 

rapide car ne nécessite pas de synthèse préalable de protéine. Elle constitute un mécanisme de 

rétroaction positif entrainant une seconde vague impliquant la plupart des IFN-α, plus lente car 

nécessitant la synthèse de facteurs protéiques comme l’IRF-7 (Honda et al., 2005). Une réponse 

adéquate nécessite cependant la présence d’un niveau de base d’IRF-7 lors de la première 

vague, assuré par l’expression constitutive des IFN-I (Sato et al., 2000). 
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3.4.3. Récepteur 

La souris possède un système de signalisation d’IFN-I similaire à celui observé chez l’Homme 

(M. P. Hardy et al., 2001a, M. P. Hardy et al., 2003). Le récepteur membranaire est présent sur 

toutes les cellules et est composé d’un hétérodimère de deux sous-unités glycoprotéiques : 

IFNAR1 et IFNAR2 (figure 18). La coexpression des deux sous-unités est absolument nécessaire 

pour l’activation des propriétés antivirales des IFN-I (Platanias, 2005). 

 

Figure 18 : Le récepteur de l’IFN-I et sa voie de signalisation (adapté de Platanias, 2005) Suite 
à la liaison des IFN-I à leur récepteur, les kinases JAK1 et TYK2 vont être activées et 
phosphoryker STAT1 et STAT2. Ces derniers vont former des complexes avec l’IRF9, être 
transportés au noyau et se lier sur l’ADN à des ISGs. 
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Les sous-unités comprennent un domaine extracellulaire de liaison à l’IFN, un domaine 

transmembranaire et un domaine cytoplasmique. Lors de la fixation des IFN-I et la dimérisation 

des deux sous-unités du récepteur, les facteurs Tyk2 et Jak1 auxquels elles sont associées se 

retrouvent rapprochés et subissent une série de phosphorylations menant à leur activation. Ces 

protéines adaptatrices vont à leur tour phosphoryler des facteurs cytoplasmiques de la famille 

STAT, classiquement (mais pas uniquement) STAT1 et STAT2, qui vont s’hétérodimériser et être 

transportés au noyau avec l’IRF9 sous forme d’un complexe ISGF3. Ce dernier se caractérise par 

un domaine conservé de fixation à l’ADN ayant une forte affinité pour les éléments de réponse 

sensibles à l’IFN (ERSI) présents dans les promoteurs des gènes induits par l’IFN (ISG) (Leroy, 

2006). Ils intéragissent avec la machinerie de transcription de ces gènes pour les induire 

(Schreiber et al., 2015). 

3.4.4. IFN et infection virale chronique 

Les profils de secrétion des IFN-I varient énormément en fonction des souches de LCMV 

utilisées. Par exemple lors de l’infection par LCMV Cl13, les IFN-α et β sont produits en très 

forte quantité dans les premières 24 heures alors que ce n’est pas du tout le cas pour la souche 

aigüe Arm (Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013). C’est par le biais des RLRs et IRF3 que 

LCMV Cl13 induit cette forte production (Sullivan et al., 2015), qui joue d’ailleurs un rôle négatif 

sur les réponses CD4 et CD8 montées en réponse au virus (Osokine et al., 2014). Ces LT CD8 

semblent d’ailleurs démontrer une plus forte expression de STAT4 que de STAT1 durant 

l’infection par LCMV, ce qui pourrait jouer un rôle dans leur phénotype (Gil et al., 2012). Bien 

que les IFNα et β soient produits tôt durant l’infection par LCMV Cl13, il semble que cela soit 

surtout l’IFN-β qui joue un rôle dans la persistance virale, l’IFN-α agissant plus sur la 

dissémination précoce du virus (Ng et al., 2015).  

Cette opposition de rôle entre les deux types d’IFN-I se retrouve aussi dans le cadre d’autres 

infections chroniques. En effet lors de traitements IFN sur des patients atteints d’hépatite C, 

seul les traitements à l’IFN-α ont permis de diminuer les ARN viraux (Ng et al., 2016). Dans un 

autre contexte, un blocage d’IFNAR chez les macaques rhesus infectés par le virus de 

l’immunodéficience simien (SIV) diminue l’activation des LT mais aussi l’expression de gènes 
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antiviraux; alors que l’administration d’IFN-α, bien que ralentissant la dissémination précoce du 

virus, finit par diminuer elle aussi l’expression de ces gènes (Sandler et al., 2014). On constate 

donc une complexité dans le rôle joué par les IFN-I dans les infections chroniques, la puissance 

du signal et le moment de l’infection étant probablement d’une importance capitale pour 

obtenir un effet positif ou négatif. 
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HYPOTHÈSES ET APPROCHE EXPÉRIMENTALE 
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4. HYPOTHÈSES DE TRAVAIL 

4.1. L’infection par LCMV provoque un dérèglement généralisé 
de la maturation d’affinité débouchant sur une faible 
production d’anticorps spécifiques. 

Il est connu que les infections virales aigües provoquent classiquement une réponse humorale 

forte et rapide. À l’opposé, les infections virales chroniques sont à l’origine de réponses en Ac 

inefficaces échouant la plupart du temps à développer des AcN de haute affinité. Dans ce 

contexte, le rôle de ces AcN lors de l’infection par un virus persistant reste encore mal connu, 

mais il semble légitime de penser qu’accélérer leur production participerait à un contrôle plus 

efficace de la charge virale. 

Le retard d’apparition des Ac peut être rapidement expliqué par deux phénomènes parallèles : 

 Des mécanismes d’échappement viraux développés avec le temps au cours de 

l’évolution entre l’hôte et le virus (Ciurea et al., 2001, Pinschewer et al., 2004). Ces 

stratagèmes concernent uniquement les Ac produits contre les épitopes du virus. 

 Une modification généralisée du processus de production des Ac directement au 

niveau de l’organisme hôte, altérant ainsi toute réponse humorale déclenchée lors de 

l’infection virale chronique. 

Dans le présent travail, nous émettons l’hypothèse que LCMV provoque une dérégulation de la 

maturation d’affinité dans son ensemble, ce qui serait à l’origine de l’incapacité de l’organisme 

à produire des Ac avec la même cinétique que lors d’une infection virale aigüe. 

4.2. La désorganisation de l’architecture splénique par LCMV 
est à l’origine d’un débalancement des populations de LB. 

La rate est un organe dont l’architecture est très ordonnée, permettant aux différentes 

populations de cellules immunitaires d’entrer facilement en contact  entre elles et avec les Ag. Il 

est cependant bien connu que l’infection par LCMV provoque une désorganisation de cette 
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architecture très rapidement suivant l’infection. Cet effet commence dès le quatrième jour et la 

rate commence à retrouver un état normal à partir du douzième jour (Odermatt et al., 1991). 

En prenant en compte ce paramètre, nous supposons que la destruction de l’architecture 

splénique lors de l’infection par LCMV est responsable d’une modification des populations de 

LB, que cela soit au niveau de leurs phénotypes, de leur localisation ou encore de leur capacité 

à subir la maturation d’affinité et conséquemment à produire des Ac. 

4.3. Lors de l’infection par LCMV, les lymphocytes TFH sont 
perturbés dans leur développement et leurs fonctions de 
soutien à la sélection des LB. 

Il est maintenant démontré que lors des infections chroniques par le VIH (Cubas et al., 2013), 

VHC (Feng et al., 2012) ou LCMV (Fahey et al., 2011), la population TFH connait une forte 

augmentation. Cette population cellulaire est le sujet d’une balance immunitaire très précise, 

délivrant des signaux de survie de manière ciblée afin d’assurer la sélection adéquate des LB de 

haute affinité. Une aide perturbée de la part des TFH peut mener à une mauvaise sélection, la 

survie de LB qui auraient dû mourir et ainsi la production d’Ac de faible affinité (Victora et al., 

2010) ou encore d’auto-Ac. 

Dans les dernières années, l’implication de certaines molécules de la synapse immunologique 

comme PD-1 ou ICOS a été mise en évidence dans la régulation des LB dans les GCs (Ko et al., 

2012). Cependant, les résultats restent encore controversés dans la mesure où certains 

semblent y attribuer un rôle positif (Green et al., 2008), alors que d’autres y voient plutôt un 

rôle négatif (Dyavar Shetty et al., 2012, Good-Jacobson et al., 2010). 

Dans le présent travail nous supposons que lors d’une infection par LCMV, une population TFH 

trop importante et son expression ou sécrétion modifiée des molécules costimulatrices et des 

cytokines de la synapse immunologique sont à l’origine de la délivrance de signaux de survie 

inappropriés, menant ainsi au dérèglement humoral observé. 
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4.4. Une activation trop importante par le biais des récepteurs 
détecteurs de motifs bactériens est à l’origine du dérèglement 
humoral provoqué par l’infection par LCMV. 

L’activation des cellules immunitaires lors de l’infection par LCMV se fait la plupart du temps 

suite à la détection du génome viral par le TLR7 (Gilliet et al., 2008), MDA5 ou RIG-I (Y. Wang et 

al., 2012). Cette détection concerne les DC et les macrophages, qui pourront par la suite 

présenter les Ag viraux aux autres populations immunitaires; mais aussi directement les LB qui 

peuvent eux-mêmes servir de cellules présentatrices d’Ag. Or, l’HGG observée lors de l’infection 

par LCMV a justement été par le passé liée directement à une activation polyclonale des LB 

(Hunziker et al., 2003).  

Le TLR7 est nécessaire pour le développement de LB spécifiques au virus (Walsh et al., 2012), 

démontrant son implication dans les processus humoraux suite à l’Infection par LCMV. Il est 

aussi connu que les LB TLR7-/- sont désavantagées dans le processus de sélection dans les GCs 

(Clingan et al., 2013). 

Ainsi, nous émettons l’hypothèse que lors d’une infection par LCMV, une activation exacerbée 

des LB suite à une détection par les récepteurs liés aux motifs microbiens serait à l’origine 

d’une trop grande migration des LB dans les GC. Ceci déboucherait sur une sélection 

inappropriée  de ces LB, menant à l’HGG et la perte de la production d’Ac spécifiques. 

4.5. La forte production d’IFN-I participe au dérèglement 
humoral lors de l’infection par LCMV. 

En plus de son rôle dans la réponse immunitaire innée, l’influence de l’IFN-I sur la réponse 

adaptative en général est connue depuis longtemps (Braun et al., 1972). Cependant, son 

influence sur le développement et la survie des LB n’a été mise en évidence que récemment 

(Lien et al., 2010, Swanson et al., 2010, J. H. Wang et al., 2010).  

En effet la réponse humorale in vivo à des Ag solubles a été montrée comme étant augmentée 

suite à des injections d’IFN-I (Le Bon et al., 2001). Ce dernier favorise notamment l’activation 

des LB par le RCB et empêche leur mort (Minamino et al., 2012). Il peut aussi agir de façon 
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indirecte, par exemple en augmentant la sécrétion par les DC de cytokines pro-survie des LB 

telles que BAFF et APRIL (Litinskiy et al., 2002), en augmentant la population TFH (Osokine et al., 

2014), ou encore en favorisant l’expression par les LB de CD86 jusqu’à un niveau ou les signaux 

costimulateurs des LT CD4 pourront être efficace (J. H. Wang et al., 2011). Son implication dans 

le dérèglement humorale dans un contexte d’infection virale chronique reste cependant à 

démontrer. 

Dans le présent travail, nous supposons que l’IFN-I pourrait jouer un rôle dans l’activation 

polyclonale des LB, menant à l’HGG et l’absence de réponse spécifique au virus caractéristique 

de l’infection par LCMV. Cette hypothèse cadre parfaitement avec le fait que l’IFN-I est requis 

pour la sécrétion d’auto-Ac (Ronnblom et al., 2009) et participe à la génération de LB et PC 

auto-réactifs dans le cas de plusieurs maladies ou modèles auto-immuns (Colonna et al., 2004, 

Jego et al., 2003, J. H. Wang et al., 2011).  
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5. OBJECTIFS DE RECHERCHE ET APPROCHE EXPÉRIMENTALE 

5.1. Évaluer l’impact de l’infection par LCMV sur la réponse 
humorale en général. 

Cet objectif se base sur l’hypothèse que l’infection par LCMV pourrait non seulement 

provoquer une modification de la réponse humorale antivirale, mais aussi la production d’Ac 

spécifiques à n’importe quel Ag exogène présent dans l’organisme pendant l’infection. Afin 

d’étudier cette possibilité, nous avons utilisé un modèle dans lequel des souris C57BL/6 

infectées (par LCMV Cl13 ou WE, VSV, ou laissées non-infectées) sont en parallèle vaccinées 

avec le 4-hydroxy-3-nitrophenylacetyl ester (NP).  

Le NP est un haptène provoquant une réponse humorale caractérisée de longue date et n’étant 

pas immunogénique en lui-même (Han et al., 1995, Jacob et al., 1991a, Jacob et al., 1993). Pour 

provoquer une réponse immunitaire, il doit donc être couplé à une molécule porteuse plus 

grosse qui, en fonction de la nature de ses épitopes, pourra donc provoquer des réponses de 

nature différentes (Boak et al., 1971, Britton et al., 1971, Mitchison, 1971a, Mitchison, 1971b, 

Mitchison, 1971c).  

Dans notre modèle nous avons choisi trois molécules porteuses : 

 La gammaglobuline de poulet (CGG), Ag internalisé et présenté au LT.  Elle permet ainsi 

de provoquer une réponse dépendante des LT majoritairement de classe IgG1 (Jack et 

al., 1977). 

 Le FICOLL, composant de la paroi bactérienne au motif osidique fortement répété et 

déclenchant une réponse indépendante des LT majoritairement de classe IgG3 (Jack et 

al., 1977). 

 L’albumine sérique bovine (BSA), employée uniquement pour l’adsorption lors des tests 

ELISA afin d’éviter la détection des Ac spécifiques aux molécules porteuses utilisées 

pour la vaccination. 
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Figure 19 : Modèle expérimental de vaccination au NP 

Comme il est résumé dans la figure 19, les souris ont été vaccinées suivant des délais variables 

après l’infection virale (de -4 à +30 jours) en fonction de l’expérience afin d’évaluer l’impact des 

différentes étapes de l’infection sur la réponse. Suite à la vaccination, les réponses humorales 

totale et spécifique au NP ont été mesurées. 

5.2. Étudier les différentes populations cellulaires immunitaires 
de la rate suite à l’infection par LCMV. 

Afin d’étudier ces différentes populations, des souris C57BL/6 infectées et vaccinées dans les 

même conditions que dans le premier objectif ont été sacrifiées et leurs rates prélevées au 

milieu de la fenêtre de destruction de l’architecture splénique (8 jours après infection). 

Suite à cela plusieurs techniques ont été utilisées : 

 Des marquages en immunohistochimie pour étudier l’état de l’architecture et la 

répartition des principales populations cellulaires immunitaires dans la rate. 

 Des marquages de cytométrie en flux (FACS) afin de mesurer différentes populations 

cellulaires spléniques. 

 Des stimulations ex vivo des LB afin de mesurer leur potentiel sécrétoire d’Ac. 
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 Des ELISPOT pour quantifier les LB en fonction de leur capacité à sécréter des Ac. 

 Des ELISA, des marquages de FACS et des rétrotranscriptions suivies de polymérisations 

en chaîne quantitatives (qRT-PCR) pour mesurer la transcription, l’expression et la 

sécrétion de molécules impliquées dans la synapse immunologique entre LB et TFH. 

5.3. Évaluer l’implication du TLR7 et de molécules de la synapse 
immunologique dans le dérèglement humoral provoqué par 
l’infection par LCMV. 

Pour réaliser cet objectif deux approches furent adoptées : 

 Pour le TLR7, des souris incompétentes pour son expression (TLR7-/-) ont été utilisées. 

 Pour les molécules de la synapse immunologique, leur expression de surface a été 

annulée chez des souris C57BL/6 par l’administration d’un traitement bloquant tout au 

long de l’expérience. Les molécules bloquées ont été PD-1 ainsi que ses ligands PD-L1 et 

PD-L2 ou encore ICOS et son ligand ICOSL. 

Le même protocole d’infection, vaccination et prélèvement de sang que dans le premier 

objectif a en parallèle été réalisé afin de mesurer la production des Ac totaux ainsi que des Ac 

spécifiques au NP chez les souris n’exprimant par les molécules étudiées. 
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5.4. Évaluer l’implication des IFN-I dans le dérèglement 
humoral provoqué par l’infection par LCMV. 

L’approche ici était de voir si en l’absence de signal IFN-I la réponse humorale était toujours 

déréglée suite à l’infection par LCMV Cl13. Il a été démontré par le passé que les souris IFNAR-/- 

présentent une réduction de l’activation des LB (Kelly-Scumpia et al., 2011), une réponse 

humorale réduite suite à différents types de challenges (Le Bon et al., 2001) et une production 

d’Ac spécifiques plus importante en réponse à un vecteur adénovirus recombinant (Hensley et 

al., 2007).  

Il est cependant important de noter que malgré cela, les souris IFNAR-/- infectées par LCMV Cl13 

sont incapables de contrôler l’infection (Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013). C’est 

d’ailleurs à ce niveau que le modèle se retrouve confronté à certaines limites. Les LT CD8 étant 

primordiaux dans l’élimination de LCMV et l’IFN-I jouant lui-même un rôle prépondérant dans la 

formation des CTL (Huang et al., 2007), une incapacité permanente et généralisée à recevoir un 

signal IFN-I rend plus difficile l’étude précise des mécanismes immunitaire antiviraux. Nous 

avons donc décidé d’utiliser deux approches pour notre objectif. 

La première avenue que nous avons empruntée était un blocage du signal IFNAR par traitement 

avec un Ac bloquant. Cette technique avait déjà été utilisée par le passé, démontrant tout son 

potentiel dans le cas d’une infection par LCMV car le virus avait alors été éliminé plus 

rapidement. Certaines questions restaient cependant en suspend dans la mesure où aucun 

changement dans la production d’Ac ou le phénotype des LT CD8 n’avait été noté (Teijaro et al., 

2013). Cette approche avait l’avantage d’être rapide mais présentait une nouvelle fois le défaut 

d’agir sur l’ensemble des populations cellulaires de l’organisme infecté, incluant les CTL pour 

lesquels l’IFN-I est primordial. 

La seconde approche nous permettait d’agir de manière plus ciblée. Nous avons développé un 

modèle de souris chimères dans lequel l’expression d’IFNAR était supprimée uniquement sur 

les LB (figure 20).  
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Figure 20 : Protocole de fabrication des chimères de moelle osseuse IFNAR B KO 

Pour cela, des souris C57BL/6 ont dans un premier temps été irradiées au rayons X afin de 

détruire leurs cellules de moelle osseuse, incluant les progéniteurs immunitaires. Par la suite, 

ces souris ont été reconstituées par une injection mélangeant 80% de cellules de souris JHT 

(souris incapable de réarranger leurs gènes d’Ig et ne comprenant donc aucun LB) et 20% de 

cellules de souris IFNAR-/-. Nous avons donc ainsi pu « fabriquer » des souris dont seulement les 

LB étaient à 100% IFNAR-/- (les autres populations cellulaires étant à 80% sauvage et 20% IFNAR-

/-). Cette approche présentait l’avantage d’être beaucoup plus ciblée au niveau du mécanisme 

mais avec le défaut d’être beaucoup plus longue à développer. 

Les souris utilisées dans ces deux approches ont été infectées et vaccinées puis leurs cellules et 

sérums analysés de la même manière que pour les objectifs 1 et 2, nous permettant de voir 

l’impact de la signalisation IFN-I sur la réponse humorale dans le contexte de l’infection par 

LCMV. 
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6.1. Résumé en français 

L’induction d’une réponse IFN-I est connue pour à la fois augmenter et perturber la réponse 

immunitaire cellulaire durant les infections virales aigües et chroniques, respectivement. Dans 

le présent travail nous montrons qu’en plus de son effet sur LT, l’IFN-I provoque une 

perturbation de la réponse immunitaire humorale par interaction directe avec les LB durant la 

phase aigüe de l’infection par le virus LCMV. Cette modification est limitée à la réponse 

dépendante des LT et est associée à une perturbation des follicules B, au développement d’une 

HGG et une expansion des TFH. Les réponses spécifiques aux Ag ont été restaurées suite à une 

perte de la signalisation IFN-I par un blocage par Ac bloquant ou encore un knockout spécifique 

sur les LB. Il est important de noter que la déficience en réponse IFN-I sur les LB a aussi permis 

d’accélérer le développement de la réponse neutralisante contre LCMV. Ces résultats 

fournissent de nouvelles cibles thérapeutiques applicables dans le cadre du développement de 

mesures de traitements efficaces contre les infections virales chroniques pour augmenter les 

réponses neutralisantes et limiter l’immunopathologie. 
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6.2. Abstract 

Elicitation of type I interferon (IFN-I) has been shown to both enhance and impair cell-mediated 

immune responses in acute and persistent viral infections, respectively. Here, we show that in 

addition to its effect on T cells, IFN-I drives impairment of humoral immune responses through 

direct interaction with B cells in the acute phase of lymphocytic choriomeningitis virus 

infection. This impairment was limited to the T cell-dependent B cell response and was 

associated with disruption of B cell follicles, development of hypergammaglobulinemia and T 

follicular helper cell expansion. Antigen-specific antibody responses were restored by ablation 

of IFN-I signaling through antibody-mediated IFN-I receptor blockade and B cell-specific IFN-I 

receptor knockout. Importantly, IFN-I receptor deficiency in B cells also accelerated the 

development of LCMV neutralizing antibodies. These results provide a therapeutic target 

potentially applicable towards the development of efficient treatment measures against 

persistent virus infections to improve neutralizing antibody responses and limit 

immunopathology.  
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6.3. Introduction 

The humoral immune response plays a central effector role against viral infection whereby 

induction of effective antibody (Ab) responses serves as an important correlate towards 

pathogen clearance. However, during persistent viral infections e.g., with human 

immunodeficiency virus (HIV), hepatitis C virus (HCV) or the murine infection model 

lymphocytic choriomeningitis virus (LCMV), emergence of effective neutralizing Abs (nAbs) 

against these highly mutable viruses is delayed, initially narrow in specificity and ineffective 

against the established infection; as such, the Ab response bears negligible impact on the 

progression of the disease (Murira et al., 2016). Accompanying the delayed induction of the 

nAb response, infected hosts also exhibit an altered immunological milieu that features 

aberrancies to the humoral response such as: (i) dysregulation of B cell subpopulations (Charles 

et al., 2008, Moir et al., 2008); (ii) hypergammaglobulinemia (HGG) (De Milito et al., 2004, 

Racanelli et al., 2006); (iii) increase of polyreactive Abs (He et al., 2006, Qiao et al., 2006); and 

(iv) impaired response to vaccines (De Milito et al., 2004, Pallikkuth et al., 2012). Altogether, 

these perturbations result in a diminished antigen-specific Ab response and an enhanced non-

specific polyclonal response. Notably, these immunomodulatory effects are driven directly by 

viral pathogenic mechanisms and indirectly through immunopathogenesis triggered by host 

antiviral responses (Moir et al., 2013). Presently, it is yet to be determined whether this 

immunological disruption occurs as a function of chronicity or due to mechanisms initiated at 

the acute stage of the viral infection.  

Concomitant with the dysregulation observed in the humoral immune response, an increase in 

T follicular helper (TFH) cells has also been observed during persistent HIV (Cubas et al., 2013) 

and HCV (Feng et al., 2012) infections as well as the chronic phase of LCMV infection (Fahey et 

al., 2011). In the LCMV model, expansion of TFH cells has been attributed to polarization of the 

CD4 T cell compartment towards TFH responses, which suggests a role of cytokines such as IFN-I 

that skew differentiation and maturation towards TFH and away from T helper type 1 (TH1) cells 

(Osokine et al., 2014). The role of IFN-I signaling with respect to T cells is well characterized and 

increasing evidence shows that this antiviral cytokine has both enhancing and 
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immunosuppressive effects on the T cell response upon viral infection (McNab et al., 2015, 

Oldstone, 2015). Two recent studies clearly outlined the bipolar effect that IFN-I renders on T 

cell mediated immune responses by comparing the expression profile of IFN-I and IFN 

stimulated genes (ISGs) in LCMV Armstrong (acute) versus LCMV Clone 13 (Cl13; persistent) 

infection (Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013). Collectively, this research revealed that 

although protective upon transient elicitation such as in acute infections, prolonged elevation 

of IFN-I levels post infection led to immunosuppression of T cell responses. In these studies, 

sustained expression of IFN-I was shown to drive upregulation of immunosuppressive 

molecules such as PD-1 and IL10 as well as disruption of splenic architecture and dampened 

effector CD8+ T cell (CTL) responses (Barber et al., 2006, Brooks et al., 2006, Ng et al., 2015, 

Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2012, E. B. Wilson et al., 2013). Altogether, this 

contributes to the failure of viral clearance and eventual persistent infection.  

Similarly, IFN-I production has also been shown to enhance the development of the Ab 

response against acute viral infections or vaccine antigens (Coro et al., 2006, Le Bon et al., 

2001). Furthermore, IFN-I produced during persistent viral infection has been shown to 

suppress replication of a superinfecting virus consequently reducing the adaptive immune 

response against the secondary infection (Honke et al., 2016). However, despite data 

demonstrating that similar to T cells, upregulation of ISGs occurs in B cells from HIV-viremic 

patients (Moir et al., 2004), the direct influence of IFN-I on the development of the humoral 

immune response during persistent viral infection is yet to be elucidated. In this report, we use 

the LCMV mouse model to further characterize the molecular mechanisms that drive the 

modulation and resulting humoral immune dysregulation during persistent virus infection.  

6.4. Results 

LCMV infection impairs the humoral response to T-dependent antigens 

Although the influence of escape mutations within the glycoprotein envelope of LCMV as well 

as a dysregulated T cell response have been implicated in the delayed appearance of nAbs 

(Battegay et al., 1993b, Pinschewer et al., 2004), it is unclear whether broader modulation of 
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the immune response contributes to the disrupted humoral response. To directly evaluate this, 

we analyzed the Ab response against the model T-dependent (TD) antigen, nitrophenyl (NP) 

coupled to chicken gamma globulin (CGG) in the context of CTL-controlled LCMV (Fung-Leung et 

al., 1991a, Moskophidis et al., 1987) and Ab-controlled vesicular stomatitis virus (VSV) infection 

(Steinhoff et al., 1995). Here, NP was used to evaluate the global humoral response that is 

independent of the reaction against the pathogenic determinants of the viruses used in the 

different experimental conditions. C57BL/6 (B6) mice were infected with LCMV Cl13, VSV 

Indiana or mock-infected with culture media only. The three groups were contemporaneously 

immunized with NP-CGG, which predominantly elicits an IgG1 response (Cumano et al., 1985). 

At various time points after immunization, the NP-specific IgG1 serum response was monitored 

by ELISA, which revealed that NP-specific IgG1 titers were significantly reduced in LCMV Cl13-

infected mice, compared to VSV-infected or mock-infected control mice (Fig. 1a). Furthermore, 

this impairment was also present albeit to a lesser extent in mice infected with the non-

persistent LCMV strain WE (Fig. 1b; left panel and Supplementary Fig. 1a). Although LCMV-

associated impairment of NP-specific responses declined after day (d)12, the increase in the 

IgG1 responses thereafter did not attain the levels observed in VSV-infected or mock-infected 

groups for the duration of the experiment (30 days) (Fig. 1a). The kinetics of the disrupted NP-

specific response and the impact by both the acute and persistent strains of LCMV suggest that 

the immunological process that drives this phenotype partially occurs early after infection and 

not entirely at the chronic stage. 

To further characterize the duration of LCMV-associated effects on the NP-specific response, 

we immunized mice 4 days before (d-4) and on d4, d8, d12, d20 or d30 after LCMV-WE or VSV 

infections (Supplementary Fig. 2a-b). As shown, the Ab response in the VSV-infected group was 

unaffected irrespective of the time interval between infection and immunization. On the other 

hand, NP-specific IgG1 responses in LCMV WE-infected mice revealed similar levels of 

impairment upon immunization on d4, d8 and d12 post immunization. However, only limited 

impact on the NP-specific response was observed when immunization was carried out on d-4 

before or d20 after infection indicating that B cell responses: (i) were less susceptible to LCMV 

impairment if established prior to infection; (ii) start to recover by d20 following LCMV WE 
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infection before returning to normal levels by d30 post infection and (iii) remain impaired past 

d30 following infection with LCMV Cl13 (Fig. 1b, right panel). Upon infection with LCMV Cl13 or 

VSV as above and simultaneous immunization with a T-independent Type 2 (TI-2) antigen, NP-

FICOLL, NP-specific IgG3 (Fig. 1c) and IgM (Fig. 1d) responses were similar in all groups although 

a trend towards weaker IgM responses in the LCMV-infected group was observed at latter time 

points. These results demonstrate that LCMV predominantly impairs the TD response. Similar 

results were also observed in LCMV WE-infected mice (Supplementary Fig. 1b-c). 

Despite the impairment of the TD response, however, the affinity maturation process was 

unaltered by LCMV infection. As illustrated in Fig. 1e for LCMV Cl13 (Supplementary Fig. 1d for 

LCMV WE), the ratio of high affinity anti-NP IgG1 Abs binding to NP4-BSA versus the total anti-

NP IgG1 response, measured using NP26-BSA, reflected a similar increase in Ab affinity at 

various time points in all three experimental groups. Similar results were also obtained when 

immunizations were performed on d-4, d4, d8, d12, d20 or d30 post-infection (Supplementary 

Fig. 2c). Thus, although diminished in serum concentration, the quality of the NP-specific 

response was not affected by LCMV infection. Importantly, the reduction in the NP-specific 

response occurs in the context of increased total IgG serum levels that is evident by d12 in 

LCMV Cl13- (Fig. 1f) and d8 in LCMV WE- (Supplementary Fig. 1e) infected mice compared to 

VSV- or mock-infected animals. These results are in agreement with the emergence of 

polyclonal non-specific B cell activation and resultant HGG that is observed during LCMV 

infection (Hunziker et al., 2003) and other persistent viral infections such as HIV (De Milito et 

al., 2004, He et al., 2006) or HCV (Kawamoto et al., 1993).  

 

LCMV infection modifies the lymphoid microenvironment and B-cell function 

To gain further insight into the immunological milieu within which the impairment of TD NP-

specific Ab responses occurred, we evaluated B cell populations and the splenic 

microenvironment in the three infection groups on d8 post infection/immunization. Similar to a 

previous report (Odermatt et al., 1991), we observed perturbations in the splenic architecture 

whereby immunohistochemistry revealed a dramatic disruption of B cell follicles in LCMV-

infected mice relative to VSV- and mock-infected controls with B cells being mostly found 
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outside of the follicles (Fig. 2a). Counterintuitive to this disruption, while total splenic B cell 

numbers were unaltered (Supplementary Fig. 3a-b), the number and proportion of GC B cells in 

the LCMV-infected group were significantly increased (Fig. 2b). Expansion of the GC B cell 

population suggested hyperactivation of B cells in the LCMV group. Given that this 

phenomenon could manifest as increased differentiation into effector B cell subsets (e.g., 

plasma cells; PCs), we evaluated the splenic Ab-secreting cell (ASC) population on d8 after 

infection and immunization with NP-CGG using ELISPOT (Fig. 2c). In agreement with the 

presence of HGG, the total number of IgG-secreting ASCs in the LCMV-infected group was 

increased. Conversely, the quantity of NP-specific ASCs was significantly decreased in the LCMV 

group, correlating with the depressed antigen-specific Ab response. Similar results were also 

observed in the bone marrow compartment to which the PCs migrate after differentiation in 

the secondary lymphoid organs (data not shown) and these features were also observed in 

LCMV WE-infected animals as well (Supplementary Fig. 3c). Lastly, consistent with the increase 

in the number of IgG-secreting ASCs due to hyperactivation during LCMV infection, ASCs from 

this group also displayed an increased secretory capacity (Fig. 2d). Expressed here as a ratio, 

the ex vivo Ab concentration from splenic ASCs was quantified from culture supernatants and 

revealed that following LCMV infection, ASCs secreted a significantly higher quantity of Ab 

relative to VSV- or mock-infected mice.  

 

LCMV infection triggers the expansion of TFH  and an increase in their effector function 

Upon phenotypic characterization of the CD4 T cell compartment, we observed that while the 

absolute number of CD4 T cells was unchanged (Supplementary Fig. 4a), there was a 

contraction in the proportion of CD4 T cells in the LCMV-infected group (Supplementary Fig. 

4b). This coincided with a significant increase in the TFH compartment (CD4+CD62L-

CD44+CXCR5+Bcl-6+) as shown in Fig. 3a and Supplementary Fig. 4c-d for LCMV Cl13 and WE, 

respectively. These results are supported by previous work, which demonstrated that LCMV 

increased differentiation of CD4 T cells into TFH, and this redirected differentiation program was 

sustained in LCMV Cl13 due to viral persistence(Fahey et al., 2011). Based on these changes in 

the TFH population and their potential influence on the humoral immune response, we sought 
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to determine whether the essential co-stimulatory and signaling molecules that comprise 

interaction between TFH and GC B cells were similarly modified during LCMV infection. Using 

flow cytometry, we observed an increased proportion of TFH cells expressing PD-1 in the LCMV 

WE-infected mice (Supplementary Fig. 4e) whereas TFH cells from LCMV Cl13-infected mice 

were only slightly elevated compared to controls although not to a statistically significant level 

(Fig. 3b). On the other hand, proportions of TFH expressing ICOS were significantly augmented. 

Surprisingly, while proportions of B cells expressing PD-L1 similarly increased (Fig. 3c, LCMV 

Cl13 and Supplementary Fig. 4f, LCMV WE), those expressing ICOSL were reduced whereas the 

ligand pair CD40:CD40L remained unchanged across the three infection groups (Fig. 3b-c). 

Serum levels of BAFF were also elevated in LCMV-infected mice along with BAFF, IL-21 and IL-4 

mRNA and protein expression in CD4 T cells (Fig. 3d-e). Predilection towards TFH differentiation 

in the context of persistent infection can occur as a result of prolonged expression of IFN-I. 

However, whether the effects on the humoral response were solely due to a modulated TFH 

response shaping the B cell response or more direct impact of IFN-I on the B cells is unknown. 

To determine the potential role of TFH immunomodulation on perturbation of the humoral 

response, we administered blocking Abs against PD-1, which comprises a key molecular 

interaction between GC B cells and TFH (Good-Jacobson et al., 2010). As illustrated in 

Supplementary Fig. 4g-h, blockade of PD-1 prior to infection and immunization with NP did not 

alter the NP-specific and total IgG titers relative to the isotype control group. Similar results 

were obtained following PD-L1 blockade (data not shown). Therefore, in our model, humoral 

disruption was immutable to blockade of the PD-1 pathway suggesting a more direct role of 

IFN-I on B cell function.  

 

IFNAR signaling is essential for LCMV-mediated humoral immune response disruption 

Previous studies have demonstrated a rapid and robust increase in LCMV-induced IFN-I levels in 

the serum (Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013), which, as illustrated in Fig. 4a, was also 

observed in our LCMV cohort as well as in VSV-infected mice albeit to a much lesser extent. To 

determine whether IFN-I could have a direct impact on B cells, we performed in vitro 

stimulation of B cells with IFN-β in the presence or absence of BCR signaling to evaluate any 
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modifications in survival and proliferation. Here, B cell samples were harvested from both 

wildtype B6 and IFNAR-/- mice to determine specific action by IFN-I. As shown in Fig. 4b, 

addition of IFN-β in the WT B cell culture sustained the survival of B cells by 2.5 fold after 4 days 

whereas as expected, B cells from IFNAR-/- mice did not respond to IFN-β. Interestingly, upon 

stimulation through the BCR, survival of cultured B cells was diminished regardless of addition 

of IFN-β. Furthermore, while BCR stimulation increased B cell proliferation, the addition of IFN-

β completely abrogated the BCR-dependent increase in proliferation (Fig. 4c). We also 

measured B cell activation by evaluating expression of the activation marker CD69 upon which 

we found that IFN-β increases B cell activation independently of BCR stimulation (Fig. 4d). 

Given the enhancement of survival independent and antagonistically to BCR signaling, these 

results suggest that IFN-I signaling could potentiate the increase of non-specific B cells while 

impairing the development of antigen-specific B cell responses.  

To directly evaluate the effect of IFN-I signaling in our in vivo model, we performed LCMV Cl13 

infection and co-immunization with NP in mice that were treated with either an anti-IFNAR 

blocking Ab or isotype control Ab. Remarkably, although the LCMV-specific binding Ab response 

was unaffected by IFNAR blockade as shown previously (Supplementary Fig. 5a) (Teijaro et al., 

2013, E. B. Wilson et al., 2013), NP-specific serum Ab titers were restored to levels present in 

VSV- or mock-infected controls (Fig. 5a). In addition, restoration of the anti-NP humoral 

immune response was observed following either: (i) a single anti-IFNAR administration 

conducted on d-1 prior to the infection/immunization or (ii) a series of 11 anti-IFNAR 

treatments conducted every third day until d30 post-infection/immunization although the 

effect of the single Ab treatment regimen seemingly waned over time (Supplementary Fig. 5b). 

However, consistent with a previous report that showed the induction of HGG in IFNAR-/- mice 

following LCMV infection (Hunziker et al., 2003), HGG was unchanged by this treatment (Fig. 5b 

and Supplementary Fig. 5c). Furthermore, while the number of NP-specific ASCs returned to 

those found in control animals (Fig. 5c; right panel), total IgG-secreting ASCs remained elevated 

in anti-IFNAR-treated animals (Fig. 5c; left panel), consistent with the persistence of HGG. 

Collectively, these results suggest that; (i) the suppressive effect of IFN-I on the NP-specific Ab 
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response occurs early following LCMV infection and persists for several weeks and (ii) functional 

positive B cell selection is restored upon IFNAR blockade. 

Surprisingly, although IFNAR blockade led to the restoration of total splenic CD4+ T cell 

proportions (Supplementary Fig. 6a), the increase in TFH observed following LCMV infection 

remained unchanged (Fig. 5d). Moreover, the treatment bore limited to negligible impact on IL-

4 and IL-21 expression in CD4 T cells (Supplementary Fig. 6b), GC B cell proportions 

(Supplementary Fig. 6c) and relative Ab secretion by ASCs (Supplementary Fig. 6d). However, 

relative to the isotype control, anti-IFNAR treatment resulted in moderate modulation in the 

expression levels of ICOS, PD-L1 and ICOSL (Fig. 5e-f). Given that TFH and GC B cell populations 

remained elevated following IFNAR blockade and that NP-specificity was recovered, we sought 

to determine whether B cell follicular structure was also restored as previously described for 

general lymphoid architecture potentially explaining the ameliorated antigen-specific response 

(Ng et al., 2015, Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013). However, only partial recovery of 

the B cell follicle structure was observed suggesting that B cell localization could be disrupted 

(Fig. 5g). Based on the role of CXCR4 in the trafficking of B cells in lymphoid follicles (Nie et al., 

2004), we examined its expression level upon IFNAR blockade. As shown in Fig. 5h, we 

observed a dramatic elevation in CXCR4 expression in total B cells which was restored to base 

levels upon IFNAR blockade. Surprisingly, this variation in CXCR4 levels was not observed in the 

GC compartment illustrating a significant role played by IFN-I during LCMV infection in altering 

the trafficking and localization of B cells. This interplay suggests a mechanistic outline by which 

IFN-I modulates the humoral immune response. 

 

B-cell intrinsic IFN-I signaling directly disrupts the antigen-specific humoral response 

Our data so far have suggested a direct effect of IFN-I on B cells. Therefore, to determine the 

role of B cell-intrinsic IFN-I signaling on the impaired humoral response observed during LCMV 

infection, we developed a chimeric model by reconstituting irradiated B6 mice with a mix of 

bone marrow cells from B cell deficient (JHT) mice (Chen et al., 1993) and IFNAR-/- mice. As a 

result, we obtained chimeras in which only the B cells are deficient in IFN-I-signaling. Upon Cl13 

infection and NP-CGG immunization of these chimeras we observed restoration of the NP-
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specific response to levels observed in the VSV- or mock-infected animals (Fig. 6a), which was 

consistent with the IFNAR blockade experiment. Interestingly, whereas IFNAR blockade did not 

ameliorate HGG, the levels of serum IgG in LCMV Cl13 infected JHT/IFNAR-/- chimeras were 

significantly lower than those in WT animals and normal relative to VSV and mock-infected 

mice (Fig. 6b). Yet, despite the normalization of humoral immune responses, JHT/IFNAR-/- mice 

only exhibited partial rescue of the splenic marginal-zone and B cell follicle structures (Fig 6c). 

Perhaps the most significant impact observed by the absence of B cell-specific IFNAR signaling 

was the accelerated emergence of nAbs in the chimeras compared to both control JHT/B6 

chimeras and more importantly, WT B6 mice (Fig. 6d). Collectively, these data illustrated a 

potent effect borne by IFN-I signaling directly on B cells, which upon negation results in a 

normal antigen-specific humoral response as well as enhanced induction of LCMV nAbs.  

6.5. Discussion 

The immune response in the LCMV-infection model has been classically defined as cell-

mediated (Zinkernagel et al., 2001b) whereas the role of the humoral immune response has 

only been considered relevant in the context of re-infection (Zinkernagel et al., 1985). Although 

the absence of an initial robust Ab response and infection-induced dysregulation has been 

primarily attributed to antiviral escape mechanisms (Ciurea et al., 2000, Pinschewer et al., 

2004) the immunological processes that drive the disruption of humoral immunity during 

persistent infection are yet to be elucidated.  

In this report, we reveal that emergence of humoral dysfunction during LCMV infection occurs 

in an IFN-I-dependent manner in which antigen specificity in the TD immune response was 

impaired; this effect was notably more evident in Cl13- relative to the WE-infected animals. 

Collectively, the presence of humoral disruption observed with both viral strains illustrates that 

pathogenic mechanisms present in the acute phase of infection as well as sustenance of viral 

burden in the face of prolonged Cl13 infection both play a role in the observed perturbations. In 

addition to changes in the humoral response, TFH expansion was also observed during LCMV 

infection alongside elevation of IFN-I levels. These observations are validated by previous work 
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(Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013), which established the central role played by IFN-I 

in orchestrating chronicity due to immunopathogenic characteristics of LCMV.  

A key determinant of humoral immunity is the interaction between B and T cells that comprise 

the TD arm of the Ab-mediated response. In the follicular context of the B cell response, the 

synapse between these two lymphocytes features a myriad of ligand pairings such as 

ICOSL:ICOS, PD-L1/PD-L2:PD-1 and CD40:CD40L (listed as B:T interactions) (Breitfeld et al., 

2000, Nutt et al., 2011), which drive the essential signaling cascades that provide survival 

signals to GC B cells in the form of cytokines (e.g., IL-21, IL-4 and BAFF) (Goenka et al., 2014, 

Rasheed et al., 2013, Yusuf et al., 2010). 

In our study, whereas blockade of IFN-I signaling using anti-IFNAR Abs reestablished the anti-NP 

response and partially restored the expression of costimulatory molecules between B and T 

cells, HGG remained present similar to a previous report in IFNAR-/- (Hunziker et al., 2003). In 

addition, expansion in the TFH and total IgG-secreting ASC populations was observed despite 

IFNAR-blockade. Furthermore, treatment with anti-PD-1/PD-L1, which was conducted prior to 

infection and co-immunization, bore no impact on LCMV-mediated dysregulation. Although 

these findings did not rule out that a cocktail of costimulatory-blockade treatments would 

effectively diminish the extent of humoral dysregulation observed, they suggested that the 

effects of LCMV-induced IFN-I acted directly on B cells. The significance of this interaction was 

demonstrated using JHT/IFNAR-/- chimeric mice in which only B cells carried the receptor 

knockout. Remarkably, the complete absence of IFN-signaling on B cells restored normal 

humoral function with increased NP specificity and reduced HGG to levels similar to those 

observed in VSV- or mock-infected mice. Altogether, these results revealed the role of IFN-I 

signaling on B cells and advance a means by which to counter the effects of aberrant humoral 

responses triggered by this cytokine. Furthermore, targeted attenuation of B cell-specific IFNAR 

signaling may be more pragmatic towards clinical considerations than indiscriminate IFNAR 

blockade. 

Along with the recovery of the antigen-specific humoral response, we observed a reduction in 

the extent of destruction to splenic follicular architecture upon both the blockade and B cell-

specific knockout of IFNAR. Similar to the recovery of the general splenic tissue organization 
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observed in previous studies (Teijaro et al., 2013, E. B. Wilson et al., 2013), we surmise that this 

occurs in part due to preservation of cellular trafficking and localization in the splenic 

microstructure. In the TD response, interactions between the GC B cells and TFH occur in the LZ 

of the GC wherein, upon positive selection, GC B cells migrate to the DZ where somatic 

hypermutation and clonal expansion occur. Thereafter, B cells expressing the rearranged BCRs 

traffic back to the LZ for another round of selection in which higher affinity B cell clones are 

selected and continue to receive survival signals while the low affinity clones are deleted. This 

iterative process constitutes the principle of affinity maturation and shuttling back and forth 

between the LZ and DZ is actuated by differential expression of chemokines receptors such as 

CXCR4 and CXCR5 (Allen et al., 2004, Bannard et al., 2013). Upon analysis of CXCR4 expression 

on B cells, we observed that the LCMV-associated increase in total B cells was completely 

reversed by anti-IFNAR Ab administration. However, since CXCR4 expression on GC B cells 

remained unchanged across all groups we surmise that the increased expression of the 

chemokine receptor upon infection most likely occurred in B cells outside of the GC. It is 

important to note that this change to cellular trafficking and localization likely represents only a 

fraction of similar such changes that alter splenic structure during LCMV infection. 

In addition, these changes to B cell trafficking also suggest altered positive selection thresholds 

of effector cells. This possibility is further advanced by the increase in GC B cell numbers as well 

as the expansion of the non-specific ASC population. Along with the observation of TFH increase 

in LCMV infected animals, we deduce that the positive selection process in which antigen-

specific B cell clones compete for survival signals from TFH is dysregulated. However, the affinity 

maturation process is still intact despite this disruption based on the stability of the high affinity 

NP4-BSA Ab titers in all the infection groups. Thus, the positive selection mechanism is 

functional yet stunned by the influx of non-specific B cell clones. Most significantly, the increase 

in LCMV nAbs observed in the JHT/ IFNAR-/- chimeras relative to WT B6 and JHT/B6 can also be 

accounted for by such a mechanism. In this setting, the WT response features increased 

activation of non-specific B cell clones that is further exacerbated by the immunodominance of 

the non-neutralizing epitopes on the surface of LCMV envelope glycoprotein. Consequently, the 

response to neutralizing epitopes, which are immunorecessive and lower in concentration, is 
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further diminished by the effects of IFN-I signaling. However, in the absence of IFNAR on B cells, 

positive selection occurs at a threshold similar to that observed in acute infections in which 

effective nAb responses are elicited.  This is a significant characterization given that the 

elicitation of nAbs and moreover, broadly nAbs, is also delayed in chronic infection settings 

such as HIV and HCV whose immunological profiles closely mirror those observed in LCMV. 

Delineation of the IFN-I-associated role in this impediment convincingly underscores an 

immunological process by which nAb responses are delayed in human infections.  

Another important aspect of persistent infection is poor immunization responses in infected 

patients. Using NP co-immunization, our model recapitulates the diminished response against a 

secondary antigen, similar to an immunogen, and elucidates the role played by IFN-I-mediated 

signaling in the chronic infection setting. Other studies have also shown that poor responses 

against vaccines are correlated with an increased PD-1:PD-L1 profile in HIV and HCV infected 

patients (Cubas et al., 2013, Moorman et al., 2011). 

In conclusion, the lack of an effective humoral immune response during LCMV infection is 

driven by general modulation to the humoral immune microenvironment by IFN-I. This 

modulation is limited to the TD response and is established early following infection; as well, 

blockade of IFN-I-mediated effects allows the immune response to proceed normally. 

Altogether, there are many aspects of the immune response to consider in their entirety but 

the significance of IFN-I signaling offers an ideal anchor for future analysis and provides a 

therapeutic target against persistent viral infections to potentially boost Ab responses as well as 

limit immunopathogenesis.  
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6.6. Figures 
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6.7. Material and methods 

Mice, infections and immunizations 

6-8 week-old B6 female mice were purchased from Charles River Laboratories (St-Constant, 

Quebec, Canada). JHT, mice were obtained from Rolf M. Zinkernagel, Zurich, Switzerland. IFNAR-

/- mice on a B6 background were obtained from Ulrich Kalinke, Hannover, Germany. All mice 

were maintained at the INRS animal facility until use. 

To generate mixed bone marrow chimeric mice, bone marrow cells from 8-12 weeks-old B6, JHT 

and IFNAR-/- mice were mixed at a ratio of 1:4 JHT/IFNAR-/- or JHT/B6 and injected intravenously 

(i.v.) into lethally irradiated (2x 600 rads) B6 mice. Mice were left untouched for ≥ 5 weeks to 

allow for immune reconstitution as determined by flow cytometry. 

All viral strains used in this paper were obtained from Rolf M. Zinkernagel, Zurich, Switzerland. 

Infections with LCMV Cl13, LCMV WE or VSV Indiana were carried out by i.v. injection with 

2x106 pfu of virus or with culture media alone (mock). 

For T cell-dependent Ab response characterization, mice were immunized intraperitoneally 

(i.p.) with 50 μg alum-precipitated 4-Hydroxy-3-nitrophenylacetic hapten conjugated to chicken 

gamma globulin (NP-CGG; Biosearch Technologies, Petaluma, USA)), at a ratio of 53:1, or with 

precipitated alum alone as a control. For T cell-independent Ab response characterization, mice 

were immunized i.p. with 5 μg 4-Hydroxy-3-nitrophenylacetic hapten conjugated to 

AminoEthylCarboxyMethyl-FICOLL (NP-FICOLL; Biosearch Technologies, Petaluma, USA) in PBS, 

at a ratio of 40:1, or with PBS alone as a control. All mice were maintained under specific 

pathogen–free conditions and immunizations or adoptive transfers were carried out at 6–10 

weeks of age. 

Blocking Abs were used to block PD-1 and IFNAR signaling. For PD-1 blockade 250 µg of blocking 

Abs or isotype control (BioXcell, West Lebanon, NH, USA) were injected i.p. every 3 days 

starting 1 day before infection and continuing throughout the whole experiment. For IFNAR 

blockade, 500 µg of blocking Abs or isotype control (Leinco Technologies) were injected i.v. 

every 2 days starting 1 day before infection and stopping at various time points as indicated. All 
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animal experiments were reviewed and approved by the INRS animal care committee and in 

accordance with AAALAC and CCAC guidelines. 

 

B cell in vitro stimulation and CFSE staining 

Splenic B cells were isolated using the EasySepTM Mouse B Cell Enrichment Kit  (Stemcell 

Technologies, Vancouver, BC, Canada) according to the manufacturer’s instructions. B cells 

were resuspended to 2 x 107 cells/ml in PBS containing 2% FBS and CFSE (Fisher, Waltham, MA, 

USA) was added to a final concentration of 1 μM. Samples were incubated for 5 min at room 

temperature and staining was quenched by addition of an equal amount of FBS. Cells were 

washed with PBS/2% FBS and resuspended in RPMI-1640 medium supplemented with 10% FBS, 

2 mM glutamine, 100 U/ml Penicillin, 100 μg/mL streptomycin and 55 μM 2-Mercaptoethanol. 

3 x 106 cells/well were seeded in 24-well plates and stimulated with either 10 μg/mL goat anti-

mouse IgM (Jackson Immunoresearch West Grove, PA, USA) and 500 U/mL mouse IFN-β 

(Quansys Biosciences, Logan, UT, USA) or respective combinations and cultured (37 °C, 5% CO2) 

for either 7.5 hours or 4 days. 

 

Antibodies and detection reagents 

The following staining reagents were used: Anti-CD3 (145-2C11), anti-CD4 (H129,19), anti-

CD62L (MEL-14), anti-CD44 (IM7). anti-CD45R (RA3-6B2), anti-PD-1 (29F,1A12), anti-PD-L1 

(10F.9G2), anti-ICOSL (HK5.3), anti-CD40 (HM40-3), anti-CD40L (MR1), anti-CXCR4 (L276F12), 

and anti-IL-4 (11b11) were from Biolegend (San Diego, CA, USA);  anti-CD19 (eBio1D3), anti-

ICOS (7E,17G9), anti-IL-21 (mhalx21), anti-CD69 (H1.2F3) and anti-GL7 (GL-7) were from 

eBiosciences (San Diego, CA, USA); anti-Bcl-6 (K112-91), anti-CXCR5 (2G8), and anti-Fas (Jo2) 

were from BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA). PNA (B-1075; Vector Laboratories, 

Burlington, ON, Canada) was used for staining of germinal center B cells and MOMA-1 (Abcam, 

Cambridge, UK) for the staining of MZ macrophages.  
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Flow cytometry 

Single-cell suspensions of splenocytes were stained on ice with the appropriate Abs in PBS 

containing 1% (v/v) bovine serum albumin (BSA, Fisher, Waltham, MA, USA) and 0.1% (w/v) 

sodium azide (GE Healthcare, Mississauga, ON, Canada). Nonspecific staining was blocked by 

24G2 Ab against CD16/32 (Biolegend; prepared as previously described(Hannum et al., 2000). 

Samples were fixed with 1% (v/v) paraformaldehyde and analyzed on a BD LSR II Fortessa (BD 

Bioscience). For intracellular cytokine staining, splenocytes were stimulated ex vivo for 5 h with 

phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MI, USA) (100 ng/mL), 

ionomycin (Sigma-Aldrich) (1 μM) and Brefeldin A (Sigma-Aldrich) (10 µg/mL). Samples were 

fixed and permeabilized prior to incubation with Ab in permeabilization buffer (eBiosciences). 

Dead cells were excluded based on positive staining with 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD) (BD 

Pharmingen), and doublets gated out using FSA-A/SSC-A. Data were analyzed with FlowJo 

software (TreeStar, Ashland, OR, USA). 

 

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) 

CD4+ T cells were magnetically selected using the EasySep system (StemCell, Vancouver, BC, 

Canada), frozen and conserved at -80°C. Total RNA was isolated using the RNeasy Mini kit 

(Qiagen, Hilden, Germany) and quantified by Nanodrop ND-1000 (Fisher, Waltham, MA, USA). 

cDNA was synthesized from total RNA using the Superscript III First-Strand Synthesis SuperMix 

(Applied Biosystems) and frozen at -80°C until use. Gene expression was determined by 

quantitative PCR using TaqMan Gene expression System (Life Technologies, Burlington, ON, 

Canada) on a Rotor-gene 6000 system (Corbett, Concorde, Australia). Standard commercial 

TaqMan probes were used for IL-4, IL-21 and BAFF (Life Technologies). Samples were 

normalized to GAPDH and represented as fold change over mock-infected mice using the ΔΔCT 

method(Schmittgen et al., 2008). 

 

ELISA and ELISPOT assay 

ELISAs were used to quantify both serum and cell culture-supernatant Ab levels. 96 well plates 

(Mabtech, Cincinnati, OH, USA) were coated overnight at 4 °C with 0.1 μg of NP-BSA conjugated 
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at a ratio of NP to BSA ranging from 4:1 to 26:1. Nonspecific binding was blocked with 10% (v/v) 

fetal bovine serum and 0,2% (v/v) Tween 20 in PBS. Horseradish peroxidase (HRP)–conjugated 

secondary Abs: anti-IgM, anti-IgG1, anti-IgG2b and 2c, anti-IgG3, and anti-IgG (total IgG) 

(Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) were detected with 0.04% (w/v) o-

phenylene-diamine and 0.8% H2O2 (v/v) in citrate buffer. Serum BAFF detection was done by 

coating 96-well plates overnight at 4°C with 2 µg of anti-BAFF Ab (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA) in carbonate buffer. Nonspecific binding was blocked with 1% (v/v) BSA in PBS. HRP-

conjugated anti-BAFF secondary Ab (R&D Systems) was detected with 0.04% (w/v) o-

phenylene-diamine and 0.8% H2O2 (v/v) in citrate buffer. Serum IFN-α and –β detection was 

done using Verikine kits (PBL Assay Science, Piscataway Township, NJ, USA) in conditions 

recommended by the company. LCMV nucleoprotein-specific IgG serum Abs were determined 

by ELISA using plates coated with purified recombinant LCMV nucleoprotein-GST as previously 

described(Chabot et al., 2013). 

For ASC determination by ELISPOT, a mouse IgG ELISPOTPlus kit (Mabtech, Nacka Strand, 

Sweden) was used. Briefly, 96-well nitrocellulose plates (Millipore, Etobicoke, ON, Canada) 

were coated overnight at 4°C with anti-IgG antibody. Nonspecific binding was blocked with 5% 

(v/v) FBS in PBS. Cell suspensions obtained from spleens were added to wells (104 cells for 

detection of IgG and 105 for NP) in duplicate and incubated overnight at 37°C in a 5% CO2 

atmosphere. B cell spots were developed by sequential washes with PBS, addition of 

biotinylated anti-IgG or NP-BSA-Biotin, washes with PBS, addition of streptavidin-alkaline 

phosphatase, washes with PBS and addition of 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate substrate 

for 15 minutes. Spots were counted using an AID Elispot Reader (Autoimmun Diagnostika 

GmbH, Straϐberg, Germany). 

 

Immunochemistry 

Freshly harvested spleens were flash frozen in OCT (Electron Microsopy Sciences, Hartfield, PA, 

USA) in liquid nitrogen, stored at -80°C and processed for sets of 10 µm section sizes with a 

cryostat (Microm HM 525; GMI, Ramsey, MN, USA). Tissue sections were fixed on slides in 75% 

acetone and 25% ethanol (v/v) for 5 minutes and incubated with primary reagent in PBS for 1 h 
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at room temperature. The following primary reagents were used: anti-mouse CD19-PE (RA3-

6B2, eBiosciences, 1:10000) and anti-mouse MOMA-1-FITC (Abcam, Toronto, ON, Canada, 

1:200). Tissue sections were then washed in PBS and incubated with a secondary Alexa 488 

anti-FITC (Life Technologies) to amplify FITC signal or strep-A488 if needed. Tissue sections 

were then mounted with Prolong (Life Technologies), dried overnight and observed using a 

LSM780 confocal microscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). 

 

Ab secretion quantitation 

Freshly prepared splenocyte suspensions were plated in triplicates in 96-well flat bottom plates 

at 105 cells per well in culture medium containing DMEM, 10% FBS, 1% streptavidin/penicillin 

1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate and β-mercaptoethanol. Cells were incubated for 48 

hours at 37°C and culture media was harvested to quantify Ab by ELISA. This quantitation was 

compared to the numeration of ASCs obtained using ELISPOT to define an individual secretion 

per ASC cell. 

 

LCMV nAb quantification 

LCMV nAb were quantified as described previously(Lopez-Macias et al., 1999). In brief, serial 2-

fold dilutions of 10-fold prediluted sera were incubated with LCMV for 90 min at 37°C in 96-well 

plates. MC57G mouse fibroblasts were added, and incubated for 1 h to allow cells to settle and 

be infected by non-neutralized virus; cells were then overlaid with 1% methylcellulose in MEM. 

After 48 h, cell monolayers were fixed with 4% formalin and infectious foci were detected by 

intracellular LCMV staining of infected cells with rat anti-LCMV mAb VL-4. 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed using the SPSS software (IBM, Markham, ON, Canada). Statistical 

significance was assessed with a one-way ANOVA followed by a Tukey post-hoc test. P < 0.05 

was considered significant * = p < 0.05 ** = p < 0.01 *** = p < 0,001. Data are represented as 

means ± standard deviation (SD). 
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7. RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 

Certains résultats importants n’ont pas été inclus dans la publication présentée précédemment 

et se doivent d’être mentionnés dans la thèse : il s’agit de l’évaluation du rôle du TLR7 et de 

ICOS dans la perturbation humorale provoquée par l’infection par LCMV. 

Pour évaluer cela le même protocole d’infection avec LCMV Cl13 puis d’immunisation avec le 

NP que précédemment a été pratiqué à la fois sur des souris C57BL/6 et des souris TLR7-/- ou 

des souris dont la signalisation d’ICOS a été bloquée à l’aide d’une Ac bloquant. Les réponses 

IgG1 spécifique au NP ou IgG totales ont ensuite été mesurées à l’aide d’un ELISA. 

7.1. Influence de ICOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suite au blocage de ICOS la réponse spécifique au NP lors de l’infection LCMV Cl13 n’est pas 

augmentée et l’HGG est toujours présente. 
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7.1. Influence du TLR7 

 

 

 

 

 

 

 

 

Que cela soit sur les souris C57BL/6 ou les souris TLR7-/-, la réponse spécifique au NP lors de 

l’infection LCMV Cl13 n’est pas augmentée et l’HGG est toujours présente. 
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8. DISCUSSION 

8.1. L’importance de la réponse humorale dans la lutte contre 
les infections virales chroniques 

L’idée de vouloir étudier la réponse humorale dans le contexte de l’infection par LCMV peut 

paraître surprenante. C’est un virus qui a été longuement étudié par le passé et le paradigme 

actuel est que la réponse majoritaire (bien que transitoire et partielle) vienne de la composante 

cellulaire du système immunitaire. En effet jusqu’à ce jour et du fait de la quasi absence d’AcN  

(J. M. Pestka et al., 2007, Tomaras et al., 2008, Zinkernagel et al., 2001a), l’élimination du virus 

est considérée comme assumée uniquement par les LT CD8, les Ac ne jouant un rôle que sur le 

long-terme ou dans l’éventualité d’une réinfection (Moskophidis et al., 1987, Planz et al., 1997, 

Thomsen et al., 1996, Zinkernagel et al., 1985). 

Cependant si on essaye d’aborder le sujet avec un angle différent, il est logique d’imaginer le 

système immunitaire comme la balance entre ses deux composantes cellulaires et humorales. 

L’absence ou la réduction drastique d’une composante provoquerait un débalancement et 

modifierait en conséquence l’autre côté de la balance. Dans ce contexte la proéminence de la 

réponse cellulaire pourrait être causée par une incapacité à développer une réponse humorale 

précoce. Un parallèle peut d’ailleurs être tracé entre l’hypothèse que l’augmentation précoce 

de la population CTL serait provoquée par un manque de production précoce d’Ac et 

l’apparition précoce d’AcN chez des souris dans l’incapacité de développer une réponse CTL 

(Battegay et al., 1993b). Malheureusement dans le cas du modèle LCMV, une charge trop 

importante repose alors sur les LT en l’absence d’une réponse Ac efficace et leur sur-activation 

les mènent à l’épuisement (Thomsen et al., 1996). Ceci illustre donc bien l’importance pour le 

système immunitaire de répondre de façon équilibrée avec deux composantes travaillant de 

concert. L’échec de l’une entrainerait nécessairement la chute de l’autre, menant à la 

persistance virale. Ainsi il est tout à fait possible que de restaurer une réponse humorale 

efficace puisse avoir par la suite un effet collatéral positif sur la réponse cellulaire. 
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8.2. Impact de la chronicité 

De part de nombreuses études passées, il est connu que la souche Cl13 de LCMV présente un 

potentiel de chronicité bien plus important que la souche WE. Cette dernière est rapidement 

éliminée chez la plupart des individus infectés alors que Cl13 se réplique plus vite et peut 

persister pendant plusieurs semaines (Bocharov et al., 2004, Smelt et al., 2001). En 

conséquence il paraissait intéressant d’étudier l’impact de cette chronicité sur la réponse 

humorale engendrée. 

De manière globale le fait que les deux souches aient un impact sur la réponse humorale nous 

indique que des mécanismes ayant lieu durant la phase aigüe de l’infection jouent un rôle dans 

la perturbation. Il est cependant important de noter que l’effet est plus prononcé et plus 

durable dans le cas de Cl13, illustrant alors l’importance du maintien d’une charge virale 

conséquente dans le phénomène. 

C’est donc bien la présence et la quantité du virus en lui-même ainsi que les mécanismes 

engendrés par sa présence, que cela soit durant la phase aigüe ou la phase chronique, qui sont 

à l’origine de la perturbation humorale observée lors de l’Infection par LCMV.  



 

  103 

8.3. Rôle du TLR7 

L’activation des cellules immunitaires lors de l’infection par LCMV se fait la plupart du temps 

suite à la détection du génome viral par le TLR7 (Gilliet et al., 2008). Un environnement de 

stress est notamment induit par la sécrétion massive d’IFN-I observée dans les premiers jours 

de l’infection. Le TLR7 est également nécessaire pour le développement de LB spécifiques au 

virus (Walsh et al., 2012), démontrant son implication dans les processus humoraux suite à 

l’Infection par LCMV. Il paraissait donc logique dans le cadre de ce projet d’évaluer si ce PRR 

était impliqué dans la perturbation humorale observée lors de l’infection par LCMV. 

Or, il s’avère qu’au regard des résultats obtenus lors des expériences d’infection par LCMV Cl13 

sur des souris TLR7-/-, le TLR7 ne joue pas de rôle majeur dans l’induction de ce phénomène 

humoral perturbé. Le déclenchement de la sécrétion massive d’IFN doit donc nécéssairement 

être orchestré par d’autres PRR tels que MDA5 ou RIG-I par exemple (Y. Wang et al., 2012). 

Étant donné qu’une des causes possibles du dérèglement humoral est la trop grande activation 

des LB dans le contexte LCMV, il est probable que la détection du virus y joue un rôle primordial 

et il serait pertinent pour la suite du projet d’investiguer les autres voies de détection pour 

déterminer si elles jouent un rôle dans la forte sécrétion d’IFN-I.  
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8.4. Les TFH lors de l’infection chronique, amis ou ennemis ? 

De manière générale les travaux portant sur le domaine démontrent que les sujets infectés par 

des virus persistants, qu’ils soient humains ou souris, présentent une population TFH augmentée 

(Fahey et al., 2011, Kong et al., 2015, Lindqvist et al., 2012). Nous avons par ailleurs démontré 

dans notre étude que lors de l’infection par LCMV les TFH exprimaient de manière exacerbée 

des molécules de la synapse immunologique (PD-1, ICOS) et des cytokines favorisant la survie 

des LB (IL-4, IL-21, BAFF).  

Étant donné que les molécules de la synapse immunologique sont particulièrement 

importantes pour la survie des LB lors de leur sélection dans les GCs (Akiba et al., 2005, Goenka 

et al., 2014, Haynes et al., 2007, Rasheed et al., 2013, Yusuf et al., 2010), que les LB semblent 

« trop » survivre lors de l’infection par LCMV et que le problème semble partiellement résolu 

lorsque l’aide des LT est diminuée (Recher et al., 2004), ces résultats posent la question à savoir 

si les TFH exercent une action positive ou négative dans le développement de l’infection. 

L’augmentation de leur population est-elle la conséquence d’une tentative avortée de contrôle 

de l’infection ou bien d’un détournement à son avantage du système immunitaire par le virus ? 

Cette ambigüité est renforcée par le fait que d’un côté les TFH se montrent primordiaux pour le 

développement d’AcN (Locci et al., 2013) et le contrôle de l’infection virale (Fahey et al., 2011, 

Harker et al., 2011); mais ils ont aussi été rapportés comme délivrant des signaux inefficaces 

(Cubas et al., 2013), comme orientant mal la réponse humorale (Cubas et al., 2013, Preite et al., 

2015) ou comme pouvant dans un autre contexte mener à la formation d’Ac délétères pour 

l’organisme (Ko et al., 2012, Victora et al., 2010).  

L’influence de la voie PD-1 sur le phénotype TFH et la réponse B est connue depuis plusieurs 

années (Hams et al., 2011). En bloquant l’expression de PD-L1 l’équipe du Dr. Fallon avait en 

effet réussi à améliorer la réponse humorale. Cependant dans leur cas cela avait provoqué une 

prolifération des TFH alors que dans notre cas c’est la forte expression de PD-L1 et non son 

blocage qui est associée à cette prolifération. Dans le même ordre d’idée une autre équipe 

avait démontré l’importance de PD-1 dans la fonctionnalité des TFH et leur sécrétion de cytokine 
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(Good-Jacobson et al., 2010). Le rôle exact des molécules de la synapse immunologique durant 

les infections chroniques restait donc assez peu défini. 

Dans l’optique où ces signaux seraient délétères pour le déroulement de la réponse humorale, 

nous avions choisi d’influencer les interactions T-B en perturbant les liaisons de PD-1 et ICOS 

avec leurs ligands. Nos résultats tendent à démontrer que, du moins lorsque bloquées 

individuellement, ces molécules ne jouent pas un rôle dans la perturbation humorale observée 

lors de l’infection par LCMV. Ceci va à l’encontre de résultats déjà démontrés dans d’autres 

modèles d’infection virales chroniques (Dyavar Shetty et al., 2012). Cela n’exclue cependant pas 

que les TFH agissent par le biais d’autres molécules telles que le CD40 ou l’IL-4 ou encore que la 

signalisation concomitante de plusieurs molécules costimulatrices soit à l’origine de phénotype 

humoral modifié. Il reste aussi tout à fait possible qu’ils ne jouent aucun rôle négatif durant 

l’infection par LCMV et que leur augmentation soit un simple effet de compensation suite à la 

difficulté de développement d’une réponse humorale efficace. 

Récemment une autre population de LT CD4 folliculaire a été mise en évidence, les 

lymphocytes T folliculaires régulateurs (TFR) (Chung et al., 2011, Linterman et al., 2011). Ces TFR 

présentent de nombreuses caractéristiques communes avec les TFH, notamment l’expression de 

Bcl6, CXCR5, PD-1 et ICOS, avec la différence majeure qu’ils expriment en plus Foxp3. Ils ont 

pour rôle principal de contrôler l’action des TFH lors de la réponse immunitaire dans les GCs 

(Wollenberg et al., 2011). Or il a été démontré qu’une action efficace des TFR dans un contexte 

de population TFH trop importante permet de diminuer cette population, redistribuer les LB 

adéquatement entre LZ et DZ et de retrouver un réponse humorale spécifique (Preite et al., 

2015). Ainsi il pourrait pour la suite du projet être intéressant d’étudier le phénotype de cette 

sous-population afin d’évaluer son implication dans la régulation des TFH et des LB et 

indirectement dans la réponse humorale perturbée observée lors d’une infection par LCMV. 
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8.5. Hypergammaglobulinémie et perte de réponse spécifique : 
deux phénomènes liés ? 

Dans notre étude nous avons démontré que lors d’une infection par LCMV le système 

immunitaire était incapable de développer une réponse en Ac spécifique au NP. Il parait 

raisonnable d’étendre ce résultat et d’émettre l’hypothèse que l’infection virale provoque un 

état d’immunosuppression humorale généralisée, diminuant la capacité de l’organisme à 

engendrer quelque production d’Ac spécifique que ce soit. 

Ce phénomène était couplé à d’autres symptômes déjà connus par le passé tels que la 

splénomégalie ou encore l’HGG (Hunziker et al., 2003); ou bien démontrés dans nos 

expériences tels qu’une augmentation des GCs ou des PCs. L’ensemble de ces symptômes 

semble être une conséquence logique de l’activation polyclonale des LB parallèle à 

l’augmentation de la charge virale lors de l’infection par LCMV (Hunziker et al., 2003). 

Dans l’ensemble nous avons donc là deux paramètres de la réponse à l’infection qui peuvent 

sembler opposés mais qui partagent une caractéristique commune : la dépendance aux LT. En 

effet nous avons démontré que la diminution spécifique ne s’appliquait pas pour les réponses 

indépendantes aux LT et il est connu que l’HGG ne se développe pas chez des souris CD4-/- 

(Hunziker et al., 2003). En conséquence, il paraissait pertinent de spéculer que les deux 

phénomènes étaient intrinsèquement liés, découlant d’une mauvaise sélection des LB lors de la 

maturation d’affinité, connue pour être hautement dépendante des TFH. 

Cette hypothèse a cependant été finalement remise en question par nos expériences 

impliquant le blocage de l’action de l’IFN-I. En effet lors de nos deux approches (blocage par 

injection d’Ac ou par l’utilisation de chimères de moelle osseuse) nous avons observé  une 

restitution de la réponse spécifique au NP. Cependant contrairement à nos attentes la perte de 

l’HGG polyclonale n’a quant à elle été observée que lors de l’utilisation des chimères, les souris 

bloquées par injection d’Ac conservant leur forte concentration circulante d’IgG.  

Ces derniers résultats nous obligent donc à affiner notre hypothèse. Les deux phénomènes 

parallèles sont soit liés, soit indépendants. Cependant s’ils sont liés, ils font alors intervenir 

l’action de l’IFN-I sur des effecteurs cellulaires différents. 
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8.6. Le rôle de l’IFN-I dans l’infection par LCMV 

Le système immunitaire inné joue un rôle primordial dans l’activation des populations 

immunitaires en réponse à une infection. Sa signalisation se concrétise par une activation de 

centaines de gènes d’activation ou inflammatoires qu’il semble logique de considérer pour 

expliquer l’environnement d’hyper-activation observé durant l’infection par LCMV. Parmi les 

différents effecteurs qui font partie du système inné, l’IFN-I paraissait un des plus pertinents à 

étudier dans la mesure où son implication dans l’activation des LB est déjà connue (Minamino 

et al., 2012). 

De manière très intéressante le fait de bloquer l’action de l’IFN-I en général a permis de 

restaurer une réponse spécifique au NP similaire à celle observée en l’absence d’infection. Ce 

résultat est majeur et démontre bien l’importance du rôle que joue l’IFN-I dans l’activation 

immunitaire exacerbée observée durant l’infection LCMV. Plus concrètement plusieurs 

hypothèses mécanistiques peuvent être formulées. En effet il est connu que le blocage de 

l’activité IFN-I permet une reconstitution du compartiment T du système immunitaire, 

initialement déréglé par LCMV (Teijaro et al., 2013). Les LT CD4 jouant un rôle important dans 

l’activation des LB, il est tout à fait possible que l’effet de l’IFN-I sur la réponse humorale 

spécifique en soit un indirect médié par les LT. Il est cependant à noter que dans notre cas la 

réponse spécifique au NP a aussi été reconstituée dans le cas d’un blocage spécifiquement sur 

les LB. Ceci nous démontre bien que, sans écarter l’hypothèse d’une action conjointe sur les LT,  

la signalisation de l’IFN-I sur les LB est un facteur primordial pour la perte de la réponse 

spécifique observée lors de l’infection par LCMV. 

Dans un second temps l’HGG n’a en revanche été perdue que lorsque le blocage de la voie IFN-I 

était effectué exclusivement sur les LB. Ce résultat apporte un nouveau regard sur le 

phénomène. En effet contrairement à la perte de réponse spécifique dans laquelle l’IFN-I joue 

un rôle négatif, activant les LB de manière trop importante; l’HGG ferait aussi intervenir au 

moins une autre population cellulaire sur laquelle l’IFN-I jouerait cette fois un rôle positif d’un 

point de vue immunitaire. Le fait que l’HGG soit un phénomène dépendants des LT nous amène 

à formuler l’hypothèse logique que l’une des ces autres populations sur lesquelles agirait l’IFN-I 
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serait les LT CD4. Il a en effet été démontré par le passé que l’IFN-I pouvait avoir un effet positif 

sur le développement des TFH (Nakayamada et al., 2014). Étudier l’HGG chez des souris dont les 

CD4 ne pourraient pas répondre à l’IFN-I donnerait probablement plus d’informations sur cette 

possibilité. 

Un autre aspect intéressant concernant l’IFN-I est la reconstitution d’une architecture splénique 

organisée et une reconstitution de l’expression de CXCR4 suite au blocage de son action. Cette 

constatation met l’emphase sur l’importance pour l’action de LCMV dans la perte de cohérence 

de l’organisation cellulaire des follicules de la rate. Une reconstitution au moins partielle de 

cette organisation hautement contrôlée chez les souris bloquées pour la signalisation IFN-I 

corrèle en effet avec une apparition plus précoce des AcN contre le virus. 

Dans l’ensemble ces résultats démontrent clairement l’implication directe de la signalisation 

IFN-I sur les LB dans le développement du phénotype humoral déréglé lors de l’infection par 

LCMV et ouvre de nouvelles avenues explicatives pour ce dérèglement.  
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8.7. Modèle explicatif 

Si l’on prend en compte l’ensemble des données récoltées dans les études passées et celles 

obtenues dans notre laboratoire, un modèle explicatif peut être élaboré concernant la 

modification de la réponse humorale durant l’infection par LCMV (figure 21). 

Les LBs, suite à l’infection par le virus, sont activés de manière polyclonale par un mécanisme 

dont la nature est encore inconnue et migrent de façon massive dans les GCs de la rate. Ceci 

explique notamment les augmentations de ces derniers en taille et en nombre de cellules 

observées dans notre étude. Ils vont subir l’HMS et une prolifération clonale exacerbée dans la 

DZ puis migrer massivement vers la LZ. Seulement cet afflux disproportionné de cellules à 

sélectionner entraine une pression de sélection accrue sur les LB. De plus la trop grande 

disponibilité des signaux de survie (ou de signaux de survie inadéquats) dispensés par des TFH 

eux aussi trop nombreux, normalement facteur limitant pour la bonne sélection des LB de 

haute affinité entrainent une mauvaise sélection. Cette aide inappropriée des TFH est d’ailleurs 

une hypothèse qui a déjà été avancée dans le cas de l’infection par le VIH (Cubas et al., 2013). 

Bien qu’une bonne partie des LB polyactivés meurt, des LBs qui en temps normal ne devraient 

pas recevoir de signaux de survie passent au travers d’un environnement permissif et peuvent 

retourner proliférer dans la DZ ou sortir des GCs en temps que PC à courte durée de vie, 

sécrétant des Ac ne présentant aucun intérêt immunitaire immédiat dans la lutte contre 

l’infection. Ils entrainent alors une sécrétion massive d’IgG, causant l’HGG mesurable dans le 

sérum des souris infectées.  

En parallèle de cela les LB spécifiques du NP ou des épitopes viraux, dilués dans la masse des LB 

polyactivés, ne reçoivent quant à eux pas aussi rapidement que nécessaire (voir pas du tout) de 

la part des TFH les signaux appropriés pour retourner dans la DZ poursuivre leur maturation. 

Une partie d’entre eux meurt alors qu’elle devrait survivre dans un contexte normal et le 

développement de ceux qui survivent prend plus de temps. Lorsque l’infection progresse, les LB 

polyclonaux sont moins activés et viennent donc moins faire compétition aux LB spécifiques, 

entrainant le développement d’une réponse spécifique qui demeure efficace mais désormais 

décalée dans le temps. 
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Figure 21 : Modèle explicatif de la modification de la réponse humorale dans le contexte 
d’une infection par LCMV 
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8.8. Perspectives pour le traitement des infections chroniques 
humaines 

Il était déjà connu que l’infection par LCMV pouvait avoir des répercussions sur des réponses 

humorales non reliées, notamment dans le contexte de co-infection (Pinschewer et al., 2004). 

Cependant les différentes études pratiquées par d’autres équipes étaient centrées sur des Ag 

issus d’hôtes eux-aussi infectieux et provoquant donc potentiellement des effets intrinsèques. 

La nouveauté de notre approche consistait justement à s’affranchir de cette composante 

infectieuse en utilisant un Ag inerte. L’utilisation de chimères de moelle osseuses nous a aussi 

permis d’étudier les effets de l’interféron en ciblant les LB, sans toucher les autres composantes 

du système immunitaire qui y sont intimement liées, commes la composante cellulaire par 

exemple. 

Comme résumé dans la figure 22, sur plusieurs aspects les résultats que nous avons obtenus 

miment des phénomènes déjà observés durant les infections chroniques humaines, 

démontrant une nouvelle fois la pertinence du modèle LCMV et ouvrant de nouvelles pistes 

dans la recherche d’explications à la suppression immunitaire provoquée par les infections 

chroniques.  

À l’instar de ses équivalents humains VHC et VIH (Cubas et al., 2013, Feng et al., 2012), nous 

avons observé dans le cadre de l’infection LCMV une augmentation du nombre des TFH et une 

modification de l’expression de certaines molécules de la synapse immunologique. À cet égard 

la voie PD-1/PD-L1 a été particulièrement étudiée du fait de son importance en tant que 

mécanisme de contrôle de la réponse. Cependant d’autres molécules costimulatrices comme 

par exemple ICOS pourraient aussi jouer un rôle.  
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CARACTÉRISTIQUE LCMV VIH VHC RÉFÉRENCES 

Épuisement des lymphocytes T X X X 

(Klenerman et al., 2005, 
Mueller et al., 2009, 

Owusu Sekyere et al., 
2015)  

Forte expression de PD-1 sur les 

lymphocytes T 
X X X 

(Barber et al., 2006, Day et 
al., 2006, Nakamoto et al., 

2008)  

Augmentation du nombre de TFH X X X (Cubas et al., 2013, Feng et 
al., 2012) 

Production d’IL-21 par les CD4 Aug. Dim. Dim. (Iannello et al., 2010, 
Spaan et al., 2015) 

Molécules de la synapse 

immunologique modifiées 
X X X (Cubas et al., 2013, D. 

Wang et al., 2013) 

Expansion des centres 

germinatifs 
X X  (Phetsouphanh et al., 

2014) 

Hyperactivation des LB X X X (Racanelli et al., 2006, 
Tompkins et al., 2008) 

Apparition tardive des anticorps 

neutralisants 
X X X 

(Bergthaler et al., 2009, 
Gray et al., 2007, Murira et 

al., 2016) 

Hypergammaglobulinémie X X X 
(De Milito et al., 2004, 
Hunziker et al., 2003, 
Racanelli et al., 2006) 

Mécanisme d’échappement à 

l’action des Ac 
X X X 

(Hangartner et al., 2006b, 
Richard et al., 2016, Wahid 

et al., 2013) 

Forte sécrétion d’IFN-I dans les 

premiers jours de l’infection 
X X  (G. A. Hardy et al., 2013, Y. 

Wang et al., 2012) 

Figure 22 : Paramètres communs des réponses immunitaires provoquées par LCMV, VHC et 
VIH Les points indiqués en rouge font référence aux résultats obtenus durant les expériences 
présentées dans la thèse. 
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Bien que nous ayons démontré l’augmentation de l’expression d’ICOS lors de l’infection LCMV, 

peu d’études existent dans le contexte des infections humaines. Il est cependant connu que son 

expression est diminuée durant l’infection par le VIH (Cubas et al., 2013) alors que la ribavirine 

diminue l’expression d’ICOS chez les LT CD4, corrélant avec l’élimination de VHC (Atsukawa et 

al., 2012). Les interactions B-T sont des processus très complexes et bien que les blocages 

individuels de certains de ces effecteurs (PD-1, ICOS) dans notre modèle n’aient pas provoqués 

d’effet sur la réponse humorale, c’est peut-être leur action conjointe qui entraine un 

mécanisme délétère. Il est aussi tout à fait possible que d’autres molécules déréglées de la 

synapse (comme par exemple les cytokines sécrétées) puissent jouer un rôle. Ceci reste 

cependant à étudier dans la mesure où nous avons démontré une augmentation de sécrétion 

d’IL-21 par les TFH chez LCMV alors que les deux infections humaines montrent quant à elles 

une réduction (Iannello et al., 2010, Spaan et al., 2015). 

Dans un autre ordre d’idée LCMV, VIH et VHC présentent des similitudes dans le phénotype et 

le développement des lymphocytes B. On observe une modification dans la formation des GC, 

une hyperactivation des LB, une hypergammaglobulinémie et une apparition tardive des AcN. 

Dans ce contexte nous avons montré sur les LB une variation de l’expression de CXCR4, 

récepteur de chimiokine jouant important dans l’organisation des GC. Ceci traduit une 

potentielle action de l’infection par LCMV sur le traffic des populations cellulaires et cela 

pourrait s’avérer une avenue à creuser. En effet il a été démontré que dans le cas d’une 

infection par le VIH une augmentation du CXCL13 (chimiokine impliquée dans le traffic des 

cellules dans les GCs) dans le sang était associée au développement d’AcN contre le virus 

(Havenar-Daughton et al., 2016). 

La recherche en prévention et traitement des infections virales chroniques est un domaine en 

constante évolution. Et effet il s’agit d’un enjeu majeur puisque bien que des traitements 

efficaces aient été développés contre HCV par exemple, ils représentent un coût important et 

on constate qu’ils n’enrayent pas la propagation de la maladie. 

Les traitements ont beaucoup évolué dans les dernières années. Une avenue particulièrement 

utilisée auparavant pour la lutte contre HCV est la thérapie basée sur l’injection d’IFN pegylé 

couplé ou non à des antiviraux. L’injection de PEG-IFN avait pour but de stimuler le système 
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immunitaire en créant un environnement de stress infectieux. Ce traitement ne faisait 

cependant pas consensus puisque la plupart des études contenaient de petits nombres de 

sujets et les effets observés étaient variables en fonction du génotype infectant le patient 

(Berenguer, 2008). De plus les nombreux effets secondaires avaient par le passé écarté la 

possibilité de traiter certains patients à cause de leur mauvaise condition de santé initiale.  

Nos résultats dans la présente étude tempèrent une nouvelle fois le bien fondé de l’utilisation 

de l’IFN pour le traitement des infections chroniques. En effet s’il peut avoir des effets positifs 

concernant la défense contre les mécanismes viraux en général, nous démontrons que cela 

pourrait potentiellement être au détriment d’une réponse humorale efficace. Augmenter 

l’activation des cellules par des injections régulières d’IFN pourrait ne faire qu’exacerber l’HGG 

et la perte d’Ac antiviraux durant les infections chroniques. À cause de son efficacité limitée et 

de ses nombreux défauts le paradigme est en train de changer et les nouveaux traitements font 

maintenant plus appel à des antiviraux ayant un effet directement sur le virus plutôt qu’à des 

molécules stimulant le système immunitaire. 

De plus en plus la communauté scientifique réalise que le seul moyen de réellement arrêter la 

propagation de ces virus sera par le développement de vaccins pouvant être utilisés à la fois en 

prophylaxie et en thérapie. D’ailleurs de très nombreuses études parallèles tentent de 

provoquer des réponses à la fois humorale et cellulaires contre les différentes protéines de ces 

virus (Folgori et al., 2006, Houghton, 2011, Rerks-Ngarm et al., 2009). Cependant plusieurs 

difficultés apparaissent dans le cas des virus persistants. Dans un premier temps ces virus 

présentent une forte variabilité génotypique, obligeant les vaccins à se concentrer sur les 

séquences communes aux différents génotypes afin d’avoir une efficacité optimale. De plus les 

virus possèdent un haut taux de mutation natif leur conférant une forte capacité à échapper 

aux Ac et aux LT CD8.  

Cependant le souci principal réside dans le fait que ces virus induisent un état 

d’immunodépression généralisé dans lequel les LT sont épuisés et qui restreint fortement toute 

capacité à produire des Ac spécifiques pendant l’infection. Dans ce contexte toute stimulation 

extérieure est d’autant plus difficile, comme cela a pu être constaté avec la difficulté à 

répondre aux vaccins qui leurs sont injectés qu’éprouvent des patients atteints de l’hépatite C 
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ou du SIDA (De Milito et al., 2004, Pallikkuth et al., 2012, Yao et al., 2013). Ainsi les résultats de 

ce projet de recherche, qui mime l’injection d’un vaccin dans un contexte d’infection virale 

chronique, offrent de nouvelles possibilités pour la compréhension de cet état 

d’immunosuppression. Si les résultats obtenus avec LCMV peuvent s’extrapoler aux virus 

humains, une intervention sur la voie de l’IFN durant des infections par HIV ou HCV pourrait 

bien s’avérer une bonne manière de s’assurer d’une réponse efficace à un éventuel vaccin. Par 

contre, il faudra prendre garde à ne pas bloquer totalement cette voie antivirale essentielle et 

trouver des approches thérapeutiques ciblées permettant la restauration d’une réponse 

immunitaire efficace. 

 

  



 

  116 

8.9. Perspectives de poursuite du projet 

Dans le cadre de ce projet de nombreuses nouvelles informations ont été rassemblées 

concernant la perturbation immunitaire provoquée par LCMV, ouvrant de nouvelles pistes 

d’explications. 

Dans un premier temps nous avons mis en évidence une augmentation des TFH et des leur 

signaux de survie transmis au LB durant la phase de sélection de la maturation d’affinité. Bien 

que le blocage de certains de ces signaux n’ai pas permis d’améliorer le phénotype perturbé 

observé durant l’infection par LCMV, de nombreuses pistes restent encore à explorer à leur 

propos. Il serait notamment pertinent d’étudier l’effet des cytokines sécrétées par les TFH telles 

que les Il-4 et 21 ainsi que BAFF, des facteurs primordiaux pour assurer la survie des LB. Il 

pourrait d’ailleurs être aussi pertinent d’étudier l’implication et les interactions entrenues avec 

le dernier intervenant majeur dans cette sélection : les cellules dendritiques folliculaires. 

Dans un autre ordre d’idée nous avons mis en évidence une variation de l’expression de CXCR4 

sur les LB totaux mais pas sur les LB GC. Cette donnée particulièrement intéressante nous laisse 

à penser qu’une des perturbations possible pourrait se situer dans le traffic des LB dans les 

follicules et les GC. Une étude plus poussée des récepteurs tels que le CXCR4 ou le CXCR5 ainsi 

que des chimiokines qui leur sont associées (CXCL12, CXCL13) pourrait s’avérer clé dans la 

compréhension du phénomène de perturbation d’apparition des Ac. 

Pour terminer le résultat majeur de notre étude réside dans la démonstration de l’implication 

de la signalisation de l’IFN-I directement sur les LB. Les mécanismes sousjacents de cette action 

restent cependant encore à déterminer. Est-ce dû à une modification du rôle de certaines 

molécules afférentes de la voie de signalisation telles que les protéines STAT ? Et si oui de que 

manière le virus agit-t-il sur ces protéines ? 
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9. CONCLUSION 

La compréhension du phénomène d’immunosuppression lors des infections chroniques 

représente un défi depuis leur découverte. Les facteurs viraux et immunitaires pouvant en être 

responsable sont tellement nombreux que les mécanismes qui en découlent sont 

nécessairement multiples et complexes. 

Nos travaux apportent une pierre à l’édifice dans la compréhension de ces mécanismes. Nous 

avons pu démontrer que LCMV provoque une dépression générale dans la production d’Ac 

spécifiques et que ce phénomène s’accompagnait d’une forte croissance des populations TFH et 

LB de la DZ des GCs, deux populations majeures impliquées dans la maturation des LB. Un 

blocage d’IFNAR spécifiquement sur les LB nous a permis de retrouver des réponses humorales 

spécifiques et générales normales et d’accélérer l’apparition des AcN contre le virus. 

Étant donné la difficulté à déclencher des réponses humorales efficaces chez les patients 

atteints d’infections chroniques, nos travaux offrent de nouveaux outils pour potentiellement 

faciliter la conception de vaccins contre ces maladies. Plusieurs zones d’ombre restent 

cependant à éclaircir. Il faudra dans un premier temps déterminer si cette particularité de 

LCMV s’applique aussi à ses équivalents humains. Une compréhension plus profonde du mode 

d’action de l’IFN-I constitue aussi une piste de recherche qui se doit d’être explorée. Enfin, 

l’étude des autres partenaires cellulaires pouvant être impliqués dans le phénomène (TFH, TFR, 

FDC) permettrait d’avoir un paysage plus complet de l’influence de l’infection par LCMV sur la 

réponse immunitaire humorale. 
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