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RESUME

A travers le monde, plus de 500 millions de personnes sont affectées par des infections virales
chroniques. Parmi celles-ci, on dénote celle causée par le virus de I'hépatite C (VHC). L'infection
par le VHC se démarque des autres infections virales persistantes puisque 20 a 25 % des
personnes infectées arrivent a éliminer le virus alors que, la majorité des patients vont
développer une infection chronique. Les mécanismes expliquant ce phénoméne ne sont pas
encore bien connus. Cependant, plusieurs études ont permis de démontrer que l'interaction
entre le systéme immunitaire inné et adaptatif était importante pour le développement d’une
réponse immunitaire spécifique efficace.

Les anticorps naturels, que I'on retrouve dans la circulation sanguine d’individus sains,
représentent des effecteurs importants du systéme immunitaire inné. Le réle majeur attribué
aux anticorps naturels est de reconnaitre les pathogénes dans les étapes précoces d’une
infection. Dans notre laboratoire, il a été démontré qu’un répertoire d’anticorps naturels plus
diversifié permettait un recrutement plus efficace des particules virales a la rate et le
développement d’un nombre plus élevé de lymphocytes T spécifiques au virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV). Bref, en formant des complexes avec les pathogénes,
ces anticorps participent a l'activation de la réponse immunitaire adaptative. Cependant, le role
du complément dans ce processus est encore inconnu.

Des souris ayant des répertoires en anticorps naturels différents ont été décomplémentées et
infectées par la suite avec LCMV ou VSV (virus de la stomatite vésiculaire). Les titres viraux
obtenus a la rate étaient similaires chez les souris décomplémentées par rapport aux souris
témoins. Chez les souris possédant un répertoire plus diversifié en anticorps naturels, aucune
différence significative n’a été observée au niveau de la production d’interféron alpha (IFN-a),
de la présentation antigénique et de linduction de la réponse immunitaire cellulaire.
Cependant, une légere diminution en anticorps neutralisants a été observée chez les souris
décomplémentées. Chez les souris possédant un répertoire moins diversifié en anticorps
naturels, une augmentation de la production d’IFN-a, de la présentation antigénique et de
induction de la réponse immunitaire adaptative a été observée chez les souris
décomplémentées. Nos résultats suggérent donc des réles opposés pour le complément en
présence ou en absence d’anticorps naturels. Les mécanismes sous-jacents a ce phénoméne
pourraient contribuer a notre meilleure compréhension de I'élimination du VHC chez 'lhomme.

ALAIN LAMARRE
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INTRODUCTION

Les infections virales persistantes sont un probléeme de santé publique majeure
puisqu’elles affectent des millions de personnes & travers le monde. Parmi celles-ci, on
dénote le virus de I'immunodéficience humaine (VIH), le virus de I'hépatite B (VHB) et le
virus de I’'hépatite C (VHC). Jusqu’a ce jour, il n’existe qu’un vaccin pour le VHB (Saade et
al., 2013) et on dénombre plusieurs millions de nouvelles infections par le VIH et le VHC
chaque année. Cependant, le virus de I'hépatite C se démarque des autres puisque 20 a
25 % des personnes infectées arrivent a spontanément éliminer le virus (Tarr et al.,
2012). Il a déja été démontré qu’une réponse immunitaire adaptative a large spectre
était importante pour I'élimination du virus (P. Borrow, 1997a). Plus récemment,
plusieurs études ont montré que l'interaction entre le systéme immunitaire inné et le
systéme immunitaire adaptatif était trés importante pour le développement d’une
réponse antivirale a large spectre efficace. En effet, plusieurs composantes du systéme
immunitaire inné sont importantes lors de I'infection par le VHC, comme par exemple,
les cellules dendritiques plasmacytoides, les cellules NK, le systéme du complément et

des lipoprotéines (Cervantes-Barragan et al., 2012, Cheent et al., 2011, Tarr et al., 2012).

Comme le virus de I'hépatite C pénétre majoritairement par la voie sanguine, un des
premiers effecteurs que le virus rencontre est les anticorps naturels. Ceux-ci sont
retrouvés dans le sang d’'individus naifs et ont été démontrés comme important dans la
formation de complexes immuns et pour le recrutement aux organes lymphoides
secondaires notamment dans les infections par le virus de l'influenza et le virus de la
stomatite vésiculaire (Baumgarth et al., 2005 Hangartner et al., 2006b).
Malheureusement, il n’existe qu’une espéce animale susceptible a I'infection par le VHC,
le chimpanzé (Lanford et al, 2001). Puisque cette espéce est menacée et que son
utilisation est trés limitée, plusieurs équipes de recherche ont plutét opté pour divers
modeles d’infection chez la souris (von Herrath et al., 2001). Le virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV), qui peut étre contrélé et éliminé ou bien

persister chez I’'hdte et les réponses immunitaires engendrées par cette infection qui



sont similaires a celles observées lors de I'infection par le virus de I'hépatite C, est

considéré comme un modéle pertinent d’infections virales persistantes.

Au cours des derniéres années, notre laboratoire s’est donc intéressé aux réles des
anticorps naturels dans l'infection par le LCMV (Charpentier, 2011, Meunier, 2007).
Puisque la plupart des recherches sur les anticorps naturels impliquaient seulement des
souris sauvages ou sans anticorps (Baumgarth, 2011a, Matter et al., 2008) notre
laboratoire s’est intéressé a I'impact d’un répertoire plus restreint en anticorps naturels
sur le développement des réponses immunitaires adaptatives lors de I'infection par
LCMV. Pour ce faire, en plus des souris sauvages C57BI/6 et des souris sans anticorps
JuT, notre laboratoire a utilisé deux souris ayant des répertoires intermédiaires en
anticorps naturels, les souris QM et les souris HC1. Les souris QM possédent un segment
VDJ déja réarrangé qui permet de lier spécifiquement I’hapténe nitrophényl (Cascalho et
al., 1996). Les résultats obtenus par le laboratoire indiquent qu’un répertoire plus
diversifié en anticorps naturels lors de l'infection par LCMV permet un meilleur
recrutement des particules virales a la rate, une meilleure présentation des antigénes
viraux aux lymphocytes T spécifiques ainsi qu’'une meilleure induction de la réponse

adaptative humorale et cellulaire (Charpentier, 2011, Meunier, 2007).

Puisque les anticorps naturels sont majoritairement des IgM et que ceux-ci sont trés
efficaces pour activer la voie classique du systéme du complément (Yang et al., 2013),
nous proposons que le systéeme du complément pourrait jouer un réle similaire chez nos
différentes souris lors de I'infection par LCMV, mais aussi par le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) qui est un excellent modéle d’infection virale pour I'étude de la
réponse immunitaire humorale (Meyer et al., 2011). Le systéme du complément est un
élément important du systéme immunitaire inné. En plus de pouvoir lyser directement
les cellules infectées, les bactéries et les virions grace au complexe d’attaque
membranaire (CAM), il joue aussi un réle dans l'Inflammation par le relichement
d’anaphylatoxines et dans la phagocytose par I'opsonisation des pathogénes (Yang et
al., 2013). Les anticorps naturels peuvent lier rapidement les pathogénes et ils

pourraient ainsi activer le systéme du complément qui a son tour pourrait provoquer



un milieu proinflammatoire favorisant le recrutement d’autres effecteurs du systéeme
immunitaire ainsi que la phagocytose des complexes immuns. Ceci permettrait ensuite
de faciliter la présentation antigénique et ainsi I'activation de la réponse immunitaire
adaptative. Donc, nous avons émis comme hypothése que le systéme du complément,
de concert avec les anticorps naturels, est important dans le développement d’une

réponse immunitaire antivirale.

Afin d’élucider le réle du complément, la moitié de chacun des groupes de souris
utilisées a regu du facteur de venin de cobra (CVF) qui permet de décomplémenter les

souris (Vogel et al., 1984b) avant d’étre infectées par LCMV-WE ou VSV-IND.

Dans un premier temps, le réle du complément en présence de différents répertoires en
anticorps naturels a été observé dans l'induction de la réponse immunitaire précoce
puisque le systeme du complément est un acteur trés important du systéme inné
(Stoermer et al., 2011). Le recrutement du LCMV-WE et VSV-IND a été analysé en
présence ou en absence de complément chez nos différentes souris. Par la suite,
I'induction de la production en IFN-a a été analysée suivi du niveau d’activation des
cellules dendritiques ainsi que leur capacité a présenter les antigénes viraux aux
lymphocytes T spécifiques. Dans un deuxiéme temps, I'impact du réle du complément
en présence de différents répertoires en anticorps naturels a été observé pour le
développement de la réponse immunitaire adaptative. Nous avons comparé l'impact de
I'absence du systeme du complément chez nos souris dans le développement en
anticorps neutralisants anti-VSV-IND ainsi que sur la protection des souris face au virus.
Par la suite, nous avons évalué si I'absence de complément avait un impact sur
I'induction de la réponse cellulaire lors de Ilinfection par LCMV-WE. Le niveau
d’activation des lymphocytes T CD8+ a pu étre déterminé grice au marqueur
d’activation CD62L et la spécificité des lymphocytes T CD8+ a pu étre analysée par
marquage a I'aide de tétrameéres. Finalement, la capacité de ces lymphocytes T CD8+ a
produire des cytokines antivirales tel que le TNF-a et I'IFN-y ainsi que le relichement

des granzyme B a été analysée par cytométrie en flux.



Les résultats obtenus suggérent un réle opposé du systéme du complément selon la

diversité en anticorps naturels lors d’infections virales.



Chapitre 1

Revue de littérature



1.1 Immunité innée

Le systéme immunitaire inné est la premiére ligne de défense aprés les barriéres
physiques contre les infections. Contrairement au systéme immunitaire adaptatif, le
systeme immunitaire inné est dit non spécifique. Il permet d’identifier et d’éliminer les
substances étrangéres et de recruter des cellules immunitaires aux sites d’infection. Il
sert aussi a l'activation du systéme immunitaire adaptatif par la présentation
antigénique qui sera discutée aux points 1.2 et 1.3. Le systéme immunitaire inné est
donc tres important pour favoriser I’élimination des pathogénes. On y retrouve des
facteurs solubles, comme le systéme du complément et les anticorps naturels, ainsi que
différentes composantes cellulaires comme les granulocytes, les macrophages, les

cellules NK et les cellules dendritiques.

1.1.1 Anticorps naturels
1.1.1.1 Caractéristiques

Les anticorps naturels (AcNat) sont présents dans le sérum d’individus sains.
C'est-a-dire, qu’il a été possible de retrouver des anticorps qui étaient capables de
reconnaitre le virus de l'immunodéficience humaine (VIH) chez des personnes
considérées séronégatives (Avrameas, 1991, Hartman et al., 1989). lls sont donc
différents des anticorps générés en réponse a des stimuli antigéniques définis puisqu’ils
reconnaissent plutét des motifs conservés comme les sucres, acides nucléiques et
phospholipides qui sont partagés par plusieurs pathogénes (Hardy et al., 1994a, Vas et
al., 2013). Cette caractéristique peut s’avérer trés importante pour la reconnaissance de
particules virales dans les étapes précoces d'une infection. On peut comparer les
anticorps naturels comme des équivalents solubles des récepteurs de type toll (TLR). Les
anticorps naturels sont majoritairement des immunoglobulines M (IgM), mais I'on
retrouve quelques 1gG3 et IgA (Hamilton et al., 1994). Les IgM circulants sont plus

souvent sous forme pentamérique ce qui augmente l'avidité pour la liaison & un



antigene. Dans un individu sain, on dénombre environ de 1 & 2 mg/mL d’IgM naturels

circulants (Kaveri et al., 2012).

1.1.1.2 Origine

Les anticorps naturels ont d’abord émergé chez les agnathes bien avant qu’un
systéme immunitaire adaptatif ne soit développé et plusieurs personnes croient que les
anticorps naturels sont apparus dans le but de constituer une défense contre les
pathogénes (Baumgarth et al., 2005, Marchalonis et al., 2006). Chez la souris, les
lymphocytes B-1 qui expriment le CD5 sont considérés comme étant les cellules
principales sécrétrices d’anticorps naturels (Hayakawa et al., 1983). Chez les humains,
leur identification a été controversée puisque le CD5 est un marqueur d’activation chez
les cellules B. Une récente publication a identifié les cellules B-1 humaines comme étant
CD20+CD27+CD43+CD70- (Griffin et al., 2011). On retrouve ces cellules majoritairement
dans les cavités pleurales et péritonéales aprés qu’ils aient migré de la moelle osseuse
(Ansel et al., 2002, Fagarasan et al., 2000). Cependant, ce sont les B-1 contenus dans la
rate et la moelle osseuse qui sécrétent la plupart des IgM naturels que I'on retrouve
dans la circulation sanguine (Mcintyre et al., 1991, Tumang et al., 2005). Contrairement
aux lymphocytes B2 (aussi appelé B folliculaires), que I'on retrouve dans I'immunité
adaptative, les lymphocytes B-1 ont la capacité de s’auto renouveler (Duber et al., 2009,
Holodick et al., 2009). Bien que les fonctions des lymphocytes B-1 soient de plus en plus
définies, I'origine et le développement de ces cellules restent encore a déterminer.
Présentement, deux hypothéses existent, celle qui propose que les cellules B-1 et B-2
aient des précurseurs différents (hypothése de la lignée) et celle qui propose que les
cellules B-1 et B-2 partagent le méme précurseur et qu’une lignée cellulaire soit
favorisée dépendamment des signaux regus lors du développement et de la sélection
(hypothése de la différentiation induite) (Berland et al., 2002, Dorshkind et al., 2007). Le
débat subsiste encore puisque plusieurs études défendent les deux hypothéses. Par

exemple, une étude a montré que les B-1 et B-2 partagent un ancétre commun, le B-1



specific progenitor cells (B1P) tandis qu’une autre étude a démontré qu’en absence du
TNF receptor-associated factor 6 (TRAF6), la population de lymphocytes B-1la était
dépletées ce qui démontrerait un réle important dans la signalisation par ce récepteur
pour le développement et/ou la survie des B-1 (Esplin et al., 2009, Kobayashi et al., 2009,
Montecino-Rodriguez et al., 2006). Ce débat a amené une troisitme hypothése
('hypothése des deux voies), qui suggére que les deux premiéres hypothéses ne sont
pas exclusives, mais qu’elles sont combinées ensemble pour assurer le développement

et le maintient des B-1 avant et aprés le stage embryonnaire (Baumgarth, 2011b).

1.1.1.3 Roles

Les anticorps naturels peuvent avoir plusieurs réles. Premiérement, les AcNat
jouent un role dans 'homéostasie (Vas et al., 2013). Notamment, ils permettent
I'élimination des déchets toxiques en liant les résidus oxydatifs entrainant I’activation
des macrophages et prévenant ainsi ces structures de provoquer un milieu
proinflammatoire (Boes, 2000). Il a aussi été démontré chez la souris qu’une absence
d’IgM affectait I'élimination des cellules apoptotiques puisque les IgM lient les groupes
phosphoryicholine sur les cellules apoptotiques (Quartier et al., 2005). De plus, les
anticorps naturels permettent I'élimination des protéines mal formées. En effet, des
AcNat capables de reconnaitre la B-amyloide et de I’hydrolysée ont été isolés chez un
patient atteint de la macroglobulinémie de Waldenstrém (Taguchi et al., 2008). Ces
AcNat anti-B-amyloide ont aussi été injectés a des patients souffrant d’Alzheimer léger
et ceux-ci ont vu un amélioration dans leur score mental (Neff et al, 2008).
Deuxiemement les AcNat jouent aussi un rdéle dans la surveillance contre les cellules
tumorales. Les cellules tumorales échappent au systéme immunitaire en changeant
I'expression de certaines protéines et dans leur glycolysation. Cependant, ces cellules
vont parfois exprimer des antigénes glucidiques avec des motifs répétés qui vont étre
reconnus par les AcNat (Schwartz-Albiez et al., 2008, Vollmers et al., 2007). Par exemple,
un IgM monoclonal, le SAM-6, isolé d’une patient atteint du cancer de I'estomac, est

capable de reconnaitre un motif glucidique que I'on retrouve sur les cellules malignes,



mais pas sur les cellules saines. Il a été démontré que SAM-6 induisait, in vitro,
I'apoptose de ces cellules (Brandlein et al., 2007, Rauschert et al., 2008). Troisiemement,
les anticorps naturels sont un élément trés important dans la réponse contre les
pathogénes (figure 1). Les AcNat peuvent neutraliser directement les pathogénes. Il a
été démontré que des AcNat pouvaient lier directement une région conservée de la
gp120 du VIH et catalyser son clivage concédant ainsi une certaine résistance naturelle
contre le VIH (Planque et al., 2007, Townsley-Fuchs et al., 1996). Ils peuvent aussi
neutraliser directement le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) diminuant ainsi la
dissémination du virus au cerveau des souris (Gobet et al., 1988). Les anticorps naturels
peuvent aussi former des complexes immuns qui peuvent ou non activer le systéme du
complément menant a la lyse directe des virions et des cellules infectées. La formation
de ces complexes permet de recruter plus facilement les particules infectieuses aux
organes lymphoides secondaires, notamment la rate. Par exemple, il a été démontré
que les AcNat étaient importants lors d’une infection par VSV chez la souris pour le
recrutement a la rate. En effet, la présence d’AcNat lors de I'infection permet de réduire
les titres viraux dans le foie, les reins et le cerveau, tandis que les titres viraux a la rate
sont augmentés. Cependant, ce phénoméne n’est pas dépendant d’un systéme du
complément complet, puisque qu’il n’y a pas de différence entre les titres viraux des
souris décomplémentées avec le facteur de venin de cobra (CVF) comparativement aux
controles (Ochsenbein et al., 1999a). Toutefois, lors d’une infection par le virus de
I'influenza, le systeme du complément est important pour un meilleur recrutement des
particules virales a la rate. En effet, la présence d’'lgM naturels et du systéme du
complément est requise pour permettre |'agrégation des particules virales et la
phagocytose par les cellules présentatrices professionnelles (Oldstone, 1975). Le
recrutement des particules infectieuses aux organes lymphoides secondaires comme la
rate permet a son tour une meilleure présentation antigénique et induction de la
réponse immunitaire adaptative. Lors d’une infection par le virus de linfluenza, la
réponse humorale est grandement améliorée en présence d’anticorps naturels

(Baumgarth et al., 2000). Aussi, lors d’une infection par VSV, les titres viraux a la rate



chez des souris possédant des AcNat sont identiques en présence ou en absence de
complément, mais la réponse humorale induite est diminuée en absence de
complément indiquant I'importance de la présence du complément et des AcNat dans
I'induction de la réponse adaptative anti-VSV (Ochsenbein et al., 1999a, Ochsenbein et
al., 1999b). L'induction de la réponse immunitaire adaptative sera discutée plus en

détail a la section 1.3 de ce chapitre.
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Figure 1. Les rdles des anticorps naturels dans la réponse contre les pathogénes.

La liaison des anticorps naturels aux particules virales, par exemple, peut mener a la neutralisation directe
de ces particules ou a la formation de complexes immuns (avec ou sans l'activation du complément)
permettant le recrutement aux organes lymphoides secondaire, contribuant ainsi a l'induction de la
réponse immunitaire adaptative.
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1.1.2 Systeme du complément

Comme il a été mentionné plus t6t, les anticorps naturels sont majoritairement
des IgM et il a été démontré que les complexes immuns formés avec des molécules
d’IgM étaient trés efficaces pour activer la voie classique du complément. En effet, une
molécule d’IgM peut activer le complément et lyser un globule rouge, tandis qu’il en
faudra 1000 molécules d’lgG pour observer le méme effet (Cooper et al., 1985).
Cependant, le réle du complément dans la fonction immunomodulatoire des anticorps

naturels n’est pas encore trés bien connu.

1.1.2.1 Caractéristiques et origine

Le systeme du complément a été découvert a la fin du 19e siécle par trois
microbiologistes, Paul Ehrlich, Jules Bordet et George Nuttall, lorsqu’ils ont observé une
fonction bactéricide du sang sur Bacillus anthracis et que cette fonction était perdue
lorsque le sang était chauffé a 56°C ou gardé a température piéce. Ils ont appelé cet
effet « alexine ». Ce n’est qu’en 1899 que Paul Ehrlich renomma I'alexine en systéme du
complément puisque ce systéme complémentait les anticorps (Bordet, 1895, Bordet,
1898, Ehrlich, 1899, Nuttall, 1888). Le systéme du complément compte plus de 30
protéines solubles et membranaires comptant pour environ 15% (3 g/L) de la fraction
globulaire du plasma (Walport, 2001a). Les composantes du complément sont produites
principalement par le foie. De récentes études on permit d’observer que certaines
cellules extra hépatiques étaient aussi capables de synthétiser des protéines du
complément. C'est le cas pour les cellules épithéliales, les cellules endothéliales (reins,
poumons, intestins), les fibroblastes et les macrophages (Laufer et al., 2001, Walport,
2001b). Le systeme du complément représente une composante trés ancienne dans la
défense de I'h6te puisque de hauts degrés d’homologie dans la structure et la fonction
ont été observés a travers les vertébrés (Dunkelberger et al., 2010, Jensen et al., 1981).
Le systeme du complément n’existe pas seulement chez les vertébrés puisque des
études fonctionnelles et génomiques sur des molécules du complément ont permis de

découvrir des analogues de ces molécules, par exemple, chez des tuniciers et méme
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chez une anémone de mer, une protéine fonctionnelle C3 a été identifiée (Azumi et al.,

2003, Zhu et al., 2005).

1.1.2.2 Voies d’activation

Le systeme du complément comprend 3 voies principales d’activation, la voie
classique, la voie alternative et la voie des lectines qui convergent toutes vers le clivage
de la molécule C3 et la formation du complexe d’attaque membranaire et des différents

réles du systéme du complément (figure 2).

1.1.2.2.1 Voie classique

Dans les années 1920, la voie classique (VC) est la premiére voie a étre
découverte grace a la détection des molécules C1, C2, C3 et C4. Chaque molécule du
complément a été assignée avec un numéro selon I'ordre qu’elles aient été découvertes,
donc les numéros ne représentent pas leur séquence d’activation dans la cascade. Les
numéros ont été conservés selon leur ordre de découverte pour éviter la confusion
(Walport, 2001a, Zhu et al., 2005). La voie classique du complément est activée lorsque
des complexes immuns formés d’lgM ou d'IgG lié a un pathogéne ou tout autre antigéne
étranger ou du non-soi. Le complexe C1, un complexe multimérique composé du Clq,
Cls et Cir, lie la portion Fc des 1gG ou IgM du complexe immun. Le Cls et Clr sont
activé lorsque le Clq se lie a la portion Fc des immunoglobulines et le C1s clive le C4 et

le C2 pour former la convertase C3 de la VC, la C4bC2a (Ricklin et al., 2010).

1.1.2.2.2 Voie alternative

La molécule C3 est constamment hydrolysée a un bas niveau pour former le C3b,
permettant la reconnaissance de pathogénes comme des bactéries ou des virus. La voie
alternative du complément (VA) est activée lorsqu’il y a liaison de la molécule C3b sur
des glucides, des lipides et des protéines étrangéres ou du non-soi sur une surface (Qu
et al., 2009). Le facteur B est recruté au niveau du C3b lié au pathogéne suivi du facteur

D qui va venir cliver le facteur B pour former la convertase C3 de la VA, la C3bBb. La
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convertase C3bBb est stabilisée grace a la properdine qui est sécrétée par les
neutrophiles, mais aussi par les macrophages et cellules T. La properdine stabilise la
convertase en se liant au C3b ce qui prévient sont clivage par les facteurs H et | qui
servent a dissocier la convertase et a arréter I'activation de la cascade. Des études
récentes suggérent que la properdine peut aussi lier directement les cellules

apoptotiques et nécrotiques et initier la cascade du complément (Kemper et al., 2010).

1.1.2.2.3 Voie des lectines

La voie des lectines (VL) est activée lorsqu’il y a liaison du mannose binding lectin
(MBL) ou de la Ficoline aux groupements glucidiques sur la surface des pathogénes
incluant les levures, les bactéries, les parasites et les virus. Le MBL et la Ficoline forment
des complexes avec les MBL-associated proteins (MASPs). On dénombre quatre MASPs :
1,2,3 et une MASP2 tronquée, la MAP19 (Sorensen et al., 2005). La liaison au pathogéne
induit un changement conformationnel ce qui permet I'auto activation de MASP2.
MASP2 clive la molécule C4 pour former le C4a et C4b. Le C4b s’attache a la surface du
pathogéne permettant I'attachement de la molécule C2 qui sera aussi clivée par MASP2
pour former le C2a et C2b. Le C4b et le C2a forme la convertase C3 de la VL, C4bC2a
(Girija et al., 2007). Les réles exacts des autres MASPs sont encore inconnus, mais nous

savons que MASP1 peut cliver le C2, mais pas le C4 (Wallis, 2007).

1.1.2.2.4 Clivage du C3 et formation du complexe
d’attaque membranaire (CAM)

Les convertases C3 de la voie classique et des lectines, la C4bC2a, et celle de la
voie alternative, la C3bBb, ménent toutes au clivage de la molécule C3 relichant du C3a
et C3b. Le C3b joue un rdle dans la phagocytose tandis que le C3a est une
anaphylatoxine qui joue un réle dans la réponse inflammatoire (voir section 1.1.2.3 de
ce chapitre). Le C3b en association avec les convertases C3, forme les convertases C5 :
C3bBbC3b et C4bC2aC3b. Les convertases C5 clive la molécule C5 pour former le C5a et
C5b. Le complexe d’attaque membranaire (CAM) est initié lorsque le C6, le C7 se lient

au C5b pour former le complexe C5bC6C7. Par la suite, le C8 et plusieurs C9 se lient a ce
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complexe formant ainsi le CAM. Le CAM forme un pore dans la membrane cellulaire

menant a la lyse cellulaire (Ricklin et al., 2010).

1.1.2.2.5 Voie indépendante du C3

En plus des trois voies vues précédemment, des protéases relachées par les
neutrophiles et macrophages comme la kallikréine, la plasmine et la Xila, peuvent
générer des produits d’activation du complément comme le C5a (Huber-Lang et al.,
2006, Huber-Lang et al., 2002). Aussi, la thrombine, un membre faisant partie du
processus de coagulation, peut générer localement du C5a chez des souris déficientes
en C3 qui sont incapables de produire une convertase C5 fonctionnelle (Huber-Lang et

al., 2006).

1.1.2.2.6 Régulateurs et récepteurs du systéme du
complément

Des régulateurs solubles et membranaires du complément aident a contréler le
systeme du complément lors de son activation, a ajuster sa sévérité et sa propagation
lors d’attaques. Quant a eux, les récepteurs du complément permettent de jouer
plusieurs réles dans la réponse immunitaire en induisant différents signaux. Les

régulateurs et récepteurs ainsi que leurs fonctions sont décrites dans le tableau 1.
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Voie Vaoie Voie des
classique alternative lectines

Liaison C1q sur Liaison C3b sur Liaison du MBL ou de la Ficoline
les anticorps le pathogeéne sur les groupements glucidiques
des pathogénes
Convertase Convertase Convertase
C4b2a C3bBb C4b2a
CLIVAGE DE c3
C3b C3a et C5a
Recouvrement et Recrutement des
induction de la cellules
phagocytose inflammatoires
(opsonisation)

Figure 2. Les différentes voies d’activation menant aux multiples réles du systeme du complément.
Les trois voies principales d’activation du complément vont étre activées selon la liaison de certaines

molécules et vont mener vers un seul et unique but, celui du clivage de la molécule C3. Le clivage du C3 va
permettre d'initier les différents roles du systeme du complément soient la phagocytose, la lyse et
induction d’un milieu pro inflammatoire.
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Tableau 1: Les récepteurs et les régulateurs du systéme du complément

Noms Autres noms Fonctions
Récepteurs
CR1 CD35 ; C3b/C4b- Lie C3b/iC3b ; induis la phagocytose
récepteur
CR2 CD21; C3d-récepteur Lie iC3b/C3dg/C3d ;réduis le seuil d’activation
des cellules B
CR3 CD11b/CD18 ; Mac-1 Lie iC3b ; induis la phagocytose
CR4 CD11¢/CD18 ; p150/95 Lie iC3b ; induis la phagocytose
C3aR Lie C3a; déclencheurs de signaux pro-
inflammatoires
C5aR CcD88 Lie C5a; déclencheurs de signaux pro-
inflammatoires
C5L2 GPR77 Lie C5a ; fonctions non connues
CRlg Z93lg; VSIG4 Lie iC3b/C3c ; induis la phagocytose
Réqulateurs
C1-INH SERPIN1 Inhibe Cir/s et MASPs
sMAP MAP19 Lie MBL et concurrence avec MASPs
MAP-1 MAP44 Lie MBL/ficoline ; inhibe la déposition du C4
C4BP Accélére la dégradation de la VL/VC convertase ;
cofacteur avec le facteur |
Facteur H CFH Reconnait surface du soi ; accélére dégradation
des convertases ; cofacteur avec le facteur !
Facteur | CFI Dégrade C3b et C4b
FHL-1 Reconectine, CFHL-1 Accélére dégradation des convertases ; cofacteur
avec le facteur |
MCP CD46 Cofacteur avec le facteur |
DAF CDSS Accélére dégradation des convertases
CFHR-1 FHR-1 Reconnait surface du soi et C5 ; inhibe le clivage
du C5 et la formation du CAM
CD59 Protectine Lie C8 et C9 ; préviens I'assemblage du CAM
Vitronectine S-protein ; S40 Lie C5b-C9 ; préviens I'assemblage du CAM
Clusterine Apolopoprotein ;SP-40 Lie C7-C9; préviens I'assemblage du CAM

Carbopeptidase-N

Dégrade C3a et C5a

1.1.2.3 Rdles

Le role le mieux connu du complément est celui lui permettant de lyser les

cellules et les différents pathogénes via son complexe d’attaque membranaire. Par

exemple, les personnes déficientes en molécules C5 a C9 sont beaucoup plus

susceptibles aux infections par Neisseria Meningitidis (Sarma et al., 2011). Cependant,
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plusieurs pathogénes réussissent a contourner la lyse en employant plusieurs stratégies.
On dénote les bactéries Gram positif qui posséde une architecture cellulaire résistante 3
la lyse, ou certains virus comme le VIH et le virus de I'hépatite C (VHC) qui utilisent des
récepteurs du complément pour faciliter leur entrée dans la cellule ou pour diminuer la
réponse immunitaire adaptative (Bajtay et al., 2004, Eisen-Vandervelde et al., 2004,
Lambris et al., 2008). D’autres virus, comme le virus de I'herpés simplex | (VHS-1), le
cytomégalovirus, le virus du Nil occidental (VNO) vont moduler I’expression, intégrer ou
imiter des régulateurs du complément, pour éviter la lyse par le complément (Blue et
al., 2004, Chung et al., 2006, Nomura et al., 2002). Heureusement, le systéme du
complément n'a pas que la lyse comme fonction. Il peut aussi sécréter des
anaphylatoxines (C3a et C5a). Ces anaphylatoxines peuvent exercer des effets
pléiotropiques lorsqu’elles se lient a leur récepteur spécifique, C3aR pour C3a et C5aR et
C5L2 pour C5a. Le C5L2 a été découvert en 2000, mais malgré qu'il partage une
homologie avec le C5aR, son réle biologique n’est pas encore trés clair (Ohno et al.,
2000). Les anaphylatoxines agissent comme des chimioattractants puissants qui guident
les neutrophiles, les monocytes et les macrophages vers les sites d’infection ou
d’inflammation. Ils sont aussi des vasodilatateurs puisqu’ils induisent la contraction des
muscles lisses. lls provoquent aussi la libération d’histamine par les mastocytes et la
consommation du O; par les neutrophiles (Klos et al., 2009). Le systéme du complément
peut aussi promouvoir la phagocytose grace a l'interaction des opsonines, C3b (et ses
produits de clivage, iC3b, C3c, C3d) et Cab, avec les récepteurs du complément (van
Lookeren Campagne et al., 2007). La déposition de ces opsonines sur la surface des
bactéries, virus, ou cellules infectées lors de I'activation du systéme du complément va
permettre la liaison a leurs récepteurs (CR1, CR2, CR3, CR4 et CRIg) sur les macrophages,
neutrophiles et cellules dendritiques pour induire la phagocytose (Helmy et al., 2006,
Krych-Goldberg et al., 2001). Ce phénoméne est aussi utile lors de I'élimination de
cellules apoptotiques (Gaipl et al., 2003). En plus de ses réles dans Fimmunité innée, le

systéme du complément a aussi un rdle a jouer dans I'immunité adaptative. En effet, le
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complément est essentiel dans la réponse humorale et cellulaire (Yang et al., 2013). Ces

aspects seront traités plus en détail a la section 1.3 de ce chapitre.

1.1.2.4 Mutations, déficiences génétiques et maladies associées

Plusieurs maladies sont associées a des mutations ou des déficiences au niveau
du systéme du complément. Notamment, on dénote le syndrome hémolytique et
urémique (SHU), I'angio-cedéme héréditaire (AOH), I'hémoglobinurie paroxystique
nocturne (HPN), le lupus érythémateux disséminé (LED) et plusieurs infections
bactériennes. Premiérement, le SHU peut étre causé par la bactérie Escherichia coli,
mais aussi par une mutation au niveau du facteur H qui lierait moins efficacement le C3b
sur les cellules endothéliales causant une augmentation des dommages au systéme
vasculaire par la déposition de fibrines. Ceci pourrait mener a une insuffisance rénale
aiglie. Il a aussi été démontré que cette maladie pouvait étre causée par des mutations
au niveau du facteur |, facteur B et MCP (Botto et al.,, 2009, Pettigrew et al., 2009).
Deuxiemement, le AOH est une maladie génétique rare causée par une déficience au
niveau du C1-INH. Le C1-INH n’inhibe pas uniquement le Clr/s et MASP2, mais aussi la
kallikréine que I'on retrouve dans le processus d’inflammation. La kallikréine clive le
kininogéne en bradykinine et en kallidine. La déficience en C1-INH provoque donc un
déréglement dans la production de bradykinine, menant & une augmentation de la
perméabilité vasculaire. Donc, les personnes atteintes de AOH ont des épisodes
récurrents de gonflements situés principalement au niveau du visage, des muqueuses et
des organes internes (Cugno et al., 2009). Troisitmement, la HPN est une cause rare
d’anémie. Elle est causée par une mutation dans le géne PIG-A qui est responsable de
I'ancrage membranaire de plusieurs protéines de membrane des cellules sanguines,
notamment le CD59 et DAF. CD59 et DAF ont pour réle l'inhibition de I'assemblage du
complexe d’attaque membranaire du complément. Bref, les personnes atteintes de HPN
ont d’intenses lyses médiées par le complément de leurs globules rouges causant une
anémie hémolytique (Liebman et al., 2003). Quatriémement, le LED est une maladie

systémique auto-immune chronique du tissu conjonctif. Le LED peut étre causé par des
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facteurs exogénes comme |'exposition au soleil ou une récente infection par le virus de
I'Epstein-Barr, mais il peut aussi étre causé par des facteurs endogénes comme une
déficience en molécules de la voie classique du complément, le C1, C2 et C4. Le LED est
associé plus fortement avec une déficience en Clq qu’en C2 ou C4. Mondialement,
seulement 2 adultes n’étant pas atteints du lupus érythémateux disséminé et ayant une
déficience en Clq ont été reportés (Vassallo et al., 2007). L’absence de ces protéines du
complément provoquerait une défectuosité dans I'élimination des complexes immuns
ayant pour conséquence une accumulation de ces complexes dans les organes,
principalement les reins et les parois artérielles. Il y aurait aussi une accumulation
anormale des cellules apoptotiques incluant les cellules B et T, menant 3 une auto-
immunité (Botto et al., 2009, Pettigrew et al., 2009). Finalement, des déficiences au
niveau des molécules du systéme du complément rendent les personnes affectées
beaucoup plus susceptibles aux infections bactériennes. Par exemple, une déficience en
properdine peut mener a la mort lors d’une infection par Neisseria meningitidis. Des
déficiences au niveau des molécules formant le complexe d’attaque membranaire (C5-
C9) sont aussi répertoriées et sont associées aussi a une plus grande susceptibilité aux
infections par Neisseria meningitidis. Cependant, le taux de mortalité est moins élevé
chez ces personnes que celles ayant une déficience en properdine (Fijen et al., 1999).
Une déficience en MBL augmente les risques d’infections des voies respiratoires ainsi
que les risques de maladies cardiovasculaires (Eisen, 2010, Madsen et al., 1998). Bref,
un systeme du complément complet est important pour assurer un bon fonctionnement

de notre systeme immunitaire.

1.1.3 Interféron de type | (IFN-1)

Les interférons de type | font aussi partie du systéme immunitaire inné. Tout
comme les anticorps naturels et le systeme du complément, ils jouent un réle dans les
étapes précoces d’'infections et font un lien important entre le systéme immunitaire

inné et adaptatif.
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1.1.3.1 Caractéristiques et origine

Les interférons de type | ont été découverts en 1957 par Isaacs et Lindenmann
comme étant des molécules solubles capable d’inhiber la réplication virale dans des
cultures cellulaires (lsaacs et al., 1957a, Isaacs et al., 1957b, Lindenmann et al., 1957).
Les interférons de type | comprennent les IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-k et IFN-w. Les sous-
types IFN-a et IFN-B sont les plus importants. La famille des IFN-a est un groupe
multigénique de polypeptides homologues codés par plus de 13 génes chez les humains.
L'IFN-B, quant a lui, est codé par un seul géne (Pestka et al., 2004). Les IFN-I ont tous le
méme récepteur soit le IFNaR qui est composé de 2 sous-unités (IFNaR1 et IFNaR2) et
I'on retrouve ce récepteur sur la plupart des cellules (de Weerd et al., 2007). Ces deux
sous-types sont produits par la plupart des cellules du corps lors d’infections et
possédent de trés grandes propriétés antivirales. Cependant, certaines cellules ont
démontré la capacité de sécréter des trés grandes quantités d’IFN-a/B. Ces cellules dites
naturelles productrices d’interférons sont les cellules dendritiques plasmacytoides
(Fitzgerald-Bocarsly, 2002). Puisque ces cellules n’ont pas besoin d’infection virale pour
produire de I'IFN-a/B, du virus inactivé, de I'acide ribonucléique (ARN) ou de I'acide
désoxyribonucléique (ADN) de bactérie étant suffisants, elles sont donc de bonnes
sentinelles du systeme immunitaire inné lors d’infections virales (Krug et al., 2001, Sato

et al., 2000).

1.1.3.2 Réles

L'utilisation d’IFN-1 comme traitement est trés répandue. En effet, des injections
systémiques d’IFN-1 sont approuvées dans le traitement de plusieurs maladies comme la
sclérose en plaques, les hémopathies malignes et les hépatites virales chroniques
puisque I'lFN-1 a un effet direct sur les virus ou les cellules malignes. Cependant, il a
aussi été montré que les IFN-I avaient un réle a jouer sur la régulation de certaines
cellules du systéme immunitaire. lls peuvent agir directement sur ces cellules, par la
signalisation via IFNaR ou indirectement par la sécrétion de chimiokines ou de cytokines.

Par exemple, les IFN-I sont capables de réguler les fonctions des cellules NK en
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augmentant la capacité de celles-ci a tuer leurs cellules cibles et a sécréter de I'IFN-y
(Lee et al., 2000). Les interférons de type | peuvent aussi jouer un réle dans la réponse
en anticorps primaire en stimulant toutes les sous-classes d’immunoglobuline G et
induisant aussi une réponse mémoire contre I'antigéne. Ceci serait di 3 un effet direct
de I'lFN-a sur les cellules B (Fink et al., 2006). Cependant, le principal réle de I'IFN-I est
celui qu’il exerce sur les cellules dendritiques (DCs) puisque les DCs sont les seules
cellules qui sont capables d’activer les cellules T naives via la présentation antigénique.
L'IFN-I affecte la différentiation, la maturation ainsi que la migration des cellules
dendritiques. En effet, des monocytes humains mis en présence de granulocytes-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) et de I'IFN-a/B se différentient plus vite
en DCs que lorsqu’ils sont mis en culture avec du GM-CSF et de I'IL-4. Ils sont aussi plus
aptes a induire une réponse en anticorps primaire ainsi qu’une réponse en cellules T
CD8+ lorsqu'’ils sont incubés avec un antigéne et injectés dans des souris SCID (Lapenta
et al., 2003, Santodonato et al, 2003). Des traitements in vitro avec des cellules
dendritiques immatures ont aussi démontré une augmentation de I'expression de
surface des complexes majeurs d’histocompatibilité de classe | (CMH-1), CMH-Il, CD40,
CD80, CD86 et CD83 associé avec une meilleure capacité d’activation des réponses en

cellules T CD8+ (Gallucci et al., 1999, Montoya et al., 2002).
1.2 Présentation antigénique

Les lymphocytes B utilisent les anticorps liés a leur membrane pour reconnaitre
une variété d’antigénes comme les polysaccharides, les lipides et petits produits
chimiques. Ces antigénes peuvent étre exprimés a la surface de microbes (capsule ou
enveloppe) ou ils peuvent étre sous forme soluble (toxines). Pour les lymphocytes T, les
antigénes sont présentés par les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) qui sont
principalement les cellules dendritiques, mais aussi les macrophages et les cellules B.
Les protéines extracellulaires qui sont internalisées par les CPA sont apprétées dans des
vésicules et présentées par les CMH de classe Il aux lymphocytes T CD4+, tandis que les

protéines dans le cytosol de n’'importe quelles cellules nucléées sont apprétées dans le
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cytoplasme et présentées par les CMH de classe | aux lymphocytes T CD8+. Des
protéines extracellulaires peuvent aussi étre présentées par des CMH de classe | aux

lymphocytes T CD8+ par la présentation antigénique croisée (figure 3).

CMH Classe | CMH Classe Il Présentation croisée
Peptides-CMH Classe II Peptides-CMH classe Il Antigéne
(lndog&nu) > (“Q"nu) onginc ;m?“c classe |
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Nature Reviews | Immunology

Figure 3. Les différentes voies de présentation antigénique.
Les CMH de classe | présentent des peptides venant de protéines endogénes dégradées principalement

dans le cytosol. Quant a eux, les CMH de classe Il présentent des peptides dont les protéines exogénes
ont été dégradées dans des endosomes. Ces protéines proviennent principalement de I'environnement
extracellulaire, mais aussi de composantes endogénes, comme les protéines membranaires, des
composantes de la voie endocytique et des protéines cytosoliques qui accédent aux endosomes grace a
I'autophagie. Les cellules dendritiques CD8+ ont la capacité unique de pouvoir amener au CMH de classe |
des antigénes exogénes, mais ce mécanisme n’est pas encore trés bien compris. Adaptée de Villadangos
et al (Villadangos et al., 2007)
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1.2.1 Présentation par le CMH classe |

Les protéines antigéniques présentées par cette voie sont des protéines
intracellulaires. Par exemple, elles peuvent étre produites dans le cytoplasme ou
provenir de virus se répliquant dans la cellule infectée. Toutes ces protéines, ainsi que
les protéines mal formées de la cellule héte, sont ciblées pour étre détruites par des
protéasomes cytosoliques et nucléaires. Les peptides obtenus sont transportés vers le
réticulum endoplasmique (RE) par un transporteur associé avec la présentation
antigénique (TAP) pour rejoindre le CMH de classe I. TAP lie les peptides dans le
cytoplasme et les faits traverser la membrane du RE jusqu’a l'intérieur ce qui est
Finverse de la direction normale lors de la production de protéine. Les molécules de
CMH de classe | nouvellement synthétisées, assemblées d’une chaine lourde
polymorphique a et d’une chaine légére B,-microglobuline, sont attachées faiblement a
la protéine TAP. Lorsque des peptides entre dans le RE, ils sont capturés par le CMH de
classe I. Si le peptide est composé de 8 4 9 acides aminés et qu’il s’insére parfaitement
dans le CMH de classe |, le complexe CMH classe I-peptide est maintenant stabilisé et
peut étre transporté a la surface de la cellule. Les CMH de classe | qui ne trouvent pas de
peptides dans le RE deviennent instables et sont retournés au cytosol pour étre

dégradés (Neefjes et al., 2011).

1.2.2 Présentation par le CMH classe Il

Les cellules présentatrices d’antigénes internalisent les pathogénes par plusieurs
mécanismes. Elles peuvent internaliser lorsqu’il y a liaison de I'un de leurs récepteurs
directement sur le pathogéne, par leur récepteur se liant 3 la portion Fc des
immunoglobulines, par un récepteur du complément (opsonisation) ou par une
combinaison de plusieurs de ces récepteurs. Aprés internalisation par les CPA, les
protéines sont amenées dans des vésicules intracellulaires trés acides, les endosomes,
qui peuvent fusionner avec les lysosomes. Dans ces vésicules, les protéines sont clivées

par des enzymes protéolytiques pour former plusieurs peptides de différentes longueurs.
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Les CPA produisent constamment des molécules de CMH de classe Il dans le RE. Elles
sont composées de chaines a et B transmembranaire qui sont associées a une chaine
invariable I;qui contient une séquence , CLIP, qui lie fermement la niche peptidique du
CMH de classe Il. Ce complexe migre vers la surface cellulaire dans une vésicule
exocytique qui va fusionner avec une vésicule endosomale contenant les peptides
intracellulaires. Cette vésicule contient aussi une protéine appelée DM, qui a pour
fonction de déloger CLIP du CMH de classe Il. Ainsi, la niche peptidique du CMH de
classe Il est disponible pour recevoir un peptide. Si le CMH de classe Il est capable de lier
un des peptides générés, le complexe devient stable et migre vers la surface cellulaire. Si
le CMH de classe Il ne lie aucun peptide, il devient instable et est dégradé par des

protéases contenues dans I'endosome (Neefjes et al., 2011).

1.2.3 Présentation croisée

Il existe aussi une troisitme voie de présentation antigénique, la présentation
croisée, dont les CMH de classe | présentent des antigénes exogénes. Cette voie est trés
utile, par exemple, lorsque les CPA ne sont pas directement infectées et qu’elles ont
besoin d’obtenir des antigénes des agents infectieux pour les présenter sur les CMH de
classe |. Deux grand types de voies intracellulaires possibles de présentation croisée ont
été décrites et elles sont référées comme étant la voie cytosolique et la voie vacuolaire.
La présentation croisée par la voie cytosolique est sensible aux inhibiteurs du
protéasome , ce qui suggére que les protéines internalisées se dirigent vers le cytosol ou
elles seront dégradées par le protéasome (Kovacsovics-Bankowski et al., 1995). Les
peptides générés par le protéasome peuvent donc aller rejoindre la voie « classique » de
présentation par le CMH de classe | qui comprend le transport du peptide par TAP et le
chargement du peptide sur une molécule de CMH de classe | nouvellement formée.
Cependant, il n’y a aucune preuve directe que le peptide est chargé sur le CMH de classe
| dans le RE. Le recrutement de TAP et du CMH de classe | aux phagosomes et aux
endosomes suggére que le chargement du peptide pourrait se produire aussi dans les

compartiments d’endocytose (Burgdorf et al., 2008, Guermonprez et al., 2003, Houde et
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al., 2003). Par conséquent, la voie cytosolique de la présentation croisée est considérée
comme la voie dans laquelle la transformation de I'antigéne se produit dans le cytosol,
quel que soit I'emplacement du chargement peptidique. Contrairement a la voie
cytosolique, la voie vacuolaire est résistante aux inhibiteurs du protéasome et
généralement indépendante de TAP, mais est sensible aux inhibiteurs de la protéolyse
lysosomale (Shen et al., 2004). Ceci suggére le traitement et le chargement de I'antigéne
se produisent tous les deux dans les compartiments d’endocytose dans cette voie.
Ajoutant a la confusion, il a été démontré récemment que la voie cytosolique peut
également étre indépendant de TAP, ce qui impliquerait peut-étre un autre
transporteur de peptide non identifié jusqu’a présent (Merzougui et al., 2011). Un autre
modele de présentation croisée celui de la voie endosomale dépendante des TAP a aussi
été suggéré. Le TAP est recruté vers I'endosome précoce par le signal TLR4/MyD88. Les
antigenes endocytés sortent de I'endosome et vont étre protéolysés par le protéasome
et les peptides pouvoir étre retranslocalisés via les TAP et ainsi étre chargés sur les CMH
| et étre les complexes nouvellement formés vont pouvoir étre exportés vers la

membranes plasmiques (Bevan, 2006).

Initialement, les DCs CD8+ avaient été démontrées comme étant les cellules
dendritiques les plus aptes a induire la présentation croisée que les DCs CD8-, bien que
les deux soient aussi aptes a présenter un antigéne (Kamphorst et al., 2010). Cependant,
plusieurs études ont permis de mettre en évidence que d’autres types de DCs pouvaient
aussi induire la présentation croisée. C'est le cas des CD103+ DCs que I’on retrouve dans
les poumons et la peau, ainsi que les DCs que l'on retrouve dans des modéles
d’inflammation (Bedoui et al., 2009, Desch et al., 2011, Segura et al., 2009). Chez
I’humain, la présentation croisée serait assurée par les cellules de Langerhans, les CD1a+
DCs et les BDCA3+ DCs qui ont récemment été proposées comme étant les homologues
des CD8+ DCs des souris (Bachem et al., 2010, Segura et al., 2012). La capacité de ces
DCs a faire de la présentation croisée est seulement possible lorsque les cellules

dendritiques sont dans les derniéres étapes de leur développement (Sathe et al., 2011).
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Puisque I'IFN de type | est exprimé trés rapidement en réponse a une infection et qu’il
est important dans la maturation des DCs, I'lFN-a/B pourrait étre un acteur important
dans I'induction de la présentation croisée. En effet, une étude dans laquelle la réponse
en lymphocytes T (LT) CD8+ contre OVA a été étudiée dans le contexte d’une infection
virale. L'administration de la protéine OVA, qui ne peut pas stimuler de réponse LT CD8+
sans la présentation croisée, lors d’'une infection par le virus de chorioméningite
lymphocytaire (LCMV) a montré une induction efficace d’une réponse spécifique LT
CD8+ a OVA. De plus, aucune présentation croisée n’a été observée chez les souris
immunisées avec OVA dans le cas d’une infection avec le virus de la vaccine, qui est un
tres faible inducteur d’IFN-I comparativement a LCMV, ou lors de l'infection de souris
déficiente en IFN-I avec LCMV. Bref, la présentation antigénique croisée dans le
contexte de LCMV, par exemple, a lieu par un mécanisme dépendant de I'lFN-a/B (Le
Bon et al., 2003). En plus de son réle important lors d’infections, la présentation croisée
pourrait étre exploitée pour la vaccination, notamment pour des vaccins ou l'injection
de virus atténués vivants peut amener des risques significatifs ainsi que pour les vaccins

contre le cancer.

1.3 Immunité adaptative
1.3.1 Réponse humorale

L'immunité humorale est médiée par les anticorps et elle est la branche de
I'immunité adaptative qui a pour fonctions de neutraliser et d’éliminer les pathogénes
extracellulaires et les toxines. Les anticorps sont produits par les lymphocytes B (LB) qui
lorsqu’ils reconnaissent un antigéne, peuvent s’activer et se différencier en cellules
sécrétant des anticorps, les plasmocytes. Les lymphocytes B expriment deux classes
d’anticorps liés a la membrane, IgM et IgD, qui agissent comme récepteurs pour les
antigénes. L’activation des lymphocytes B résulte en la prolifération des LB spécifiques a
I'antigéne, appelé expansion clonale, ainsi que leur différentiation en plasmocytes.
Durant leur différenciation, certaines cellules B commencent a produire des anticorps

de différents isotypes (classes), phénoméne appelé commutation isotypique, qui ont
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différentes fonctions et qui servent a combattre différents pathogeénes. Ensuite, une
exposition répétée a un antigéne méne a la production d’anticorps ayant une plus
grande affinité pour I'antigéne. Ce processus s’appelle la maturation d’affinité et permet
de produire des anticorps ayant une meilleure capacité a lier et neutraliser les

pathogénes (Abbas, 2009).

Les réponses en anticorps sont classées en deux groupes soient la réponse T-
dépendante et la réponse T-indépendante selon si l'aide des cellules T est requise.
Les LB reconnaissent et sont activés par plusieurs éléments comme les protéines, les
polysaccharides et les lipides. Les antigénes protéiques sont pris en charge par les CPA
et sont reconnus par les lymphocytes T auxiliaires qui jouent un réle important dans la
commutation isotypique et la maturation d’affinité. Les polysaccharides, les lipides et
autres composantes non protéique stimulent la production en anticorps sans I'aide des
LT auxiliaires, donc la réponse en anticorps contre ces éléments est appelée T-
indépendante. Les anticorps produits lors de cette réponse montrent peu de
commutation isotypique et de maturation d’affinité. Différentes classes de cellules B
répondent préférentiellement aux antigénes protéiques ou non-protéiques (figure 4).
Parmi ceux-ci, on retrouve les lymphocytes B folliculaires et les lymphocytes B de la
zone marginale. Les LB folliculaires résident dans les follicules des organes lymphoides
et ils sont en majorité responsables de la réponse T-dépendante. Les LB de la zone
marginale sont localisés dans la zone marginale de la pulpe blanche de la rate et sont les

acteurs principaux de la réponse T-indépendante.
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Figure 4. Classes de Lymphocytes B et réponse en anticorps associée.

Les lymphocytes B folliculaires sont responsables de la réponse T-dépendante aux antigénes protéiques
tandis que, les lymphocytes B de la zone marginale sont responsables de la réponse T-dépendante contre
les polysaccharides et les lipides. Cependant, dans certains cas, les lymphocytes B folliculaires peuvent
induire une réponse T-indépendante et les lymphocytes B de la zone marginale permettent I'induction
d’une réponse T-dépendante. Adaptée de Abbas et Lichtman (Abbas, 2009)

L’activation des lymphocytes B a lieu lorsque deux ou plusieurs antigénes forment un
agrégat ou bien lorsqu’un antigéne présente des épitopes répétés et qu’ensuite, ils se
lient aux molécules d’lg a la membrane des cellules B. Les polysaccharides et les lipides
contiennent plusieurs épitopes identiques et sont donc aussi capable de lier plusieurs Ig
en méme temps sur les cellules B. Ces récepteurs (IgM et igD) permettent de lier les
antigénes, mais ne sont pas capable de transduire le signal d’activation. Donc, ils sont
liés de fagon non covalente a deux autres protéines, appelées Iga et IgB, ce qui forme le
récepteur des cellules B (BCR). Le domaine cytoplasmique de Ilga et IgB contient des
ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) que Ion retrouve dans
plusieurs autres voies de signalisation. Lorsque deux ou plusieurs récepteurs des cellules
B sont regroupés, les tyrosines des ITAMs sont phosphorylées par les kinases associées
avec le complexe du BCR. Ces tyrosines deviennent des sites d’ancrage pour des
protéines adaptatrices qui vont permettent le recrutement d’autres molécules de
signalisation pour ainsi activer les facteurs de transcription impliqués dans la

prolifération et la différenciation des lymphocytes B (Abbas, 2009, Keven Murphy, 2011).
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1.3.1.1 Le systeme du complément dans la réponse humorale

En plus de son role dans I'immunité innée, le systéme du complément est aussi
trés important dans la régulation de 'immunité adaptative. |l y a déja environ 40 ans, il a
été observé par le Dr Pepys que si I'on enlevait la composante C3 du complément dans
le sérum d’animaux expérimentaux ceux-ci avaient une diminution de la réponse en
anticorps contre les antigénes T dépendant (Pepys, 1972). Jusqu’a ce jour, plusieurs
recherches ont été faites dans le but de comprendre ce qui liait le systéme du
complément avec la réponse humorale. Il est maintenant clair que le réle principal du
complément dans la réponse humorale est l'interaction entre le récepteur du
complément CR2 (ou CD21), que I'on retrouve sur les cellules B ainsi que sur les cellules
dendritiques folliculaires (FDCs) tant chez les humains que chez la souris, et les
antigenes liés par la molécule C3d (Carroll et al., 2012). Sur les cellules B, le CD21 forme
un complexe avec la protéine de signalisation CD19 et le CD81 (figure 5). L’engagement
du CD21-CD19-CD81 avec le récepteur Ig des cellules B abaisse le seuil d’activation des
cellules B et fournit aussi un important signal de survie (Carroll, 2004). Un autre
mécanisme par lequel le complément améliore I'immunité adaptative est par la
localisation de I'antigene aux FDCs dans les follicules lymphoides (Fang et al., 1998). Les
FDCs sécrétent des chimiokines chimioattractantes pour les lymphocytes B et sont
importantes pour 'organisation des centres germinatifs (Cyster et al., 2000). Les FDCS
expriment fortement le CD21 et CD35 ce qui permet la rétention des complexes immuns
liés par des molécules de C3 dans les compartiments lymphoides (Barrington et al.,
2002). Il a été observé que les cellules B naives étaient des transporteurs majeurs de
complexes immuns recouverts de complément jusqu’aux follicules et que I'absorption et
le transfert des complexes immuns aux FDCs étaient dépendants du CR2 et du C3d

(Carroll et al., 2012).
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Figure 5. Le role de la composante C3d du complément dans I’activation des cellules B.

L’activation du systéme du complément par des pathogénes meéne a la liaison du complément, plus
particulierement le C3d aux pathogenes. Les lymphocytes B reconnaissant simultanément I'antigéne par
leur récepteur Ig et le C3d lié par le CR2 (CD21). Le CR2 est attaché a un complexe de protéines, CD19 et
CD81, qui sont aussi impliqués dans les signaux d’activation induits dans les cellules B. Adaptée de Abbas
et Lichtman (Abbas, 2009)

1.3.2 Réponse cellulaire

L'immunité cellulaire est la branche de I'immunité adaptative qui a pour réle de
combattre principalement les infections par des pathogénes intracellulaires, mais aussi
les vers, les bactéries et protozoaires extracellulaires. Les pathogénes peuvent étre
ingérés par des phagocytes dans le cadre du mécanisme de défense de I'immunité innée.
D’autres, pathogénes, comme les virus, peuvent lier les récepteurs a la surface de
plusieurs cellules et sont capables de les infecter ainsi que de s’y répliquer. La réponse
cellulaire est prise en charge par les lymphocytes T et on retrouve deux types de LT, soit
les LT CD4+ qui vont activer les phagocytes pour éliminer les pathogénes résidants dans

les vésicules de ces phagocytes et les LT CD8+ cytotoxiques (CTLs) qui vont tuer, entre
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autre, toutes cellules contenants des pathogéenes ou des protéines du pathogéne dans

leur cytoplasme mais aussi des bactéries (Abbas, 2009, Keven Murphy, 2011).

L'initiation de la réponse cellulaire requiert plusieurs récepteurs sur les cellules T qui
reconnaissent leur ligand sur les cellules présentatrices d’antigénes. Le récepteur des
cellules T (TCR) reconnait les complexes CMH-peptides sur les CPA, les corécepteurs CD4
et CD8 reconnaissent les molécules du CMH, les molécules d’adhésion (LFA-1, VLA-4)
renforce la liaison entre les cellules T et les CPA et des récepteurs de costimulation
(comme, entre autre, le CD28 (signal positif) et le CTLA-4 (signal négatif)) qui

reconnaissent les seconds signaux provenant des CPA.

En réponse a l'antigéne et aux molécules de costimulation, les lymphocytes T,
particulierement les LT CD4+, sécrétent rapidement différentes cytokines. La
premiérement cytokines produites par les LT CD4+ est l'interleukine 2 (IL-2) aprés
seulement 1 a 2 heures suivant I'activation. La principale action de I'lL-2 & ce stade est
de stimuler la prolifération et la survie des cellules T. Dans la premiére et deuxiéme
journée suivant I'activation, les lymphocytes T commencent a proliférer résultant en
une expansion des clones spécifiques a I'antigéne. Par exemple, avant infection, on
retrouve environ 1/10° 3 10° LT CD8+ spécifiques a I'antigéne tandis qu’environ 1
semaine aprés l'infection, 10 a 20% des LT sont spécifiques a I’antigéne. La prolifération
des LT CD4+ est moins importante que celles des LT CD8, environ 1000 fois moins,

puisqu’ils ne possedent pas les mémes fonctions (Abbas, 2009).

La différenciation des cellules effectrices apparait normalement environ 3 3 4 jours avec
I'exposition au pathogéne. Les LT CD4+ vont se différencier en cellules effectrices qui
vont produire des cytokines et exprimer des molécules de surfaces pour activer les
phagocytes et les lymphocytes B. On retrouve trois principaux sous-types de LT CD4+
soit les Ty1, les Ty2 et les T417, mais il en existe plusieurs autres comme les Treg, les TFh
et les Th9. Les Ty1 vont stimuler la phagocytose ainsi que la destruction des pathogénes
par la réponse cellulaire. La cytokine produite la plus importante est I'IFN-y, mais on

retrouve aussi du TNF-a et de I'lL-2. L'IFN-y est un important activateur de macrophages
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et stimule la production d’anticorps favorisant la phagocytose des pathogénes ainsi que
I'activation du complément. L'IFN-y stimule aussi I’expression des CMH Il sur les cellules
dendritiques et les macrophages, servant ainsi a amplifier la réponse T. Quant a eux, les
Tw2 servent majoritairement a créer un environnement proinflammatoire induit
principalement par les éosinophiles ainsi qu’a limiter les conséquences dommageables
de l'activation des macrophages. lls vont produire de I'lL.-4 qui stimule la production
d’IgE, de I'IL-5 qui active les éosinophiles, mais aussi de I'lL-13 et de I'IL-10 qui peuvent
servir a inhiber |'action microbicide des macrophages. Finalement, les Ty17 sécrétent de
I'lL-17 et de I'IL-22 et sont les principaux médiateurs d’inflammation dans plusieurs
réactions immunologiques. Ce sous-type a d’ailleurs été découvert dans des modeéles
animaux de scléroses en plaques, maladie inflammatoire de lintestin et arthrite
rhumatoide. Les Tyl7 pourraient aussi étre impliqués dans la défense contre les

infections bactériennes et fongiques (Abbas, 2009).

Les LT CD8+ vont se différencier en CTLs qui sont capables de tuer les cellules infectées
exprimant I'antigéne. La reconnaissance de I'antigéne par les CTLs méne a I'activation
de signaux de transductions, et ainsi a la création de la synapse immunologique, qui
vont permettre I'exocytose du contenu retrouvé dans les vésicules des CTLs vers les
cellules cibles. Trois types de protéines contenus dans ces vésicules sont importantes
pour tuer les cellules cibles; les granzymes, les perforines et les granulysines. Les
granzyme sont des enzymes qui vont cliver et donc activer les caspases qui sont
présentes dans le cytoplasmes des cellules cibles induisant ainsi I'apoptose. Les
perforines, quant a elles, sont nécessaires pour I'entrée des granzymes dans le
cytoplasme. Les granulysines vont aussi permettre de créer des trous dans les parois
membranaires des cellules cibles et d’induire I'apoptose. Les CTLs sont aussi capables de

produire de I'lFN-y et du TNF-a comme les LT CD4+ ainsi que des chimiokines.

1.3.2.1 Le systéme du complément dans la réponse cellulaire

En plus de son réle dans 'immunité innée et I'immunité humorale, le systéme du

complément est aussi un acteur important dans I'immunité cellulaire. Comme il a été
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mentionné plus tot, les cellules présentatrices d'antigénes expriment plusieurs
récepteurs du complément a leur surface. Lors de la liaison du complément sur les CPA,
celui-ci est capable de moduler la fonction de ces cellules. En effet, il a été observé
qu’en absence de Clq ou C3 l'absorption de I'antigéne par les CPA était diminuée
résultant en une diminution de I'activation des CPA ainsi que I'activation des cellules T
(Castellano et al., 2004, Kerekes et al., 2001, Walport, 2001b). De plus, le relachement
d’anaphylatoxines comme C3a et C5a au site d'infection active leur récepteur sur les
CPA ce qui fait en sorte que la production en IL-12 peut étre modulée. L'induction de la
production d’IL-12 favorise une réponse Tyl tandis que la suppression de la production
d’IL-12 favorise une réponse Ty2. L'induction ou la suppression de la production d’IL-12
lors de I'activation des récepteurs des anaphylatoxines C3aR et C5aR sur les CPA vont
étre favorisées selon le modéle de maladie et la voie d’injection de I'antigéne utilisés
(Drouin et al., 2001, Kawamoto et al., 2004). Contrairement aux CPA, les lymphocytes T
expriment beaucoup moins de récepteurs du complément a leur surface. Cependant, les
LT sont capables de lier les complexes immuns enveloppés de Clq ce qui entrainerait
I'activation des LT et la production d'IFN-y et de TNF-a (A. Chen et al., 1994). Le C5aR est
aussi exprimé sur la plupart des cellules T et est chimioattractant pour C5a et
favoriserait ainsi la migration et le recrutement des cellules du systéme immunitaire

(Nataf et al., 1999, Tsuiji et al., 2000).

En raison de son réle important dans la réponse cellulaire, il n’est pas étonnant que le
systéme du complément a été étudié dans les rejets de greffe. Le principal obstacle a la
réussite de la transplantation est le rejet de la greffe, un processus qui est
principalement mené par la réponse T (Sacks et al., 2003). Il a été observé que chez les
souris qui étaient déficientes en C3 ou en C4 ou chez les souris ayant regues des
inhibiteurs de complément, que la survie était prolongée pour des allogreffes de peau et
surtout des greffes vascularisées. Ceci était relié a une réduction des lésions causées par
I'ischémie-reperfusion ainsi qu’une diminution de I'inflammation et du recrutement de

cellules effectrices (Sacks et al., 2003).
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Bref, le systéme du complément n’est pas qu’un acteur de la réponse immunitaire innée.
Il est aussi trés important dans la réponse adaptative, tant pour la réponse humorale
que pour la réponse cellulaire. Il s’avére étre un joueur important dans la défense

contre les pathogénes, notamment dans la réponse antivirale.
1.4 Infections virales persistantes

Chague année, plusieurs millions de personnes seront infectées par des virus. ||
est possible, pour certains virus, de prévenir une infection virale 3 I'aide d’un vaccin.
Lorsqu’il n’existe pas de vaccin contre un virus, le systéme immunitaire de I’héte reste la
meilleure défense face a l'infection virale. Il existe trois issues possibles suite 3 une
infection virale. L'infection peut étre soit éliminée complétement de I'héte (aigiie) ou
subsister chez I'hdte (persistante). La troisieme issue est la mort de I'héte. Bien que
plusieurs vaccins ont été développés, il existe trés peu de vaccins pour prévenir des

infections virales persistantes.

Parmi les infections virales persistantes, on dénote le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH), le virus de I’hépatite B (VHB) et le virus de I'hépatite C (VHC). Nous allons
nous intéresser davantage au virus de I'hépatite C qui, selon I'organisation mondial de la
santé, infecte plus de 170 millions de personnes a travers le monde. On dénote environ
3-4 millions de nouvelles infections par année et aucun vaccin n’est disponible jusqu’a

présent.

1.4.1 Virus de I'hépatite C

Le virus de I'hépatite C se démarque des autres virus persistants, puisque 20-25
% des personnes infectées vont réussir a éliminer complétement le virus, tandis que les
autres vont étre infectées de fagon persistante. Ces patients sont a risques élevés de
développer des dommages sérieux au foie, comme une cirrhose, une stéatose ainsi

qu’un carcinome hépatocellulaire (Lauer et al., 2001). La progression de la maladie est

34



propre a chaque individu, mais prend normalement des décennies donc, la plupart du
temps, les personnes infectées ne sont pas au courant de leur maladie. Le VHC est
maintenant la premiére cause de transplantation du foie en Amérique du Nord et en
Europe (R. S. Brown, 2005). L'infection est transmise principalement par la voie
parentérale. Bien que la transmission par des transfusions de sang contaminé est trés
rare dans les pays développés, I'épidémie continue de se propager parmi ceux qui se

partagent des aiguilles et des drogues (Shepard et al., 2005).

1.4.1.1 Agent étiologique

Le virus de I'hépatite C est un virus a ARN simple brin enveloppé qui appartient
au genre Hepacivirus et a la famille des Flaviviridae. Son génome a une taille d’environ
9600 bases et code pour une polyprotéine qui est clivée par des protéases cellulaires et
virales en 10 différentes protéines (Poenisch et al., 2010) (figure 6). Les protéines
structurales core, E1 et E2 se trouvent dans la région amino-terminale de la
polyprotéine et sont les constituants des particules virales infectieuses. La protéine
hydrophobique p7 ainsi que la protéine non structurale NS2 sont requises pour
I’assemblage du virion, mais ne font pas partie des particules sécrétées. La protéine NS3
forme un complexe stable avec la protéine NS4A pour cliver la polyprotéine pour
donner les dernieres protéines. NS4B induit |'altération des réseaux membranaires qui
sont probablement le lieu de la réplication de FARN viral. NS5A est une
phosphoprotéine qui est requise pour la réplication et I'assemblage et NS5B est I'ARN

polymérase ARN-dépendante (Thimme et al., 2012).
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Figure 6. L’organisation du génome et la structure de la
particule virale du VHC.

L’ARN du VIHC code pour une polyprotéine d’environ 3000
acides aminés. La polyprotéine est clivée pendant et aprés
la traduction par les protéases de I'héte et virales pour
donner 10 protéines, core E1, E2, p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A et NSSB.Les protéines core, E1 et E2 font la
particules virale et sont appelées protéines structurales,
tandis que les autres protéines sont dites non structurales
et sont requises pour la réplication du virus. Adaptée de
(Dustin et al., 2007)

Les principales cellules ciblées par le VHC sont les hépatocytes. Certaines études ont
démontré qu’il était possible de détecter de I’ARN viral dans les cellules mononucléaires
du sang périphérique (PBMC) (Zignego et al., 2007). Cependant, une étude in vitro a
permis de démontrer que les cellules du sang étaient non susceptibles a l'infection par
le VHC et a la réplication virale (Marukian et al., 2008). Ceci est supporté par les
recherches qui ont permis de trouver quatre molécules de surface, CD81, SCARB1,
CLDN1 et OCLN, qui participent dans I'entrée du VHC et qui sont hautement exprimées
chez les cellules du foie, mais non exprimées pour certaines, chez les cellules du sang
(Zeisel et al., 2011). Par contre, d’autres études in vitro auraient démontré de la
réplication virale dans des cellules neuroépithéliales montrant que le VHC n’est peut-

étre pas seulement hépatotrope (Fletcher et al., 2010).
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La production de particules virales chez les patients infectés est estimée 3 environ 10%

particules par jour et la demi-vie du VHC dans le sérum est d’environ 3 heures (Layden
et al., 2000). Aussi, 'ARN polymérase ARN-dépendante fait beaucoup d’erreurs de
lecture. Donc, le haut taux de particules virales produites, ainsi que les erreurs
accumulées par la polymérase permettent une évolution rapide du virus, ce qui
outrepasse la sélection par le systéme immunitaire et les antiviraux. De plus, il existe 6
génotypes majeurs du VHC et ils different selon la situation géographique et les
thérapies antivirales ne sont pas adaptées pour tous ces génotypes. Le virus de
I'hépatite C n’étant pas cytolytique, la destruction des cellules infectées est causée
principalement par le systéme immunitaire de I'h6te plutét que par le virus lui-méme

(Chisari, 2005).

1.4.1.2 Réponse immunitaire contre le VHC

Un systéme immunitaire innée efficace ainsi qu’une bonne réponse adaptative
sont essentiels pour controler le VHC. En effet, I'élimination du VHC durant I'infection
aiglie corréle avec une induction précoce de la réponse immunitaire innée et une
réponse a large spectre de la réponse immunitaire adaptative. Cependant, chez les
personnes infectées de facon persistante, ces réponses ont échoué et ont été

insuffisantes pour éliminer complétement le virus.

L'IFN de type | a été démontré comme étant efficace contre le virus de I'hépatite C dans
des cultures cellulaires (Diegelmann et al., 2010). L'IFN-a/p induit I'expression de plus
de 300 génes dont les produits ont des fonctions antivirales, antiprolifération et
immunomodulatoires (Randall et al., 2008). Nous savons que les hépatocytes répondent
bien a I'lFN-I produit, mais un débat subsiste sur la provenance de cet IFN. Certains
croient que I'lIFN-I provient des hépatocytes infectés, tandis que d’autres pensent que ce
sont d’autres cellules, comme les cellules dendritiques plasmacytoides qui infiltrent le
foie (Bigger et al., 2001). Cependant, in vivo, la réponse en interférons de type | n’est
pas suffisante dans la majorité des cas pour éliminer complétement le virus. Les cellules

NK sont aussi importantes dans la réponse innée contre le virus de I'hépatite C (Cheent
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et al., 2011). L'expression du récepteur d’activation des NK, NKG2D, est augmentée lors
d’une infection par le VHC. Ceci est accompagné par une augmentation de la production
de I'lIFN-y et de la cytotoxicité (Amadei et al., 2010). Toutefois, il n’est pas encore clair si
la capacité des cellules NK a produire des cytokines antivirales est affectée chez les
patients infectés de fagon persistante. Deux groupes ont reporté un défaut dans la
production d’IFN-y, tandis que deux autres groupes en sont venus a une conclusion
opposée (Ahlenstiel et al.,, 2010, Amadei et al., 2010, Golden-Mason et al., 2008,
Oliviero et al., 2009). Un autre élément important du systéme immunitaire inné face a
I'infection par le VHC est le systeme du complément. En effet, une étude a permis de
démontrer que les protéines E1 et E2 étaient des ligands potentiels pour le MBL. Le MBL
a été démontré comme étant capable de neutraliser I'entrée de pseudoparticules du
VHC dans des cellules Huh-7 et ce, pour plusieurs génotypes. La liaison du MBL au
particules virales E1 et E2 active le systéme du complément via la MASP2 ce qui méne a

I'inhibition de I’entrée du virus (K. S. Brown et al., 2010).

Les anticorps neutralisants sont importants dans la protection contre plusieurs virus.
Toutefois, dans le vas du VHC, les anticorps neutralisants ne sont pas ceux qui
permettent de réduire la charge virale durant la phase aigiie d’infection, mais c’est
plutét la réponse cellulaire qui assure ce réle. Plusieurs études ont montré que
I'élimination du VHC était associée avec une forte et soutenue réponse en lymphocytes
T CD4+ et T CD8+ ciblant plusieurs épitopes chez les différentes protéines virales du VHC.
Premiérement, comme il a été démontré par plusieurs équipes, on dénote une forte
réponse périphérique et intra hépatique en T CD8+ spécifiques au virus ciblant plusieurs
épitopes ce qui corréle avec I'apparition de dommages au foie ainsi que I'élimination du
virus (Cox et al., 2005a, Lechner et al., 2000, Thimme et al., 2001, Thimme et al., 2002).
Deuxiémement, on retrouve une forte association entre des alléles de HLA de classe | et
la résolution spontanée de linfection. Grace a une cohorte irlandaise de femmes
accidentellement infectées avec le génotype 1b du VHC il y a plus de 20 ans, il a été
possible de montrer I'importance de certains alléles de HLA de classe | dans I'élimination

du virus. Les alléles de HLA de classe | A3, B7 et Cw*10 ont été associés avec la clairance
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du virus, tandis que la B8 a été associée avec la persistance (McKiernan et al., 2004).
Troisiemement, il a été démontré, in vivo, que la réponse en LT CD8+ permettait de
contréler l'infection par le VHC. Aprés avoir dépleté les T CD8+ chez des chimpanzés,
I'infection par le VHC a persisté chez ces animaux jusqu’a ce que la réponse en LT CD8+
reviennent et que les LT CD8+ spécifiques au virus apparaissent (Shoukry et al., 2004,
Shoukry et al., 2003). Ensemble, ces résultats montrent que les LT CD8+ sont trés
importants pour contréler le VHC. Par contre, en plus des LT CD8+, les LT CD4+
spécifiques au virus sont aussi trés importants dans le contréle du virus de I'hépatite C.
En effet, plusieurs études ont permis de démontrer qu’une forte et soutenue réponse
en T CD4+ spécifiques au virus était aussi importante pour I'élimination du VHC (Day et
al., 2002, Gerlach et al., 1999, Schulze zur Wiesch et al., 2005). Comme pour les HLA de
classe |, certains alléles des HLA de classe Il ont aussi été démontrés comme étant
importants dans le controle du VHC. C'est le cas pour DRB1*1101, DQB1*0301,
DRB1*01, DRB1*0401 et DRB1*15 (Hong et al., 2005, McKiernan et al., 2004). La
déplétion des LT CD4+ chez les chimpanzés infectés avec le VHC a aussi mené a une

persistance du virus chez ces animaux (Grakoui et al., 2003).

1.4.1.3 Evasion du VHC au systéme immunitaire

Malgré une réponse anti-VHC menant a une élimination du virus par le systéme
immunitaire, le VHC peut aussi réussir a échapper par plusieurs mécanismes a cette
réponse et persister chez I'hote. Premiérement, le VHC a été démontré comme étant
capable d’interférer avec la réponse antivirale. En effet, la protéase NS3/4A du virus
clive, in vitro, deux molécules importantes dans la voie de signalisation IRF3 ce qui fait
en sorte que les cellules ne sont plus capables de produire efficacement de I'lIFN de type
| (Foy et al., 2003, K. Li et al., 2005). De plus, cet effet a aussi été démontré chez
'humain (Bellecave et al., 2010). Deuxieémement, il existe quelques études indiquant
que le VHC pourrait interférer avec I'action des cellules NK. Une étude suggere que la
NS5A du virus amenerait les monocytes a produire des grandes quantités d’IL-10 et

beaucoup moins d’IL-12 ce qui aurait pour conséquence de réguler a la baisse
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I'expression d’un récepteur d’activation des NK, le NKG2D (Sene et al., 2010). D’autres
études proposent que le VHC inhibe les cellules NK par la liaison du CD81 a la surface
des NK avec la protéine virale E2 ce qui aurait pour effet de diminuer la cytotoxicité et la
production d’IFN-y par les cellules NK. Cependant, ce phénoméne n’a été observé qu’en
présence de hautes concentrations de E2 ou de virions immobilisés sur une plaque de
culture cellulaire, mais pas par une exposition directe des cellules NK aux particules
infectieuses du VHC ce qui laisse a se demander si ce phénoméne pourrait étre observé
in vivo (Crotta et al., 2010, Farag et al, 2011). Troisiemement, comme il a été
mentionné plus tot, les composantes du systeme du complément sont synthétisées
principalement au foie, et nous savons que le virus de I'hépatite C infecte cet organe. Il a
été observé que le sérum patients chroniquement infectés avec le VHC contenait des
niveaux plus bas de C3 comparé aux individus sains. Autrement dit, il a été démontré
que la protéine NS5A du VHC réussissait a inhiber la production de C3 que I'on retrouve
dans toutes les voies principales d’activation du systéme du complément, ce qui a pour
effet de compromettre une partie du systéme immunitaire inné (Mazumdar et al., 2012).
Quatriemement, le VHC réussit aussi a échapper a la réponse humorale, notamment par
l'interaction du VHC avec SCARB1 lors de l'entrée du virus qui permettrait une
protection contre les anticorps neutralisants (Logvinoff et al., 2004). |l est aussi
intéressant de savoir que plusieurs études ont permis de mettre en évidence que le VHC
échapperait aux anticorps neutralisants par le transfert direct du virus entre cellules
(Brimacombe et al., 2011, Timpe et al., 2008, Witteveldt et al., 2009). Cinquiemement,
dd au taux élevé de réplication virale et de virions produit par jour ainsi que les erreurs
commises par I'’ARN polymérase ARN-dépendante du virus, il existe plusieurs variants du
virus qui circulent dans les patients. Il a d’ailleurs été démontré que ces virus pouvaient
échapper aux réponses en LT CD8+ chez les patients qui ont développé une infection
chronique, mais ce phénoméne n’était pas observé chez les patients qui ont éliminé
I'infection (Cox et al., 2005b, Cox et al., 2005c, Tester et al., 2005). Sixiemement, il a été
observé par plusieurs groupes de recherche que lorsque les fonctions des LT CD8+

étaient affectées, par exemple par leur incapacité a produire des cytokines antivirales et
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a proliférer en réponse a un antigéne, il y avait une forte chance que le virus établisse
une persistance chez I’héte. Chez les patients infectés chroniquement avec le VHC, il a
été observé que les LT CD8+ spécifiques au VHC exprimaient fortement PD-1 et
faiblement CD127 ce qui a pour conséquence d’inhiber les fonctions et d’épuiser ces
lymphocytes. De plus, les LT CD8+ spécifiques exprimant fortement PD-1 sont plus
enclins a 'apoptose. Cependant, leurs fonctions pouvaient étre rétablies lorsque I'on
bloque PD-1 a l'aide d'anticorps (Bengsch et al., 2007, Golden-Mason et al., 2007,
Radziewicz et al., 2008). D’autres études ont aussi démontré qu’une réponse en LT CD4+
était importante pour soutenir la réponse en LT CD8+ cytotoxique lors d’infection
chronique chez la souris (Matloubian et al., 1994). Cependant, dans le cas d’infection
persistante avec VHC, les réponses en LT CD4+ sont faibles ou méme absentes et
fonctionnellement déficientes dues, par exemple, a une faible sécrétion d’IL-2 (Semmo
et al., 2005). Finalement, de plus en plus d’études suggerent que les lymphocytes T
régulateurs (Treg) ont un réle significatif dans la suppression des réponses T spécifiques
au virus. Par exemple, dans les patients infectés chroniquement, les LT CD4+CD25+ ont
été retrouvés a une fréquence plus élevée que chez les patients qui ont éliminé le VHC
ou chez les individus sains (Boettler et al., 2012, Cabrera et al., 2004, Sugimoto et al.,
2003). Ces Treg vont supprimer la prolifération ainsi que la sécrétion de cytokines
antivirales des LT CD8+ in vitro. In vivo, ces Treg auraient pour fonction de limiter
immunopathologie au foie en bloquant directement les LT CD8+ spécifique au VHC

(Franceschini et al., 2009).

1.4.1.4 Modéles d’étude pour le VHC

Dans le passé, les recherches sur le virus de I’hépatite C ont été plus difficiles di
au manque dun systéme de culture cellulaire approprié. Les méthodes
conventionnelles de culture cellulaire ont toutes échoué pour obtenir une production et
infection efficace du VHC. Cependant, plus récemment, de nouvelles méthodes ont été
développées ce qui permet désormais une étude plus facile du VHC. Wakita et ses

collégues ont réussi a développé un réplicon de pleine longueur du génotype 2a du VHC,
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le JFH-1, qui a été isolé d’un patient Japonais souffrant d’une hépatite fulminante. Ce
VHC se réplique adéquatement et produit des particules virales (VHCcc) dans les cellules
Huh-7 (Wakita et al., 2005). D’autres études ont permis de mener au développement
d’une lignée cellulaire dérivée des Huh-7, les Huh-7.5.1. Cette nouvelle lignée permet
d’augmenter les titres viraux a 10%10° unités infectieuses par millilitre dans du
surnageant de culture et ces cellules sont hautement permissives a l'infection par JFH-1
(Zhong et al., 2005). Les particules infectieuses de JFH-1 sont un outil idéal pour étudier
le cycle viral du VHC incluant I'attachement, I'entrée, le mouvement a lintérieur de la
cellule ainsi que la réplication. Les particules virales peuvent étre neutralisées avec un
anti-CD81 et des anticorps monoclonaux contre les glycoprotéines virales E1 et E2 (Cai
et al., 2005). La réplication des VHCcc peut aussi étre inhibée par I'lFN-a et d’autres
antiviraux spécifiques au virus de I'hépatite C ce qui indique que le systéme de culture
de particules infectieuses de JFH-1 est un outil puissant pour étudier d’autres antiviraux
ainsi que le développement de vaccins. Cependant, il y a quelques limitations a
I'utilisation de ce systéeme. Par exemple, les particules infectieuses ont été isolées d’'un
patient ayant une hépatite fulminante ce qui est plutot rare et les particules du VHC
sont d’'un génotype de type 2 qui n’est pas le génotype dominant a travers le monde.
Des pseudoparticules du VHC (VHCpp) ont aussi été produites pour étudier les étapes
précoces du cycle viral. Les VHCpp ont été produites par transfection de trois vecteurs
dans des cellules 293T. Elles peuvent étre aussi neutralisés par des anticorps
monoclonaux dirigés contre les glycoprotéines virales E1 et E2 et servent aussi a

identifier des inhibiteurs de I'entrée virale (Cai et al., 2005, Hsu et al., 2003).

Les humains et les chimpanzés sont les deux seules espéces naturellement permissives
au virus de I'hépatite C. Les études dans les chimpanzés sont utiles puisqu’elles
permettent d’analyser tous les animaux qui sont exposés, contrairement aux humains,
dont les résultats peuvent étre biaisés puisque les études portent majoritairement sur
les individus qui présentent des signes cliniques et ne comportent pas ceux qui sont
asymptomatiques, qui ne développent pas d’anticorps ou qui ne présentent plus

d’anticorps aprés rémissions. De plus, 'ADN des chimpanzés a 98-99 % de similarité
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avec celui des humains, donc il est possible d’utiliser les mémes réactifs et tests que
pour les humains. Les études chez les chimpanzés ont contribué a une meilleure
compréhension du VHC, notamment pour évaluer l'infectiosité de clones moléculaires
du VHC et de confirmer la pertinence de certains éléments génétiques dans la
compréhension du cycle de vie du virus. Cependant, I’évolution clinique de I’hépatite est
moindre que celle observée chez les humains et la réponse humorale est plus faible. De
plus, des considérations éthiques ainsi que des hauts colts et une faible accessibilité aux
chimpanzés font en sorte que les chercheurs se tournent vers des modeéles animaux plus
abordables, comme les rongeurs, pour poursuivre leur recherche sur le VHC
(Rehermann et al., 2005). La musaraigne a été utilisée il y a une dizaine d’années
comme modeéle d’infection par le VHC. Bien qu’elle pouvait étre infectée par le VHC,
apres une immunosuppression sévere, la persistance virale ne pouvait étre établie dans
ce modeéle (Xie et al., 1998). La diversité génétique ainsi que la rapidité de reproduction
des souris ont rendu attrayante leur utilisation. Par contre, les cellules murines étant
résistantes a I'entrée du VHC, plusieurs modéles de souris de laboratoire ont di étre
développés pour rendre les souris susceptibles a I'infection. On dénote, par exemple, un
modele de souris transgénique exprimant différents génes viraux dans le foie, un
modele d’immunosuppression combinée a une greffe hétérotopique de foie humain
ainsi qu’une souris transgénique (uPAC) dont des hépatocytes humains ont été
transplantés (Galun et al., 1995, Mercer et al., 2001, Moriya et al., 1998). Bien que ces
modeles permettent la réplication virale, la virémie n’est que de courte durée et ils ne
permettent pas I'étude du systéme immunitaire adaptatif. Récemment, un nouveau
modéle murin immunocompétent a été développé. Puisque le VHC entre dans les
hépatocytes grace a l'action combinée d'au moins quatre molécules de I'héte (CD81,
SCARB1, CLDN1 et OCLN), une souris exprimant ces 4 protéines humaines a été
développée (Dorner et al., 2011). Toutefois, bien que ce modeéle est susceptible a
I'infection par différent génotype du VHC, nous ne savons pas si les réponses
immunitaires engendrées sont comparables a celles de I’humain. D’ailleurs, c’est pour

cette raison que plusieurs chercheurs utilisent le virus de la chorioméningite
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lymphocytaire (LCMV) comme modéle d’infection persistante, ayant pour héte naturel

la souris, pour I'étude des réponses immunitaires.
1.5 Outils utilisés
1.5.1 Modéles viraux murins
1.5.1.1 Virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV)

Le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) a été isolé en 1933 a St-
Louis par Charles Armstrong lorsqu’il étudiait une épidémie d’encéphalite (Muckenfuss,
1934). Bien que ce fat Armstrong qui a été crédité pour la découverte de ce virus,
d’autres chercheurs ont aussi étudié ce virus dans les années 30 et son interaction avec
le systeme immunitaire (Rivers et al., 1936, Traub, 1936a, Traub, 1936b). Les études
faites avec le LCMV ont grandement contribué a I'avancement de notre compréhension
de l'immunologie et a mené a la découverte de concepts essentiels comme, par
exemple, la restriction par les CMH, I'épuisement des lymphocytes T et le
dysfonctionnement des LT cytotoxiques lors d’infections persistantes (Zinkernagel,

2002).

15.1.1.1 Agent étiologique

Le LCMV est un virus enveloppé faisant partie de la famille des Arenaviridae que
Fon peut séparer en deux groupes, le nouveau et vieux monde (New World et Old
World), le LCMV faisant parti du deuxiéme groupe. Il posséde un génome d’ARN simple
brin bisegmenté ambisens. Le LCMV est un virus non cytolytique pléomorphe ayant une
apparence de grains de sable dG a I’ incorporation de ribosomes dans le virion et il
mesure environ de 300 a 400 nm en diamétre (Lehmann-Grube, 1970, Neuman et al.,

2005).

Son génome comprend deux segments, le segment short S d’environ 3,4 kb et le
segment long L d’environ 7,2 kb codant pour des séquences ne s’entrecoupant pas. Le

segment S code pour les protéines structurales du virus, la nucléoprotéine NP et le
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précurseur des glycoprotéines GP-C. La GP-C sera ensuite clivé pour donner la GP-1 et la
GP-2. Quant a lui, le segment L code pour I’ARN polymérase ARN-dépendante L et pour
et une protéine a doigt de zinc Z qui est nécessaire pour le bourgeonnement du virus
(figure 7) (Beyer et al., 2003, M. J. Buchmeier et al., 1979, Perez et al., 2003, Salvato et
al., 1989).

Figure 7. Structure de la particule virale du LCMV et image en microscopie électronique des virions.

A gauche, schéma de la structure du LCMV. Le segment S code pour les protéines structurales GP1, GP2 et
NP tandis que le segment L code pour I’ARN polymérase ARN-dépendante L et une protéine régulatrice Z.
A droite, représentation du LCMV dans des cultures de cellules Vero. Adaptée de Murphy (F. A. Murphy et
al., 1969)

Le LCMV a pour héote naturel Mus musculus (souris), mais il peut infecter une trés vaste
gamme d’hotes comme, par exemple, les hamsters, les furets, les chats, les chiens, les
rats, les chimpanzés, les chevaux, les vaches et méme les humains (Lehmann-Grube,
1972, Skinner et al., 1979). Ceci pourrait étre da au fait que 'entrée du virus se fait via la
liaison de la protéine GP-1 a la protéine de surface a-dystroglycan (a-DG) qui est
exprimée dans plusieurs tissus chez plusieurs hotes (Durbeej et al., 1998, Kunz, 2009).
L'infection par LCMV chez I'humain est souvent asymptomatique chez des individus
immunocompétents. Les symptomes les plus communs sont la fiévre, les maux de téte,
les douleurs musculaires et des nausées. Le LCMV peut aussi dans de rares cas causer
des encéphalites aseptiques rarement mortelles. L’infection par le LCMV chez les
humains est souvent causée par la cohabitation avec des souris infectées ou de

matériaux contaminés dans les laboratoires (M. J. Buchmeier, de la Torre, J.C. & Peters,

45



C. J., 2007). Les souris peuvent étre infectées par LCMV par différentes voies, incluant la
voie intracérébrale, intrapéritonéale, intradermale, sous-cutanée, intraveineuse,
intranasale et intragastrique (Hotchin et al., 1963). Le LCMV peut étre « naturellement
transmis soit de facon horizontale ou verticale. La transmission horizontale a lieu via
I'exposition d’aérosols provenant de salive ou d’urine de souris infectées ou de
morsures. Cependant, ce type de transmission engendre rarement la persistance chez la
souris adulte. L'autre voie de transmission, la voie verticale, implique une transmission
in utero au début de la gestation et presque toutes les cellules peuvent étre infectées
dans les deux premiéres semaines et engendrent habituellement la persistance virale

(Traub, 19364, Traub, 1936b, Traub, 1939).

Plusieurs différentes souches de LCMV sont utilisées dans les recherches en laboratoire.
Parmi celles-ci on dénote, notamment, la souche Armstrong (ARM) (Armstrong, 1934),
clone 13 (CI13) (Ahmed et al., 1984) et WE (Rivers et al., 1936). Les souches ARM et WE
sont connues pour induire des infections aigues, tandis que la souche Cl13 induit des
infections persistantes. La souche LCMV-WE sera utilisée comme modeéle d’infection
chez la souris puisque lorsqu’elle est administrée par voie intraveineuse, elle est
hépatotropique tout comme le virus de I’hépatite C chez I'humain (P. Oldstone Borrow,
M.B., 1997b). De plus, elle engendre une infection de type aiglie. Ceci nous permettra
d’observer si les anticorps naturels et le systeme du complément ont un role important
a jouer dans I'élimination de ce virus, ce qui pourrait, par la suite, peut-étre expliquer

pourquoi certaines personnes peuvent éliminer efficacement le VHC.

1.5.1.1.2 Réponse immunitaire contre LCMV

Suite a l'infection aigiie avec LCMV, le virus se réplique rapidement dans
plusieurs tissus comme les reins, le foie, la rate et les ganglions lymphatiques. Les titres
viraux sont a leur sommet environ 3-4 jours suivant l'infection et au jour 5 il y a une
baisse des titres viraux et l'infection est presque totalement résolue au jour 8 suivant
I'infection (figure 8). C’est aux alentours du jour 5 que les LT CD8+ cytotoxiques

spécifiques au virus (CTLs) apparaissent. Les CTLs sont a leur plus haut niveau vers les
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jours 8-9 post infection et diminuent rapidement pendant les 5 a 10 jours suivants. Des
anticorps spécifiques au LCMV sont aussi détectables dans le sérum 4 jours suivant
I'infection et atteignent un plateau entre 10 et 20 jours pour ensuite maintenir ce
niveau indéfiniment, mais les anticorps neutralisants ne se développent qu’aprés 50 a
80 jours suivant l'infection (Asano et al., 1995, Hangartner et al., 2006b). Bien que
I'infection par LCMV induit une réponse humorale et cellulaire, il a bien été démontré
dans le passé que c’est la réponse cellulaire qui assure I'élimination du virus (Ahmed et
al., 1987, Byrne et al., 1984, Schulz et al., 1989). En effet, il a été démontré que les CTLs
étaient les cellules responsables en majorité de I'élimination du virus puisque des souris
CD8 -/- n’étaient pas capables d’éliminer un LCMV qui cause normalement une infection
aigiie (Ahmed et al., 1984, Lehmann-Grube et al., 1993). De plus, ce phénomeéne est
dépendant de la perforine et de I'lFN-y (Kagi et al., 1994, Moskophidis et al., 1994,
Walsh et al., 1994).

LCMV — Titres viraux

~— Réponses humorales polycionales
Réponses humorales neutralisanies
— Réporsm CTLs

0 4 8 12 16 60
Temps post infection (jours)

Figure 8. Réponses immunitaires adaptatives contre une infection aigué induite par le LCMV

L'infection des souris adultes avec le LCMV induit une réponse CTL qui permet de contrdler le virus, et ce
en dessous des limites de détection expérimentale. Les anticorps neutralisants ne jouent normalement
pas de rdle dans ce type d’infection puisqu’ils sont développés seulement aprés 50 a 80 jours suivant
I'infection. Cependant, si la réponse en CTL s’avére diminuée ou faible, des anticorps neutralisants
peuvent étre détectés plus tot, soit vers les jours 25-30 post-infection. Adaptée de (Hangartner et al.,
2006b)
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1.5.1.1.3 Le complément et les anticorps naturels dans la
réponse contre LCMV

Les anticorps naturels et le systéme du complément jouent un réle important
dans la réponse précoce contre LCMV. Il y a quelques années, des études ont démontré
que les anticorps naturels étaient capables de lier LCMV et qu'’ils activaient par la suite
le systéme du complément via la voie classique qui pouvait inactiver le virus ou mener a
la lyse par le complément (R. M. Welsh, 1977, R. M. Welsh, Jr. et al., 1976). De plus, lors
d’infection par LCMV, les anticorps naturels lient la GP et permettent de ralentir la
dissémination du virus vers les organes (Hangartner et al.,, 2006a). Aussi, dans le
laboratoire, il a été démontré qu’un répertoire plus diversifié en anticorps naturels lors
d’une infection par LCMV permettait un meilleur recrutement a la rate des particules
virales, une meilleure présentation antigénique par les cellules dendritiques ainsi qu’une
meilleure réponse antivirale cellulaire (Charpentier, 2011). Le complément est aussi
important dans la réponse contre le LCMV, puisqu’en son absence on remarque une
baisse dans l'induction des LT CD8+ spécifiques au virus ainsi que des titres viraux
détectables au jour 6 post infection comparativement aux contréles qui ont déja éliminé

le virus (Hangartner et al., 2006a, Suresh et al., 2003).

1.5.1.2 Virus de la stomatite vésiculaire (VSV)

Le modele d’infection des souris avec le virus de la chorioméningite
lymphocytaire ne permet pas de bien étudier la réponse en anticorps neutralisants
puisque ceux-ci se développent que 50 a 80 jours suivant l'infection (figure 8). Ainsi,
pour voir I'influence des anticorps naturels et du systeme du complément sur la réponse
en anticorps neutralisants, le modéle d’infection des souris avec le virus de stomatite

vésiculaire (VSV) a été utilisé pour ce projet.
1.5.1.2.1 Agent étiologique

Le VSV est un virus cytolytique enveloppé ayant une forme de balle de fusil et

faisant partie de la famille des Rhabdoviridae du genre Vesiculovirus. |l existe plusieurs
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Vesiculovirus dans la nature et ils sont connus pour infecter tant les vertébrés, que les
invertébrés et méme certaines plantes. Deux souches du VSV partageant environ 50%
d’homologie au niveau de leur séquence en acides aminés de la glycoprotéine G, soit le
VSV-Indiana (VSV-IND) et le VSV-New lJersey (VSV-NJ). Le VSV-IND est la premiére
souche a avoir été isolée en 1925 et c’est cette souche qui fut utilisée pour ce projet. Le
VSV posséde un génome d’ARN simple brin a polarité négative de 11 kb qui est
recouvert de la nucléoprotéine virale. Il code pour 5 protéines distinctes dont la
nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de la matrice (M), la
glycoprotéine d’enveloppe (G) et I'ARN polymérase ARN-dépendante (L) (figure 9)
(Yanelle et al., 2013, Lichty et al., 2004).

15

Figure 9. Structure de la particule virale du VSV et image en microscopie électronique des virions.

En haut, schéma de la structure du VSV. Les cing protéines virales: la nucléoprotéine (N), la
phosphoprotéine (P), la protéine de la matrice (M), la glycoprotéine d’enveloppe (G) et 'ARN polymérase
ARN-dépendante (L) . En bas, représentation du VSV en microscopie électronique. Adaptée de Litchy
(Lichty et al., 2004) et Ivanov (lvanov et al., 2011)

Le VSV infecte principalement le bétail, les rongeurs, les porcs, les chevaux, mais il peut
aussi infecter les humains. Si le VSV peut infecter tant d’espéces, c’est parce que sa

glycoprotéine se lie a la phosphatidylsérine qui est une composante de la membranaire
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cellulaire que I'on retrouve chez plusieurs d’hétes (Lichty et al., 2004). Le VSV provoque
une infection aiglie et, chez le bétail les porcs et les chevaux, la maladie associée est
caractérisée par des ulcérations de la cavité buccale et des pattes (Flanagan et al., 2001).
Cependant, l'infection par VSV chez les humains est rare. Les rares cas d’infection
surviennent lorsque les individus sont exposés avec des stocks infectieux ou lors de
recherches en laboratoire. La plupart des infections par VSV chez les humains sont
asymptomatiques, quoique quelques cas présentant avec des symptémes typiques de la

grippe aient été reportés (Roberts et al., 1999).

1.5.1.2.2 Réponse immunitaire contre VSV

Le VSV cause une infection aigiie et asymptomatique chez la souris
immunocompétente. L'infection est rapidement controlée par une réponse forte et
rapide en IgM neutralisants qui atteignent leur pic au moment ou la virémie disparait et
que la réponse en IgG neutralisants commence (figure 10). De I'lIFN de type | est aussi
induit rapidement aprés l'infection. Une réponse en CTLs est aussi induite, mais elle
n’est pas nécessaire a I'élimination du virus. Le VSV est neurotrope et si I'infection n’est
pas contrélée par le systeme immunitaire 5 a 8 jours suivant I'infection, le virus migre au
systéme nerveux central et peut causer des convulsions et la paralysie des membres

arriéres et finalement causer la mort de ces souris (Hangartner et al., 2006b).
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Figure 10. Réponses immunitaires adaptatives contre une infection aigué induite par le VSV.

Le VSV se réplique faiblement dans les souris, excepté dans les cellules neuronales, et est rapidement
controlé par une forte réponse T-indépendante en IgM neutralisants qui évolue en une réponse en IgG
neutralisants 4 a 6 jours suivant l'infection. Bien qu’une réponse en CTLs soit induite suite a l'infection par
VSV, elle n’est pas nécessaire a I'élimination du virus. Adaptée de (Hangartner et al., 2006b})

1.5.1.2.3 Le complément et les anticorps naturels dans la
réponse contre VSV

Les anticorps naturels et le systtme du complément jouent aussi un role
important dans la réponse précoce contre VSV. Il y a quelques années, des études ont
démontré que des IgM naturels purifiés étaient capables de lier VSV et former un
complexe pouvant étre lié par le C1 (Beebe et al., 1981). Par la suite, ceci permettait
d’activer la voie classique du systétme du complément (Ochsenbein et al., 1999b,
Ochsenbein et al., 2000). De plus, on retrouve des anticorps naturels capables de
neutraliser VSV dans le sérum de souris naives a des titres allant de 1:8 a 1:32
(Hangartner et al., 2003, Martinez et al., 2004). Aussi, dans le laboratoire, il a été
démontré qu’un répertoire plus diversifié en anticorps naturels lors d’une infection par

VSV permettait un meilleur recrutement a la rate des particules virales, une meilleure
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réponse en anticorps neutralisants ainsi qu'une meilleure chance de survie des souris
suite a l'infection (Cote, 2006). Le complément est aussi important dans la réponse
contre le VSV, puisqu’en son absence on remarque une baisse en anticorps neutralisants
ainsi qu’une plus grande dissémination du virus vers les organes vitaux et un taux de
mortalité plus élevé chez les souris n‘ayant pas de complément comparativement aux

contréles (Ochsenbein et al., 1999b).

1.5.2 Souches de souris

Pour cette étude, plusieurs souches de souris ont été utilisées. Ces souris
possédent toutes un répertoire différent en anticorps naturels allant d’un répertoire
complet, a des répertoires intermédiaires jusqu’a une absence totale de répertoire en
anticorps. Ainsi, elles pourront permettre d’étudier I'importance d’un répertoire
diversifié en anticorps naturels avec l'action du systeme du complément lors

d’infections virales.

1.5.2.1 C57BI/6

Les souris C57BI/6 ont été commandées chez la compagnie Charles River (Saint-
Constant, QC, Canada). Ces souris ne possédent aucune modification génétique et elles
ont été utilisées comme groupe témoin, avec le répertoire le plus diversifié en anticorps
naturels. Afin de limiter les divergences entre les différents groupes expérimentaux, les

autres souches de souris ont été obtenues a partir du fond génétique des souris C57BI/6.

Vel  Vyn Dyl Dy13 J,144 C, G €s €4 T Cu G
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Figure 11. Représentation génomique de la chaine lourde des immunoglobulines des souris C57BI/6.
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1.5.2.2 Quasi monoclonale (QM)

Les souris quasi-monoclonale (QM) ont été générées dans le laboratoire du Dr
Wab! dans les années 1990 (Cascalho et al., 1996). Cette souris hémizygote posséde un
segment VyDJy réarrangé, appelé 17.2.25, qui a été inséré par mutagenése dirigée dans
la chaine lourde des immunoglobulines. Pour s’assurer que seulement cet alléle soit
réarrangé, I'autre alléle a été éliminée par la délétion du segment J,. De plus, cette
souris ne posséde que des chaines légéres A puisque I'alléle permettant de produire des
chaines légeres k est non fonctionnel chez cette souris. Cette combinaison fait en sorte
qu’il y a production d’anticorps spécifique a I'hapténe 4-hydroxy-3-nitrophényl,
couramment appelé NP donc, cette souris posséde un répertoire primaire d’anticorps
monospécifiques. Cependant, il a été remarqué qu’environ 20% des anticorps produits
pouvaient reconnaitre d’autres épitopes (Cascalho et al., 1996). Cette souris a permis de
démontrer que cette diversité de répertoire pouvait étre suffisante pour avoir une
réponse humorale protectrice, mais retardée par rapport au controle, face a certains

virus (Lopez-Macias et al., 1999).
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Figure 12. Représentation génomique de la chaine lourde des immunoglobulines des souris QM.

1.5.2.3 HC1

Les souris HC1 nous ont été fournies par le laboratoire du Dr Mark M. Davis. Ces
souris ont été créées par l'insertion ciblée dans le génome murin d’'un minilocus humain,
Vis.s1, codant pour une seule région variable de la chaine lourde (Taylor et al., 1994,
Taylor et al., 1992). Cette souris posséde 10 segments Dy et 6 segments J,; en plus des
régions constantes C, et C,;. Afin de réarranger seulement le minilocus humain, les
souris HC1 ont été croisées avec des souris ayant une délétion au niveau des segments

Ju de la chaine lourde murine (J. Chen et al., 1993b). Elles ont aussi été croisées avec des
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souris ne pouvant pas réarranger leurs chaines légéres k. Ces souris possédent donc un

répertoire trés limité.

VHS'S 1 D H J H Cl.l C\’l
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Figure 13. Représentation génomique de la chaine lourde des immunoglobulines des souris HC1.

1.5.2.4 J,T (Ju7)

La souris JyT a été produite par la délétion ciblée des segments J, de la chaine
lourde dans des cellules souches embryonnaires. Ces cellules souches ont ensuite été
injectées dans des blastocystes de souris C57BI/6 et la reproduction a été poursuivie sur
ce fond génétique (). Chen et al., 1993a). Puisque la souris J4T ne possede pas de
segment Jy et que ceux-ci sont nécessaires pour le réarrangement génique des
immunoglobulines, cette souris ne posséde aucun lymphocyte B et ne peut donc pas
générer des anticorps. De plus, ce manque a pour conséquence d’affecter I'architecture

splénique (Mebius et al., 2004).

Vil Vyn Dyl Dy13 C Gs Cs Ci1 G G C G
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Figure 14. Représentation génomique de la chaine lourde des immunoglobulines des souris JHT.

1.5.2.5P14

Les souris P14 possédent un transgéne codant pour un TCR CD8 qui reconnait
spécifiquement le peptide gp33 du LCMV. Par conséquent, presque la totalité (70 a 90 %)

des lymphocytes T CD8 chez ces souris sont spécifiques au virus (Pircher et al., 1987).
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1.5.3 Facteur de venin de cobra (CVF)

Afin de voir lI'importance du complément et des anticorps naturels lors
d’infections virales, les différentes souches de souris seront décomplémentées grace au
facteur de venin de cobra (CVF). Le facteur de venin de cobra est une protéine non
toxique du venin de cobra qui agit comme un hyper activateur du systéme du
complément. Le CVF est une protéine homologue au C3b que I'on retrouve dans la voie
alternative du complément. Le C3b fait partie d’'un complexe servant au clivage du C3
que l'on retrouve dans les trois voies d’activation du complément. Cependant, le CVF,
qui va prendre la place du C3b, est résistant au facteur H et | (dissociation de la
convertase et clivage de C3b) qui servent a réguler et arréter |'activation du systeme du
complément. Donc, cette résistance va entrainer I’hyperactivation du complément en
consommant la totalité des molécules C3 dans le sérum, inactivant ainsi les 3 voies

d’activation du complément (Vogel et al., 2010, Vogel et al., 1984a, Vogel et al., 1984b).

1.6 Hypotheése de travail

Les anticorps naturels peuvent lier rapidement les pathogéenes et permettent
leur recrutement aux organes lymphoides secondaires. lls sont aussi des trés bons
activateurs du systéme du complément qui peut mener a la lyse de cellules infectées ou
des particules infectieuses elles-mémes et aussi augmenter davantage le recrutement
vers les organes lymphoides secondaires. De plus, l'activation du systéeme du
complément provoque I'établissement d’un milieu proinflammatoire et ceci pourrait
favoriser le recrutement d’autres effecteurs du systéme immunitaire ainsi que la
phagocytose des complexes immuns. Ceci faciliterait ensuite la présentation de
I'antigéne par les cellules présentatrices et de surcroit |'activation de la réponse
immunitaire adaptative. En plus de son réle dans les étapes précoces d’infections, le
complément est aussi trés important dans la régulation de la réponse humorale ainsi

que la réponse cellulaire. Donc, nous proposons que le complément, de concert avec les
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anticorps naturels, est important dans le développement d’une réponse immunitaire

antivirale efficace.

1.7 Objectifs du projet de recherche

Le projet comportait deux objectifs principaux afin de déterminer I'importance
du systéeme du complément chez différentes souches de souris ayant un répertoire en

anticorps naturels varié lors d’infections virales.

Le premier objectif était d’observer le réle du complément chez les différentes souris
dans les étapes précoces d’infections virales par LCMV et VSV, notamment par le
recrutement des particules virales a la rate, la production en IFN-a ainsi que la

présentation de I'antigéne par les CPA aux lymphocytes T CD8+.

Le deuxiéme objectif était d’évaluer le role du systéme du complément dans I'induction
de la réponse immunitaire adaptative par la production en anticorps neutralisants
contre VSV-IND et le taux de survie de ces souris lors de I'infection par VSV-IND et par
I'activation, la spécificité et la fonctionnalité des lymphocytes T CD8+ lors de I'infection

par LCMV-WE.
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Chapitre 2

Matériel et méthodes

58



2.1 Lignées cellulaires

La lignée L929 (American Type Culture Collection (ATCC) : CCL-1) est dérivée du tissu
conjonctif sous-cutané de souris C3H/An. Ces cellules ont été cultivées a 37°C avec une
atmosphére de 5% CO, dans du milieu MEM (Earle’s Modified Essentiel Medium)
(Hyclone (Thermo Fisher Scientific), Ottawa, Ontario, Canada) dans lequel a été ajouté
5% (v/v) de sérum de veau fcetal (SVF) (PAA Lab Inc, Etobicoke, Ontario, Canada)
décomplémenté par une incubation de 30 minutes a 56°C. La lignée cellulaire MC57G
(ATCC : CRL-2295) est un fibrosarcome de souris C57BI/6. Cette lignée a été cultivée
dans les mémes conditions que la lignée L929. La lignée cellulaire Vero provient de reins
de singe vert africain (ATCC: CCL-81). Ces cellules ont été cultivées dans du milieu
DMEM (High glucose) (Dulbeccos Modified Eagles Medium, High Glucose) (Hyclone)
dans lequel a été ajouté 10% (v/v) de SFV. Elles ont aussi été cultivées a 37°C avec une

atmosphére de 5% CO,.

Les cellules VL4, KL-25 et Vil0 sont des hybridomes qui ont été fournis par le laboratoire
du Dr Rolf M. Zinkernagel (Institut of Experimental Immunology, Zurich, Suisse). Les
hybridomes de souris KL-25 et de rat VL4 produisent des anticorps spécifiques a la
glycoprotéine et a la nucléoprotéine de LCMV respectivement. L’hybridome murin Vi10,
quant a lui, produit un anticorps spécifique au VSV. Tous les hybridomes ont été
maintenus dans du milieu IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (Hyclone)
supplémenté de 10% de SFV et de B-Mercaptétanol (Invitrogen, Burlington, Ontario,

Canada) et cultivé a 37°C avec une atmosphere de 5% CO..
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2.2 Manipulation des virus
2.2.1 Production virale
2.2.1.1 Production du LCMV sérotype WE

Le virus LCMV-WE nous a été fourni par le laboratoire du Dr Rolf M. Zinkernagel.

Des cellules L929 ont été cultivées jusqu’a ce qu’elles soient a une confluence de
80%. Par la suite, elles ont été infectées avec LCMV-WE a une multiplicité d’infection
(MOI) de 0,01 dans 5 mL de milieu MEM 2% (v/v) SFV et laissées a température piéce
(TP) pendant une heure sur une plaque agitatrice. Ensuite, 5 mL de milieu MEM 2% (v/v)
SFV ont été ajouté aux flacons et ceux-ci ont été placé a 37°C avec une atmospheére de
5% CO, pendant 48 heures. Les surnageants ont été récolté et centrifugé a 2000
rotations par minutes (rpm) (Sorvall Legend RT, Mandel, Guelph, Ontario, Canada). Les
surnageants ont été collectés, aliquotés et congelés a -80°C. Les flacons contenant les
cellules ont été remis a 37°C avec 10 mL de MEM 2% (v/v) SFV frais pour encore 24
heures. Les surnageants ont été récoltés et ont suivis le méme processus que ceux
obtenus 48 heures post-infection (p.i.) Le titre viral a été déterminé a I'aide d’un test de

foyers infectieux décrit a la section 2.2.1 de ce chapitre.

2.2.1.2 Production du VSV sérotype Indiana (IND)

Le virus VSV-IND nous a été fourni par le laboratoire du Dr Rolf M. Zinkernagel.

Des cellules Vero ont été cultivées jusqu’a ce qu’elles soient a une confluence de
50%. Par la suite, elles ont été infectées avec VSV-IND a une multiplicité d’infection
(MOI) de 0,01 dans 5 mL de milieu DMEM 2% (v/v) SFV et laissées a température piéce
(TP) pendant une heure sur une plaque agitatrice. Ensuite, 5 mL de milieu DMEM 2%
(v/v) SFV ont été ajouté aux flacons et ceux-ci ont été placé a 37°C avec une atmospheére
de 5% CO; pendant 24 heures. Finalement, les surnageants ont été récolté et centrifugé

a 2000 rotations par minutes (rpm) (Sorvall Legend RT, Mandel, Guelph, Ontario,
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Canada). Les surnageants ont été collectés, aliquotés et congelés a -80°C. Le titre viral a

été déterminé a I'aide d'un test de lyse de plages décrit a la section 2.2.2 de ce chapitre.
2.2.2 Titrage viral

2.2.2.1 LCMV-WE

Le titrage des particules infectieuses de LCMV-WE a été déterminé par un test de
foyers infectieux sur des cellules MC57G. L'échantillon a titrer a été dilué a plusieurs
concentrations directement dans des plateaux 24 puits (Corning, New York, USA)
contenant du MEM 5% SVF pour obtenir un volume final de 200 pL (microlitre). Ensuite,
200 pL d’une suspension cellulaire de MC57G a 8x10° cellules par mL ont été ajouté 3
chacun des puits. Les plateaux ont été placés a 37°C avec une atmosphére de 5% CO,
pendant 4 a 6 heures. Par la suite, 300 pL d'une solution de MEM/Méthycellulose’, ont
été ajoutés a chacun des puits et les plateaux ont été incubés a nouveau a 37°C avec
une atmosphere de 5% CO, pour 48 heures. Toutes les prochaines étapes ont été
effectuées a TP. Les plateaux ont été vidés par inversion dans un bac de
décontamination et ils ont été lavés 3 fois avec du milieu HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution, Invitrogen). Ensuite, les cellules ont été fixées avec 250 uL d’une solution de
PBS (Phosphate Buffer Saline) 25% (v/v) Formaldéhyde 37 % (Fisher, Fair Lawn, NJ, USA)
durant 20 a 30 minutes. Les cellules ont été rincées 3 fois avec du PBS entre chacune
des étapes suivantes. Afin de perméabiliser les cellules, 250 pL d’une solution TritonX-
100 0.5% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) dilué dans du HBSS rouge phénol (Invitrogen) ont
été ajouté pour 20 minutes. Les sites de liaisons non spécifiques sont bloqués pendant
1 heure avec 200 plL de PBS 10% SVF. Le virus est détecté grace a I'ajout de 3 anticorps
consécutivement et d’un temps d’incubation de 90 minutes pour chacun d’entre eux. Le
premier anticorps ajouté est ’hybridome VL4 (détection de la nucléoprotéine de LCMV)
par ajout de 200 pL par puits. Le second anticorps est un anticorps de chévre anti-rat

couplé a I'enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase, Jackson Immunoresearch, West Grove,

! MEM/Méthycellulose : 1% (p/v) {poids/volume) de Méthylcellulose (Fluka, Buchs, Suisse), 10% (v/v) de MEM-Earle
10X (Invitrogen), 5% (v/v) de SVF, 1% de Péniciline/Streptomycine 100X {Invitrogen), 0,5% (v/v) de L-Glutamine 100X
(Invitrogen) et 1,7% (v/v)de Bicarbonate de Sodium 7,5% (Invitrogen) dilués dans de I'eau distillée stérile.
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PA, USA) dilué 1 :160 dans du HBSS rouge phénol ajouté a 200 pl par puits. Le troisieme
et dernier anticorps est un anticorps d’ane anti chévre couplé a la HRP (Jackson
Immunoresearch) dilué 1 :300 dans du HBSS rouge phénol et ajouté aussi a 200 pL par
puits. Les foyers infectieux sont révélés par I'ajout de 300 pL par puits du substrat OPD?
pendant 30 minutes. Le substrat est retiré et les plateaux sont lavés 3 fois avec de I'eau
distillée. Les titres viraux sont exprimés en unités formant des foyers par mL (uff/mL). La
formule suivante a servi au calcul des titres viraux: nombre de foyers/(volume

d’infection (mL) x dilution de I'échantillon).

2.2.2.2VSV-IND

Le titrage des particules infectieuses de VSV-IND a été déterminé par un test de
lyse sur des cellules Vero. Une suspension de cellules Vero a 3,2x10° cellules/mL dans du
DMEM 10% SVF a été faite et 500 pL de cette solution a été déposée dans les puits de
plateaux 24 puits (Corning) et les plateaux ont été incubés a 37°C avec une atmospheére
de 5% CO; pour 24 heures. Ensuite, le milieu de culture des cellules a été aspiré et
I'échantillon a titré a été dilué a plusieurs concentrations directement dans des plateaux
24 puits (Corning) contenant du DMEM 10% SVF pour obtenir un volume final de 200 pL.
Par la suite, les plateaux ont été incubés pendant 1 heure a 37°C avec une atmosphére
de 5% CO,. Aprés l'incubation, 300 pL de la solution MEM/Méthylcellulose ont été
ajouté aux puits et les plateaux ont été incubés a 37°C avec une atmosphére de 5% CO,
pour un autre 24 heures. La solution de MEM/Méthylcellulose a été retirée des puits et
environ 300 pL de fixateur/Colorant’ ont été ajoutés pour 1 heure afin de colorer et
fixer les cellules. Les plateaux ont été rincés a |'eau distillée et les plages de lyses ont pu

étre dénombrées. Les titres viraux sont exprimés en unités formant des plages (ufp/mL)

2 2substrat OPD : 0.04% (p/v)d d’ortho-phénylénediamine (OPD, Sigma-Aldrich), St-Louis, MO, USA), 0,1 M de CgHzO,
(Fisher), 0,2 M de Na,HPO,*2H,0 (USB Corporation, Cleveland, OH, USA) et 0,04% (v/v) de H,0, 30% (Sigma-Aldrich)
dilués dans de I'eau distillées

® Fixateur/Colorant : 50% (v/v) EtOH 96%, 0,5% (p/v) crystal violet (Fisher), 0,8% (p/v) NaCl (Sigma-Aldrich), 45% (v/v),
5% formaldéhyde 37% (Sigma-Aldrich) dilués dans de I'eau distillée
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La formule suivante a servi au calcul des titres viraux: nombre de foyers/(volume

d’infection (mL) x dilution de I’échantillon).

2.2.3 Purification des virus LCMV-WE et VSV-IND

Les surnageants des cellules infectées sont récoltés et afin d’éliminer les débris
cellulaires, ceux-ci sont centrifugés a 9500 rotations par minute (rpm) pendant 20
minutes a 4°C (rotor JA-10 appareil J2-21M, Beckman, Palo Alto, CA, USA). Les
surnageant sont, par la suite, amener a 0,5M de NaCl (Sigma-Aldrich) et 10% (p/v) de
PEG 8000 (Sigma-Aldrich) et incubés a 4°C pour 2 a 3 heures avec une agitation douce.
Les surnageants sont centrifugés a nouveau a 9500 rpm (rotor JA-10) pendant 30
minutes a 4°C. Les culots contenants les particules virales précipitées sont conservés et
mis en suspension dans 2 mL de tampon TNE®. Les suspensions contenants les virus sont
ensuite ajoutés sur un gradient discontinu de 50 et 10% (p/v) d’Histodenz (Sigma-Aldrich)
dans des tubes Ultraclear (Beckman) pour rotor SW41 (Beckman). Les tubes sont
ultracentrifugés (Optima L-100K, Beckman) sans frein a 30 000 rpm pendant 3 heures a
4°C. Les particules virales se retrouvent a l'interphase et sont récupérées a I'aide d’'une
longue pipette pasteur. Les fractions récoltées sont dialysées trois fois contre le tampon

TNE a 4°C. Les fractions sont ensuite récoltées et aliquotées et conservées a -80°C.
2.2.4 Décomplémentation des souris

Vingt-quatre heures avant infection, la moitié des souris de chacun des différents
groupes (C57BI/6, QM, HC1 et J,T) ont recu 20 microgrammes (pg) de FVC (Quidel, San
Diego, CA, USA) par voie intra-péritonéal (i.p.) dans 200 pL de PBS stérile.

4 Tampon TNE : 150 millimolaire (mM) de NaCl (Sigma-Aldrich), 10 mM de Tris-HCI (Fisher) et 1 mM d’EDTA dilués
dans de I'eau distillée
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2.2.5 Infection des souris
2.2.5.1 Par LCMV-WE

Pour I'analyse de la réponse immunitaire précoce (section 5), toutes les souris
(C578l/6, QM, HC1 et J4T) ont été infectées avec une haute dose de LCMV-WE, soit

2x108 uff par voie intraveineuse (i.v.) dans 200 pL de MEM stérile.

Pour I'analyse de la réponse immunitaire adaptative cellulaire (section 6.2),
toutes les souris (C57BIl/6, QM, HC1 et J4T) ont été infectées avec une faible dose de

LCMV-WE, soit 200 uff i.v. dans 200 puL de MEM stérile.

2.2.5.2 Par VSV-IND

Pour I'analyse de la réponse immunitaire précoce (section 5), toutes les souris
(C57BI/6, QM, HC1 et J4T) ont été infectées avec une haute dose de VSV-IND, soit 2x10°
ufp i.v. dans 200 pL de MEM stérile.

Pour I'analyse de la réponse immunitaire adaptative humorale (section 6.1), les souris
C57Bl/6, QM et HC1 ont été infectées avec 1x10° ufp de VSV-IND et les souris J4T ont été
infectées avec 1x10° ufp de VSV-IND i.v. dans 200 pL de MEM stérile.

2.3 Liaison des IgM naturels aux virus par ELISA

Le sérum des différentes souris naives (C57BI/6, QM, HC1 et J4T) a été récolté et
utilisé pour ce test. Cinquante pL d’une solution de virus purifié (LCMV-WE ou VSV-IND)
a 2 pg/mL dans du tampon carbonate® ont été ajoutés dans les puits de plateaux ELISA
96 puits (Corning) et incubés toute la nuit a 4°C. Les plaques sont lavées avec du PBS et
afin de bloquer les sites non spécifiques, 150 pl de PBS/1% d’albumine sérique bovine
(BSA, Fisher) ont été ajoutés pour une heure a TP. Les plateaux sont rincés 3 fois avec du
PBS/Tween20 0,05% (Bio-rad) et une fois avec du PBS entre chacune des étapes

suivantes et les dilutions sont toutes faites dans le tampon PBS/BSA 1%. Cinquante pL

s Tampon carbonate : 87,49 mM Na,CO3, 12,83 mM NaHCO; dilués dans de I'eau distillée
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des dilutions en séries des différents sérums de souris ont été ajoutés aux puits et les
plaques ont été incubées pour une autre heure a TP. Les hybridomes KL25 (LCMV) et
Vil0 (VSV) ont été ajoutés comme controbles positifs. Une autre incubation d’'une heure
a TP a suivi avec un anticorps de chévre anti-IgM de souris couplé a la HRP (Jackson
Immunoresearch) dilué 1:5000 par ajout de 50 pL par puits. Finalement, 100 pl du
substrat OPD ont été ajoutés pour 15 minutes et la réaction a été arrétée par I'ajout de
50 pl par puits de HCI 1M (Sigma-Aldrich). Les résultats ont été obtenus par

spectrophotométrie (Bio-Rad) a une longueur d’ondes de 490 nanometres (nm).

2.4 Détection de la molécule C3 du complément par ELISA

Le sérum des différentes souris naives (C57BI/6, QM, HC1 et J,4T) a été récolté et
utilisé pour ce test. Cinquante uL d’une solution d’IgM de souris purifiées a 5 pg/mL
dans du tampon carbonate ont été ajoutés dans les puits de plateaux ELISA 96 puits
(Corning) et incubés toute la nuit a 4°C. Les plaques sont lavées avec du PBS et afin de
bloquer les sites non spécifiques, 150 ul de PBS/1% d’albumine sérique bovine (BSA,
Fisher) ont été ajoutés pour une heure a TP. Les plateaux sont rincés 3 fois avec du
PBS/Tween20 0,05% (Bio-rad) et une fois avec du PBS entre chacune des étapes
suivantes et les dilutions sont toutes faites dans le tampon PBS/BSA 1%. Sept plL des
différents sérums de souris ont été ajoutés aux puits et les plaques ont été incubé pour
2 minutes a 37°C 5 % CO,. Une autre incubation d’une heure a TP a suivi avec un
anticorps de chévre anti-C3 de souris couplé a la Biotine (Jackson Immunoresearch)
dilué 1 :5000 par ajout de 40 plL par puits. Ensuite, encore une autre incubation d’une
heure a TP a suivi avec de la STREP-HRP (Jackson Immunoresearch) dilué 1 :30 000 par
ajout de 40 pL par puits. Finalement, 40 pl du substrat OPD ont été ajoutés pour 15
minutes et la réaction a été arrétée par I'ajout de 40 pl par puits de HCl 1M (Sigma-
Aldrich). Les résultats ont été obtenus par spectrophotométrie (Bio-Rad) a une longueur

d’ondes de 490 nanomeétres (nm).

65



2.5 Analyse de la réponse immunitaire précoce
2.5.1 Dosage des virus a la rate par titrage
2.5.1.1 Titrage de VSV-IND

Le titrage des rates des différentes souris infectées a haute dose par VSV-IND a
été déterminé par un test de lyse sur des cellules Vero. Une suspension de cellules Vero
a 3,2x105 cellules/mL dans du DMEM 10% SVF a été faite et 500 pL de cette solution a
été déposée dans les puits de plateaux 24 puits (Corning) et les plateaux ont été incubés
a 37°C avec une atmosphére de 5% CO, pour 24 heures. Ensuite, le milieu de culture des
cellules a été aspiré et les suspensions d’homogénats de rates ont été dilué a plusieurs
concentrations directement dans des plateaux 24 puits (Corning) contenant du DMEM
10% SVF pour obtenir un volume final de 240 pL. Par la suite, les plateaux ont été
incubés pendant 1 heure a 37°C avec une atmosphére de 5% CO,. Aprés I'incubation,
300 pL de la solution MEM/Méthylcellulose ont été ajoutés aux puits et les plateaux ont
été incubés a 37°C avec une atmosphére de 5% CO, pour un autre 24 heures. La solution
de MEM/Méthylcellulose a été retirée des puits et environ 300 pL de fixateur/colorant
ont été ajoutés pour 1 heure afin de colorer et fixer les cellules. Les plateaux ont été
rincés a I'eau distillée et les plages de lyses ont pu étre dénombrées. Les titres viraux
sont exprimés en unités formant des plages (ufp/mL). La formule suivante a servi au
calcul des titres viraux : (nombre de foyers x volume de I'homogénat (mL))/(volume

d’infection (mL) x poids de I'organe (g) x dilution de I'échantillon).

2.5.1.2 Titrage de LCMV-WE

Le titrage des rates de souris infectées a haute dose par LCMV-WE a été
déterminé par un test de foyers infectieux sur des cellules MC57G. Les suspensions
d’homogénats de rates ont été diluées a plusieurs concentrations directement dans des
plateaux 24 puits (Corning) contenant du MEM 5% SVF pour obtenir un volume final de
240 pL (microlitre). Ensuite, 200 uL d’une suspension cellulaire de MC57G a 8x10°

cellules par mL ont été ajouté a chacun des puits. Les plateaux ont été placés a 37°C
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avec une atmosphére de 5% CO; pendant 4 a 6 heures. Par la suite, 300 pL d'une
solution de MEM/Méthycellulose®. ont été ajouté a chacun des puits et les plateaux ont
été incubés a nouveau a 37°C avec une atmosphére de 5% CO; pour 48 heures. Toutes
les prochaines étapes ont été effectuées a TP. Les plateaux ont été vidés par inversion
dans un bac de décontamination et ils ont été lavés 3 fois avec du milieu HBSS (Hank’s
Balanced Salt Solution, Invitrogen). Ensuite, les cellules ont été fixées avec 250 pL d’une
solution de PBS (Phosphate Buffer Saline) 25% (v/v) Formaldéhyde 37 % (Fisher, Fair
Lawn, NJ, USA) durant 20 a 30 minutes. Les cellules ont été rincées 3 fois avec du PBS
entre chacune des étapes suivantes. Afin de perméabiliser les cellules, 250 pL d’une
solution TritonX-100 0.5% (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) dilué dans du HBSS rouge phénol
(Invitrogen) ont été ajouté pour 20 minutes. Les sites de liaisons non spécifiques sont
bloqués pendant 1 heure avec 200 pL de PBS 10% SVF. Le virus est détecté grace a
I'ajout de 3 anticorps consécutivement et d’un temps d’incubation de 90 minutes pour
chacun d’entre eux. Le premier anticorps ajouté est I'hybridome VL4 (détection de la
nucléoprotéine de LCMV) par ajout de 200 ulL par puits. Le second anticorps est un
anticorps de chevre anti-rat couplé a 'enzyme HRP (Horse Radish Peroxydase, Jackson
Immunoresearch, West Grove, PA, USA) dilué 1 :160 dans du HBSS rouge phénol ajouté
a 200 pL par puits. Le troisieme et dernier anticorps est un anticorps d’ane anti chévre
couplé a la HRP (Jackson Immunoresearch) dilué 1 :300 dans du HBSS rouge phénol et
ajouté aussi a 200 pL par puits. Les foyers infectieux sont révélés par I'ajout de 300 pL
par puits du substrat OPD pendant 30 minutes. Le substrat est retiré et les plateaux sont
lavés 3 fois avec de I'eau distillée. Les titres viraux sont exprimés en unités formant des
foyers par mL (uff/mL). La formule suivante a servi au calcul des titres viraux : (nombre
de foyers x volume de 'homogénat (mL))/(volume d’infection (mL) x poids de I'organe (g)

x dilution de I'échantillon).

& MEM/Méthycellulose : 1% (p/v) (poids/volume) de Méthylcellulose (Fluka, Buchs, Suisse), 10% (v/v) de MEM-Earle
10X (Invitrogen), 5% (v/v) de SVF, 1% de Péniciline/Streptomycine 100X {Invitrogen), 0,5% (v/v) de L-Glutamine 100X
(Invitrogen) et 1,7% (v/v)de Bicarbonate de Sodium 7,5% (Invitrogen) dilués dans de I'eau distillée stérile
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2.5.2 Dosage par ELISA d’IFN-a

Le sérum des différentes souris (C57BI/6, QM, HC1 et J4T) décomplémentées ou
non et infectées a haute dose par LCMV-WE ou VSV-IND a été récolté a différents temps
post-infection (2, 8, 24 et 48 heures pour LCMV-WE et 1, 2, 4 et 7 heures pour VSV). Les
sérums ont été utilisés pour doser par test ELISA I'lFN-a selon le kit VeriKineTM Mouse
Interferon Alpha ELISA Kit Product #42120 (PBL Interferon, New Jersey, USA). En résumé,
100 pL des échantillons sont ajoutés aux puits et 50 uL de la solution d’anticorps sont
ajoutés au méme moment. Le plateau est incubé pendant 1 heure a TP sur un plateau
agitateur (450 rpm). Le plateau est ensuite laissé a 4°C pour 20 a 24 heures. La plaque
est lavée 4 fois avec la solution de lavage et 100 pL de la solution HRP sont ajoutés aux
puits et le plateau est incubé pour 2 heures a TP. La plaque est de nouveau lavée 4 fois
avec la solution de lavage et 100 pL de la solution de substrat TMB sont ajoutés aux
puits et le plateau est incubé a TP a I'abri de la lumiére pour 15 minutes. La réaction est
ensuite arrétée par l'ajout de 100 pL de la solution d’arrét et le plateau est lu dans un

délai de 5 minutes a 450 nm.

2.5.3 Présentation antigénique par les cellules dendritiques aux lymphocytes T
spécifiques au LCMV

La moitié des souris C57BI/6, QM, HC1 et JuT ont d’abord été décomplémentées
24 heures avant d’étre infectées a haute dose avec LCMV. Vingt-quatre heures post-
infection, les souris sont sacrifiées et les rates ont été récoltées. Des souris témoins
négatifs (Mock) ont regu par voie intraveineuse un volume de milieu de culture (MEM
sans sérum) équivalent au volume de virus injecté aux souris infectées. Les rates des
souris sont récoltées dans des tubes de 15 mL (Corning) contenant 5 mL de collagénase
D (Roche, Laval, Canada) a une concentration de 160 U/mL dilués dans du PBS
contenant du Ca** (Invitrogen). Le contenu des tubes est versé dans des pétris stériles
(Fisher) et les rates sont broyées a I'aide d’un piston de seringue 3 mL (BD, Franklin Lake,

NJ, USA) et les pétris sont incubés a 37°C et 5 % de CO, pendant une heure. Les
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morceaux de rate sont transférés dans des tamis cellulaire 100 um et écrasés a l'aide du
piston d’une seringue de 3 mL. Les suspensions cellulaires sont ensuite transférées dans
des tubes de 15 mL et lavées 2 fois avec 10 mL de PBS 2 % SFV avec 1 mM EDTA
(centrifugation de 5 minutes a 1300 rpm). Les culots cellulaires sont remis en suspension

dans 1 mLde PBS 2 % SFV avec 1 mM EDTA.

2.5.3.1 Niveau d’activation des cellules dendritiques par cytométrie en flux

Cent pL des différentes suspensions cellulaires sont déposés dans des tubes a
cytométrie et lavés avec du tampon de cytométrie’ (centrifugation 5 minutes a 1500
rpm). Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 100 uL de tampon de
cytométrie pour étre marquées avec une combinaison des anticorps rat anti-souris
suivants : CD86-PE, CD11c-FITC et 7-AAD (eBioscience, San Diego, USA) pour une
période de 20 minutes a 4°C. Aprés un lavage des cellules avec du tampon de cytométrie,
les cellules sont remises en suspensions dans 250 pL de paraformaldéhyde 1 % (v/v)
dilué dans du tampon de cytométrie et entreposées a 4°C avant d’étre analysées en

cytométrie en flux (FACSFortessa).

2.5.3.2 Purification des DCs et LT CD8+

Les cellules dendritiques spléniques des différentes souris infectées ont été
purifiées par billes magnétiques grace a la trousse de sélection positive de STEMCELL
EASYSEP USING « THE BIG EASY » SILVER EASYSEP MAGNET (#18001 ET #18758). En bref,
50 pL d’une solution de CD11c-PE sont ajoutés a chaque tube contenant 1 mL des
suspensions cellulaires de rate et incubées 15 minutes a TP. Ensuite, 100 pL d’une
solution de cocktail de sélection PE sont ajoutés aux tubes et incubés 15 minutes a TP.
Par la suite, 50 pL d’une solution contenant des nanoparticules magnétiques sont
ajoutés aux tubes et incubés 15 minutes a TP. Le volume de la suspension cellulaire est
amené a 5 mL a l'aide de PBS 2 % SVF 1mM EDTA et les tubes sont placés dans les

aimants pour 5 minutes. Le contenu des tubes est vidé dans des bacs de déchets et 5 mL

7 Tampon de cytométrie :1 % (p/v) d’albumine sérique bovine (BSA et 0,1 % (p/v) de NaN; ;USB) dilués dans du PBS
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de PBS 2 % SVF 1 mM EDTA est ajouté aux tubes et replacé dans I'aimant pour 5
minutes. Ces étapes sont répétées 3 fois. Les cellules sont ensuite comptées et les
cellules sont mises a une concentration de 5x10° cellules/mL dans du RPMI 5% SVF, P/S,
1% L-Glutamine 100X et 10 pM de B-ME. Cent ulL des solutions contenant les cellules
dendritiques purifiées sont ajoutés dans les puits d’un plateau 96 puits a fond rond et 50
ML d’une solution de LPS (Sigma) a 6 pg/mL est ajouté a chaque puits contenant des
cellules dendritiques. Les plateaux sont par la suite incubée pendant 16 heures a 37°C 5

% CO,

Le matin suivant la purification des cellules dendritiques, les rates de souris naives P14
sont récoltées et broyées dans un tamis cellulaire 100 um a d’un piston de seringue 3
mL dans un pétri stérile (BD) et remises en suspension dans 1 mL de PBS 2 % SVF 1 mM
EDTA. Les lymphocytes T CD8 ont été purifiés grace a la trousse de sélection négative de
STEMCELL EASYSEP USING « THE BIG EASY » SILVER EASYSEP MAGNET (#18001 ET
#19753). En résumé, 50 pL d’'un cocktail d’enrichissement sont ajoutés aux tubes et
ceux-ci sont incubés pendant 15 minutes a 4°C. Ensuite, 100 uL de la solution de cocktail
de sélection sont ajoutés et incubés pendant 15 minutes a 4°C. Par la suite, 100 pL de
nanoparticules magnétiques sont ajoutés et incubés 5 minutes a 4°C. Les suspensions
cellulaires sont amenées a 5 mL avec du PBS 2% SVF 1 mM EDTA et placés dans les
aimants pour 5 minutes. Le contenu est vider dans un autre tube et suspendu a nouveau
dans 1 mL de PBS 5 %. Dans un autre tube, le CFSE est dilué a une concentration de 10
uM. Ajouter 1 mL de la solution de CFSE 10 uM au 1 mL de suspension de LT CD8+ et
incuber pendant 10 minutes dans un bain-marie a 37°C en vortexant toutes les minutes.
Arréter la réaction en ajoutant 1 mL de RPMI 5 % SVF, P/S, 1% L-Glutamine 100X et 10
pM de B-ME et faire 3 lavages (centrifugation 1500 rpm pendant 5 minutes). Suspendre
les cellules & une concentration de 1x10° cellules/ml et ajouter 100 pL aux puits
contenant les cellules dendritiques purifiées. Incuber les plaques pendant 3 jours a 37°C
5 % CO,. Récolter les cellules, faire un lavage avec du tampon de cytométrie
(centrifugation 5 minutes a 1500 rpm). Les cellules sont ensuite remises en suspension

dans 100 L de tampon de cytométrie pour étre marquées avec un anticorps rat anti-
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souris CD8-PECy7 (eBioscience) pour une période de 20 minutes a 4°C. Aprés un lavage
des cellules avec du tampon de cytométrie, les cellules sont remises en suspensions
dans 250 pL de paraformaldéhyde 1 % (v/v) dilué dans du tampon de cytométrie et

entreposées a 4°C avant d’étre analysées en cytométrie en flux (FACSFortessa).

2.6 Analyse de la réponse immunitaire adaptative
2.6.1 Analyse de la réponse humorale
2.6.1.1 Dosage du titre neutralisant des anticorps anti-VSV

Les souris C57BI/6, QM et HC1 ayant recu ou non du CVF ont été infectées avec
1x10° UFP de VSV-IND. Au jours 4, 8, 12 et 20 des prélévements sanguins par la veine de
la saphene des souris ont été effectués pour récolter le sang. Les sérums ont été

entreposés a -20°C jusqu’a I'expérimentation.

Cent pL d’une suspension de cellules Vero a une concentration de 1x108 cellules/mL
dans du DMEM 10 % SVF ont été déposés dans des plaques 96 puits a fond plat (Corning)
et incubées 24 heures a 37°C 5 % CO,. Les sérums des souris infectées ont été dilués
dans du DMEM 10 % SVF et afin de tester aussi leur capacité neutralisante en absence
d’lgM, les sérums ont aussi été mis en présence de B-Mercaptoéthanol 0,1 M (Bio-Rad)
pendant 1 heure a TP. Des dilutions successives de 2 ont été faites dans un plateau 96
puits a fond rond dans du DMEM 10 % SVF. Ensuite, les dilutions de sérums ont été
mises en présence dans une proportion 1:1 de 100 pL de 5x10* UFP de VSV-IND
pendant 1h30 a 37°C, 5 % CO,. Par la suite, les mélanges dilutions sérums-virus ont été
transférer dans les plaques contenant les cellules Vero et laissé incubés 1 heure a 37°C,
5 % CO,. Suivant cette incubation, 200 pL de méthycellulose/MEM ont été ajoutés dans
les puits et les plateaux ont été incubés de nouveau a 37°C, 5 % CO, pour 24 heures.
Apreés avoir enlevé le contenu liquide des puits, les cellules ont été fixées et colorées
avec la solution fixateur/colorant pour 1 heure et rincées a I'eau. Les plages de lyses ont
été dénombrées afin de déterminer le titre neutralisant des anticorps réduisant de 50 %

la quantité de plages dénombrées dans le témoin négatif (virus uniquement).
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2.6.1.2 Survie des souris

Les souris C57BI/6, QM et HC1 ayant regues ou non du CVF ont été infectées
avec 1x10° UFP de VSV-IND. Quant a elles, les souris JyT ayant regues ou non du CVF ont
été infectées avec 1x10° UFP de VSV-IND puisqu’elles ne possédent pas de lymphocytes
B. Les souris ont été observées chaque jour suivant I'infection jusqu’au jour 30 p.i. pour
les signes cliniques suivants : paralysie des membres arriéres, convulsions et morbidité.

Lorsqu’elles présentaient ces signes, elles étaient sacrifiées par inhalation de CO,.
2.6.2 Analyse de la réponse cellulaire par cytométrie en flux

La moitié des souris C57BI/6, QM, HC1 et J4T ont d’abord été décomplémentées
24 heures avant d’étre infectées a faible dose avec LCMV. Elles ont été sacrifiées 8 jours
p.i. par inhalation au CO; et les rates ont été récoltées dans 5 mL de milieu MEM 5 %
SFV. Par la suite, les rates ont été broyées a travers un tamis cellulaire 100 um a I'aide
d’un piston de seringue de 3 mL (BD) dans un pétri stérile (Fisher). Les suspensions
cellulaires sont transférées dans un tube et un comptage cellulaire est effectué afin

d’obtenir une concentration de 1x10 cellules/mL.

2.6.2.1 Quantification du niveau d’activation des cellules T

Cent pL des suspensions cellulaires a une concentration de 1 x 10’ cellules/mL
sont transférés dans des tubes de cytométrie et lavés avec du tampon de cytométrie (5
minutes a 1500 rpm). Les cellules sont ensuite remises en suspension dans 100 uL de
tampon de cytométrie pour étre marquées avec la combinaison d’anticorps rat anti-
souris suivante : CD62L-APC, CD8-PECy7 et 7-AAD pour 20 minutes a 4°C. Aprées un
lavage des cellules avec du tampon de cytométrie, les cellules sont remises en
suspensions dans 250 pL de paraformaldéhyde 1 % (v/v) dilué dans du tampon de
cytométrie et entreposées a 4°C avant d’étre analysées en cytométrie en flux

(FACSFortessa).
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2.6.2.2 Quantification des cellules T activées spécifiques au virus

Cent pL de la suspension cellulaire a une concentration de 1 x 10’ cellules/mL ont
été déposés dans des tubes de cytométrie et lavés avec du tampon de cytométrie (5
minutes a 1500 rpm). Les cellules sont d’abord incubées 30 minutes a 37°C avec les
tétrameres gpssa41, BP276-286 OU NP3ge.a05 cOuplés au PE. Sans laver les cellules, les
anticorps rat anti-souris CD62L-APC, CD8-FITC et du 7-AAD sont ajoutés aux tubes et
incubés durant 20 minutes a 4°C. Aprés un lavage des cellules avec du tampon de
cytométrie, les cellules sont remises en suspensions dans 250 pL de paraformaldéhyde 1
% (v/v) dilué dans du tampon de cytométrie et entreposées a 4°C avant d’étre analysées

en cytométrie en flux (FACSFortessa).

2.6.2.3 Quantification de la fonctionnalité des cellules T spécifiques activées
ex vivo

2.6.2.3.1 Sécrétion de cytokines antivirales

Cent pL de la suspension cellulaire a une concentration de 1 x 10’ cellules/mL
sont déposés dans des puits d’une plaque 96 puits a fond rond dans un volume de 100
pL. Les cellules ont été diluées dans du RPMI 5 % SVF avec 100 U/mL d’IL-2
recombinante de souris (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) et de 10 pg/mL de
Brefeldine A (Sigma) avec ajout ou non de peptide gp33-41 (Sigma) et la plaque a été
mise a 37°C, 5 % CO, pour 5 heures. Les cellules sont marquées a I'aide d’anticorps rat
anti-souris CD8-FITC et de 7-AAD pendant 20 minutes a 4°C. Aprés un lavage avec du
tampon de cytométrie (5 minutes a 1500 rpm), les cellules sont fixées durant 20 minutes
a TP avec 100 pL de tampon de fixation IC (eBioscience). Par la suite, deux lavages sont
faits avec 200 pL de tampon de perméabilisation 1X (eBioscience) et les cytokines sont
détectées dans le cytoplasme avec les anticorps rat anti-souris TNFa-APC et IFNy-PE
(eBioscience) durant 20 minutes a TP. Un dernier lavage avec le tampon de
perméabilisation est effectué et les cellules sont remises en suspensions dans 250 ulL de
paraformaldéhyde 1 % (v/v) dilué dans du tampon de cytométrie et entreposées a 4°C

avant d’étre analysées en cytométrie en flux (FACSFortessa).
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2.6.2.3.2 Potentiel cytotoxique

Cent pL de la suspension cellulaire a une concentration de 1 x 10’ cellules/mL sont
déposés dans des puits d’une plaque 96 puits a fond rond dans un volume de 100 pL.
Les cellules ont été diluées dans du RPMI 10 % SVF avec de la Monensin A 2X (Sigma) et
d’anticorps rat anti-souris CD107a-FITC avec ajout ou non de peptide gp33-41 (Sigma) et
la plaque a été mise a 37°C, 5 % CO; pour 5 heures. Les cellules sont marquées a I'aide
d’anticorps rat anti-souris CD8-PECy7 et de 7-AAD pendant 20 minutes a 4°C. Aprés un
lavage avec du tampon de cytométrie (5 minutes a 1500 rpm), les cellules sont fixées
durant 20 minutes a TP avec 100 pL de tampon de fixation IC (eBioscience). Par la suite,
deux lavages sont faits avec 200 pL de tampon de perméabilisation 1X (eBioscience) et
les granzymes sont détectées dans le cytoplasme avec l'anticorps rat anti-souris
GranzymeB-eFluord50 (eBioscience) durant 20 minutes a TP. Un dernier lavage avec le
tampon de perméabilisation est effectué et les cellules sont remises en suspensions
dans 250 uL de paraformaldéhyde 1 % (v/v) dilué dans du tampon de cytométrie et

entreposées a 4°C avant d’étre analysées en cytométrie en flux (FACSFortessa).
2.7 Analyse statistique

Le test d’analyse de la variance suivi du test de comparaisons multiples Bonferroni a
été utilisé pour les différents groupes expérimentaux. Les barres d’erreur représentent

I’erreur moyenne standard. Les résultats sont considérés significatifs a partir de P < 0,05.
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Chapitre 3

Résultats
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3.1 Caractérisation des outils utilisés

L'objectif de cette section était de caractériser les différents outils utilisés lors
des expériences. Nous avons d’abord comparé la capacité des 1gM naturels des
différentes souris naives a lier les deux virus modéles. Par la suite, afin de s'assurer que
nos différentes souris ne possedent aucune différence au niveau de leur systéeme du
complément, nous avons vérifié les niveaux de C3 dans le sérum de ces souris avant
infection. Finalement, pour garantir que les souris ont bien été décomplémentées, nous
avons fait la cinétique de décomplémentation pour déterminer la durée de la

décomplémentation.

3.1.1 Liaison des igM naturels des différentes souches de souris au LCMV et au
VSV purifiés

Afin d’évaluer la capacité des IgM naturels a lier les virus, nous avons fait un test

ELISA avec le sérum des différentes souris naives et contre des virions de LCMV ou VSV

purifiés (figure 15).
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Figure 15. Liaison des IgM naturels sériquse aux différents virus.

Les sérums des souris C578I/6, QM, HC1 et J,T naives ont été prélevés et la capacité de leurs IgM naturels
a différentes concentrations a lier (A) LCMV-WE purifié ou (B) VSV-IND purifié a été testée par test ELISA
direct. Représentatif de trois expériences. D.O : densité optique
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Deux groupes ressortent de ces expériences tant pour la liaison au LCMV qu’au VSV. Le
premier groupe, ceux qui ont une plus grande diversité de répertoire en IgM naturels,
les souris C57BL/6 (B6) et les souris QM, et ceux ayant peu ou pas de diversité de
répertoire les souris HC1 et J4T. Les souris ayant une plus grande diversité dans leur
répertoire en anticorps sont plus aptes a lier les différents virus, tandis que les souris

ayant peu ou pas de diversité sont incapables de lier efficacement les virus.

3.1.2 Quantification du taux de C3 chez les différentes souris naives

Aussi, afin de s’assurer qu’il n’y a aucune différence au niveau du systéeme du
complément des différentes souris, nous avons testé par ELISA le taux de C3 dans le

sérum des souris naives (figure 16).
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Figure 16. Mesure du taux de la molécule C3 chez les différentes souches de souris.
Les sérums des souris C57BI/6, QM, HC1 et J,,T naives ont été prélevés et le taux de molécule C3 du
systéme du complément a été testé par test ELISA direct. Représentatif de trois expériences. D.O : densité

optique

Les différentes souris présentent toutes des niveaux similaires en molécules C3 que I'on
retrouve dans toutes les voies principales d’activation. D’autres molécules du
complément ont aussi été testées soient le C4 que I'on retrouve dans la voie des lectines
et classique et le C1q que I'on retrouve dans la voie classique (non montrés). Encore une
fois, aucune différence au niveau de ces molécules dans le sérum des souris naives n’a

été constatée.
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3.1.3 Cinétique de décomplémentation des souris

Finalement, pour mieux interpréter les résultats et s’assurer d’'une bonne
décomplémentation des souris a I'aide du facteur de venin de cobra, une cinétique de
décomplémentation a été faite a I'aide d’un test ELISA (figure 17). Ceci nous a permis de
savoir si la décomplémentation permettait d’avoir une absence du complément pendant

plus qu’une journée.
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Figure 17. Cinétique de décomplémentation des souris par le facteur de venin de cobra (CVF).

Les souris C57BI/6 ont été injectées avec une dose de 20 pg de CVF intrapéritonéale. Aux différents temps
post infection le sérum des souris ont été récoltés et le taux de la molécule C3 a été détecté par test ELISA
direct. Une seule dose de CVF au jour O (A) permet de décomplémenter les souris jusqu'a 3 jours post
injection (effet précoce) tandis qu'une deuxiéme dose de 20 pg de CVF administrée au jour 3 post
premiérement injection (B) permet une décomplémentation jusqu'a 6 jours (effet prolongé).
Représentatif de trois expériences. D.O : densité optique.

Une premiéere dose de CVF permet de décomplémenter les souris jusqu’a 3 jours post
injection. La molécule C3 réapparait a partit de 4 jours post injection et revient a des
niveaux de base au jour 6 post injection. Ce type de décomplémentation a permis de
voir I'importance du complément dans les étapes précoces d’infection. Une deuxiéme
dose de CVF administrée au jour 3 post premiere injection permet d’avoir une absence
de complément jusqu’a 6 jours. Cette approche permet d’analyser I'importance du
complément pour une période prolongée lors d’une infection. Le niveau de C3 revient a
des niveaux basaux vers le jour 8 post premiére injection. La différence remarquée pour

les deux expériences au JO est di a une exposition moins prolongée du substrat OPD
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avec la HRP avant I'arrét de la réaction avec la solution de HCL pour I'expérience de la

décomplémentation prolongée.

3.2 Impact du systéeme du complément et d’'un répertoire diversifié en anticorps
naturels sur I'induction de la réponse immunitaire précoce

Le systéeme du complément est un élément essentiel du systéme immunitaire
inné. De plus, comme il a été mentionné dans le chapitre 1, le systéme du complément
peut étre activé tres efficacement par les IgM. C'est donc dans cette optique que nous
avons déterminé si I'absence du complément chez des souris ayant un répertoire en
anticorps naturels différents avait un impact sur I'induction de la réponse immunitaire
précoce lors d’infections virales. Pour ce faire, nous avons vérifié si I'absence de
complément affectait le recrutement des particules virales, la production d’IFN-a ainsi

que la présentation antigénique chez les différentes souches de souris.

3.2.1 Recrutement du LCMV et du VSV a la rate

Comme il a été mentionné plus tét, le recrutement des particules virales a la rate
par le systéme immunitaire inné est important pour que le virus puisse étre présenté au
systéme immunitaire adaptatif. On ne remarque aucune différence significative dans les
titres viraux retrouvés a la rate chez les souris qui ont été décomplémentées (CVF) ou

non (figure 18).
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Figure 18. Cinétique du recrutement des différents virus a la rate.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J4T naives ont recu du CVF (lignes pointillées) ou non (lignes pleines) 24h
avant l'infection par voie intraveineuse de 2 x10° uff de (A) LCMV-WE ou 2x 10° ufp de (B) VSV-IND. Les
rates des différentes souris ont été récoltées a différents temps post infection et un test (A) de foyers
infectieux ou (B) plage de lyse a été effectué. Représentatif de 3 a 4 expériences. g : gramme.

En effet, que ce soit pour une infection par LCMV ou VSV, le systéme du complément ne
semble pas jouer un réle pour le recrutement des particules virales a la rate. Cependant,
puisque le recrutement des particules de VSV est trés rapide, on peut voir que dans les
premiéres heures suivant l'infection, I'absence de complément semble ralentir
(différences non significatives) le recrutement du VSV vers la rate. Par contre, seulement
7 heures apreés linfection par VSV, les titres viraux a la rate sont similaires entre les
souris décomplémentées ou non. Toutefois, la diversité du répertoire en anticorps est
importante dans le recrutement de particules virales vers la rate comme il a été déja
démontré au laboratoire. Effectivement, on observe que les souris C57BL/6 sont les plus
aptes a amener tant les particules de LCMV que de VSV a la rate suivi des souris QM, des
souris HC1 et J4T. Ceci concorde avec les résultats obtenus lors du test de la liaison des
IgM naturels aux différents virus (figure 15). Les souris C57BL/6 et QM sont plus
efficaces pour lier les virus et permettent leur recrutement a la rate alors que les souris
HC1 et J4T ne lient que faiblement ou pas les virus. De plus, en absence de complément,
les virus n’ont pas plus tendance a se disséminer vers d’autres organes vitaux. Les titres
viraux retrouvés dans les reins, le foie et le sang restent similaires entre les souris ayant
recu du CVF ou non (résultats non présentés). Bref, le systétme du complément
n’influence pas le recrutement des virus vers la rate et ne permet pas une meilleure

protection face a la dissémination des virus vers d’autres organes.
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3.2.2 Quantification de I'lFN-a produit suite a I'infection

Puisque le recrutement des virus vers la rate n’est pas différent chez les souris
décomplémentées, nous avons vérifié si la réponse immunitaire précoce était activée a
des niveaux différents. La production d’'IFN de type | comme I'lFN-a est un bon
indicateur de I'activation immunitaire précoce. Les sérums des différentes souris ont été
récoltés aux mémes temps post infections que lors du recrutement a la rate. ici, on
observe une différence dans la production d'IFN-a selon le groupe de souris infectées
(figures 19 et 20). Par exemple, pour les souris ayant une plus grande diversité de
répertoire (C57BL/6 et QM), la production en interférons n’est pas affectée en absence
de complément. Cependant, chez les souris ayant peu ou pas d’anticorps (HC1 et J4T),
I'absence du complément favorise une meilleure production d’IFN-a a des niveaux
similaires a ceux des souris B6 et QM. Ce phénoméne n’est pas propre a un seul virus

puisqu’il est observé tant lors d’'une infection avec LCMV qu’avec VSV (figures 19 et 20).
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Figure 19. Quantification de I'lFN-a produit suite a I'infection par LCMV-WE a différents temps post-
infection.

Les souris C57Bl/6, QM, HC1 et J,T naives ont recu du CVF (lignes pointillées) ou non (lignes pleines) 24h
avant Vinfection par voie intraveineuse de 2 x10° uff de LCMV-WE. Les sérums des différentes souris ont
été récoltés a différents temps post infection et un test ELISA sandwich a été effectué pour quantifier
I'lFN-a produit. Représentatif de 3 a 4 expériences. pg : picogramme.
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Figure 20. Quantification de I'lFN-a produit suite a P'infection par VSV-IND a différents temps post-

infection.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J,T naives ont regu du CVF (lignes pointillées) ou non (lignes pleines) 24h
avant l'infection par voie intraveineuse de 2 x10° ufp de VSV-IND. Les sérums des différentes souris ont
été récoltés a différents temps post infection et un test ELISA sandwich a été effectué pour quantifier

I'IFN-a produit. Représentatif de 3 expériences. pg : picogramme.

3.2.3 Présentation antigénique ex vivo des cellules dendritiques aux lymphocytes

T CD8+

L’IFN alpha est connu pour activer plusieurs cellules du systéme immunitaire
dont les cellules dendritiques qui sont d’excellentes cellules présentatrices d’antigénes.
Les cellules dendritiques sont donc importantes dans [l'activation de la réponse
immunitaire adaptative. Nous avons donc voulu voir si la production d’IFN-a avait un
impact, premiérement, sur 'activation des cellules dendritiques. L’activation des cellules

dendritiques a pu étre observée grace a I'expression du marqueur d’activation CD86 a
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leur surface. Dans cette expérience, on remarque aussi une différence au niveau de
I'expression du marqueur CD86 chez les DCs lors de la décomplémentation seulement

chez deux souches (figure 21).
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Figure 21. Activation des DCs suite a V'infection par LCMV-WE.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J,T naives ont recu du CVF ou non 24h avant l'infection par voie
intraveineuse de 2 x10° uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 24h post
infection et I'activation des DCs a été observée. A. Analyse de I'activation des DCs grace a I'expression du
marqueur d’activation CD86 par cytométrie en flux des souris C57BI/6/QM (haut) et HC1/J,T (bas). Les
DCs ont été sélectionnés avec un anti-CD11c et ensuite avec un anti-CD86 pour mesurer leur activation.
Rouge : souris non-infectées (mock), Bleu :souris avec complément, Vert : souris ayant regues du CVF. B.
Histogrammes représentatif de l'intensité de fluorescence (MFI) du CD86 obtenu pour chacune des souris.
Représentatif de 3 expériences. DCs : cellules dendritiques; MFI : Mean Fluorescence Intensity. *, P<0.05;
** P<0.01.

Les cellules dendritiques des souris C57BL/6 et QM infectées avec LCMV montrent une
augmentation de I'expression du CD86 par rapport aux souris non infectées (mock),
mais aucune différence avec celles ayant recu une dose de CVF. Chez les cellules
dendritiques des souris HC1 et JyT, ayant peu ou pas de diversité dans leur répertoire
d’anticorps, on observe qu’une faible activation des DCs suivant I'infection. Cependant,
lorsque les souris sont décomplémentées avant l'infection, les DCs de ces souris

présentent une augmentation significative du marqueur CD86 a des niveaux rejoignant
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ceux des souris C57BL/6 et QM. Ceci corréle aussi avec les résultats obtenus pour la
production d’'IFN-a a 24 heures post infection avec LCMV. En effet, la meilleure
production d’interférons chez ces souris semble favoriser I'activation des cellules

dendritiques.

Deuxiemement, nous avons voulu déterminer si les DCs activées étaient aussi capables
de présenter I'antigéne aux cellules T CD8+. Pour ce faire, les rates des différentes souris
infectées a haute dose par LCMV ont été récoltées 24h p.i. et les DCs ont été purifiées a
I'aide de billes magnétiques. Les DCs ont par la suite été incubées 16h avec du LPS. Le
lendemain, des rates de souris P14, qui possédent des lymphocytes T CD8+ spécifiques
au LCMV, ont été récoltées. Les LT CD8+ ont été isolées aussi a lI'aide de billes
magnétiques. Les cellules ont par la suite été marquées au CFSE qui nous permettait de
quantifier leur prolifération. Les LT CD8+ ont ensuite été mis en coculture avec les DCs
pour 3 jours, permettant ainsi la présentation de I'antigéne viral par les DCs aux LT CD8+.
Une diminution de I'intensité du CFSE corréele avec la division cellulaire. Aprés 3 jours,
les LT CD8+ ont été marqués avec un anti-CD8 et la prolifération a été mesurée a l'aide
de la cytométrie en flux. Comme pour I'expression du marqueur d’activation CD86 chez
les cellules dendritiques, on remarque que la prolifération des LT CD8+ spécifiques est
plus importante chez les souris C57BL/6 et QM que chez les souris HC1 et J4T et que la

décomplémentation n’a d’effet que chez les deux derniéres souris (figure 22).

Les souris C57BL/6 sont celles qui permettent d’avoir la plus grande prolifération des LT
CD8+ spécifiques au LCMV par rapport aux souris mock (naives, non infectées). Les
souris QM réussissent a induire un peu de prolifération tandis que chez les souris HC1 et
JuT on ne dénote aucune prolifération. Cependant, lorsque les souris HC1 et J4T sont
décomplémentées avec le CVF, elles sont capables d’induire une prolifération

significative des LT CD8+ spécifiques au LCMV.

En résumé, chez toutes les souches de souris, 'absence de complément n’affecte pas le
recrutement du LCMV ou du VSV a la rate. Chez les souris possédant un répertoire en

anticorps naturels diversifié, la production en IFN-a, I'activation des DCs et I'induction
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de la prolifération des LT CD8+ spécifiques suite a I'infection ne sont pas affectés en
absence du systeme du complément. Toutefois, on n‘observe pas le méme phénomeéne
chez les souris ne possédant pas ou peu d’anticorps. En absence de complément, la
production en IFN-a est augmentée de facon significative et on observe une meilleure
activation des cellules dendritiques qui permettent a leur tour d’augmenter la capacité

de ces souris a présenter les antigénes viraux aux lymphocytes T CD8+.
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Figure 22. Présentation antigénique par les cellules dendritiques spléniques des souris infectées avec
LCMV-WE aux lymphocytes T CD8 de souris P14.

Présentation antigénique par les cellules dendritiques spléniques des souris infectées avec LCMV-WE
aux lymphocytes T CD8 de souris P14.

Les souris C57Bl/6, QM, HC1 et J,T naives ont recu du CVF ou non 24h avant l'infection par voie
intraveineuse de 2 x10° uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 24h post
infection et les DCs ont été isolées a I'aide de billes magnétiques et mises en coculture avec des
lymphocytes T CD8 isolés de la rate de souris P14 a l'aide aussi de billes magnétiques. Afin d’analyser la
prolifération des lymphocytes T CD8 spécifiques au virus, ceux-ci ont été marqués avec le CFSE A. Analyse
représentative de la prolifération des lymphocytes T CD8+ grace a I'expression du CFSE par cytométrie en
flux des souris C578l/6/QM (haut) et HC1/),T (bas)en présence (gauche) ou en absence (droite) du
systeme du complément. B. Histogrammes représentatifs du pourcentage de prolifération par la
diminution de I'expression du CFSE obtenu pour chacune des souris. Représentatif de 3 expériences. DCs :
cellules dendritiques; CFSE : Carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester . *, P<0.05; ***, P<0.001.
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3.3 Impact du systéme du complément et d’un répertoire diversifié en anticorps
naturels sur I'induction de la réponse humorale

Par la suite, nous avons investigué I'impact des observation que nous avons
faites concernant la réponse précoce sur l'induction de la réponse immunitaire
adaptative. Premiérement, nous avons analysé la réponse humorale. Pour ce faire, nous
avons utilisé le modeéle viral VSV puisque celui-ci permet l'induction d’une bonne

réponse immunitaire humorale neutralisante.

3.3.1 Titres en anticorps neutralisants contre VSV

Tout d’abord, nous avons regardé les titres en anticorps neutralisants dirigés contre VSV
chez les différentes souris en présence ou en absence du systéme du complément.
L'absence de complément chez les souris C57BL/6 affecte faiblement I'apparition des Ig
totales neutralisantes dés les premiers jours suivant I'infection par VSV et on remarque
une diminution de leur nombre au jour 30 p.i. La présence de complément favorise la
production tardive des IgG neutralisantes puisqu’on retrouve une diminution de leur
quantité chez les souris ayant recu du CVF au jour 30 p.i (figure 23). Les souris QM,
produisent moins d’anticorps neutralisants que les souris C57BL/6, mais I'absence de
complément ne semble pas avoir un impact sur la production d’ig totales neutralisantes.
Par contre, pour la production d’IgG neutralisantes, on dénote un léger ralentissement
dans la production de ces molécules en absence de complément. Pour les souris HC1,
elles ne font pas de commutation isotypique, donc leurs immunoglobulines sont
majoritairement des IgM. Cependant, contrairement aux deux autres souris, ces souris,
lorsqu’elles sont décomplémentées, produisent Iégéerement plus d’lg neutralisantes que
leurs témoins. Les souris JyT, comme il a été mentionné plus t6t, ne possédent pas

d’anticorps et donc, ne peuvent pas produire une réponse humorale contre le VSV.
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Figure 23. Cinétique du développement en anticorps neutralisants contre VSV-IND.

Les souris C57BI/6, QM et HC1 naives ont regu du CVF (ligne pointillée) ou non (ligne pleine) 24h avant
I'infection par voie intraveineuse de 1 x10° ufp de VSV-IND. Les sérums des différentes souris ont été
récoltés a différents temps post infection et les anticorps neutralisants anti-VSV ont été titrés par un test
de neutralisation A. Analyse des anticorps neutralisants anti-VSV de tous les isotypes. B. Analyse des 1gG
neutralisants anti-VSV uniquement. Représentatif de 3 expériences. Ig:Immunoglobuline; IgG:
Immunoglobuline G. *, P<0.05
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3.3.2 Survie des souris suite a I'infection par VSV

La réponse humorale est trés importante dans le controle de l'infection par VSV. Si le
virus n’est pas bien maitrisé, il peut migrer jusqu’au systéme nerveux central. Dans ce
cas, les souris présentent dans un premier temps des signes de paralysie des membres
arriéres et dans un deuxiéme temps des signes de convulsions et finalement les souris
meurent de l'infection. Nous avons donc voulu savoir si I'absence de complément chez
nos différentes souris avait un impact sur la survie des souris suite a l'infection par VSV.
Chez les souris C57BI/6 et QM, I'absence ou la présence de complément n’affecte pas la
survie des souris. Cependant, pour les souris HC1 et J4T, on remarque un tout autre
phénoméne. Les souris HC1 et J4T qui normalement ne survive pas a une infection a
haute dose, réussissent a contréler et éliminer le virus lorsqu’elles ont regues du CVF

(figure 24).

En résumé, I'absence de complément n’affecte pas la survie des souris C57BI/6 et QM
malgré une diminution et un ralentissement dans I'apparition des anticorps
neutralisants. Pour les souris HC1 et J,T, le peu de diversité dans leur répertoire ou le
manque d’anticorps les empéche d’avoir une bonne réponse humorale contre le virus.
Cependant, en absence du systeme du complément, la réponse en anticorps
neutralisants chez les souris HC1 est légéerement augmentée. De plus, chez les souris
HC1 et JuT décomplémentées, I'absence de complément favorise la survie de ces souris

face a l'infection par VSV ce qui pourrait étre da a la plus grande quantité d’IFN-a.
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Figure 24. Survie des souris suite a l'infection par VSV.
Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J,T naives ont recu du CVF (ligne pointillée) ou non (ligne pleine) 24h
avant l'infection par voie intraveineuse de 1 x10° ufp de VSV-IND (C57BI/6, QM et HC1) ou 1x10° ufp de
VSV-IND (J,T). Les souris ont été observées quotidiennement pour les points limites. Lorsque les souris
présentaient des signes de paralysie des membres arriéres ou des convulsions, elles étaient sacrifiées.
Représentatif de 3 expériences. *, P<0.05*, ** P<0.01.

3.4 Impact du systéme du complément et d’un répertoire diversifié en anticorps
naturels sur I'induction de la réponse cellulaire

Nous avons, par la suite, analysé I'impact de la réponse précoce induite sur la
réponse cellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé cette fois-ci le modéle viral LCMV

puisque celui-ci est contrélé majoritairement par cette réponse.

3.4.1 Expression de marqueur d’activation a la surface des lymphocytes T CD8+
lors d’une infection par LCMV
Tout d’abord, nous avons voulu déterminer si 'activation générale des LT CD8+ était
affectée en absence de complément. Pour ce faire, les souris ont été infectées a faible
dose avec LCMV 24h apreés avoir été décomplémentées ou non. Au jour 8, les rates des

différentes souris ont été récoltées et des marquages pour la cytométrie en flux ont été
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effectués. Pour cette expérience, nous avons marqué les LT CD8+ a I'aide d’un anticorps
anti-CD8 et leur niveau d’activation a pu étre déterminé grace a un anticorps anti-CD62L.
Le CD62L est une molécule d’adhésion cellulaire retrouvée sur les lymphocytes qui leur
permet d’entrer dans les organes lymphoides secondaires comme la rate. Les
lymphocytes perdent I'expression du CD62L, lorsqu’ils sont activés et qu’ils peuvent
alors quitter les organes lymphoides secondaires. Donc, afin de quantifier 'activation
des lymphocytes T CD8 lors d’une infection par LCMV en présence ou en absence de
complément, les LT ont été sélectionnés par I'expression CD8+CD62L-. De plus, dans
cette expérience, des groupes de souris ont recu deux doses de CVF (2xCVF) pour nous
permettre de voir I'impact d’une plus longue absence de complément sur I'induction de
la réponse immunitaire adaptative. On observe que pour I'activation générale des LT
CD8+ chez les souris C57BI/6 et QM, I'absence précoce de complément ne joue aucun
role. Cependant, I'absence de complément sur une période prolongée semble diminuer
le niveau d’activation générale des lymphocytes T CD8+ des souris C57BI/6 (figure 25).
Le phénomeéne ne se répéte pas pour les souris ne possédant peu ou pas de répertoire
en anticorps naturels. En effet, les souris HC1 et JyT, lorsqu’elles regoivent une dose de
CVF, donc une décomplémentation dans les étapes précoces d’infection, ont un plus
grand nombre de LT CD8+ activés que leur contréle. Par contre, lorsqu’elles regoivent
deux doses de CVF, cette augmentation tend a diminuer. Ces mémes résultats ont aussi
été observé en ce qui concerne le pourcentage de LT CD8+CD62L- (résultats non

montrés).
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Figure 25. Activation générale des lymphocytes T CD8 par I'expression du marqueur d’activation du
CD62L a leur surface suite a l'infection par LCMV-WE.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J4T naives ont regu du CVF ou non 24h avant l'infection par voie
intraveineuse de 200 uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 8 jours post
infection et le niveau d’expression du CD62L a la surface des lymphocytes T CD8 a été analysé par
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en nombre total de lymphocytes T CD8+ CD62L-.
Représentatif de 4 expériences. *, P<0.05.

3.4.2 Quantification des lymphocytes T CD8+ spécifiques au virus

Le nombre de cellules activées spécifiques au LCMV a par la suite été quantifié. La
spécificité a pu étre obtenue a l'aide de tétrameéres. Cette méthode a permis de
détecter directement les cellules T CD8+ spécifiques par marquage de leur TCR avec un
complexe de 4 unités de CMH classe | préalablement chargés par I'épitope d’intérét. La
spécificité des LT CD8+ a été testée pour 3 différents épitopes du LCMV, soit deux de la
glycoprotéines (gp33-41 et gp276-286) et un de la nucléoprotéine (np396-405). On
observe un résultat similaire a celui obtenu pour I'activation générale (figure 26). Les
souris C57BI/6 ont une diminution de leur nombre de LT spécifique au virus lorsque les
souris sont décomplémentées de fagon prolongée. Cette différence est observable pour

I'épitope gp33-41, mais on remarque une tendance similaire pour les autres épitopes.
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On remarque un phénoméne similaire aussi pour les souris QM. Chez les souris n’ayant
pas ou peu d’anticorps naturels, on observe un résultat semblable a celui obtenu aussi
pour I'activation générale des LT CD8+. C'est-a-dire que chez ces souris, celles qui ont
recu une dose de CVF ont un plus grand nombre de LT spécifiques que leurs témoins.
Cependant, lorsqu’une deuxiéeme dose de CVF est administrée, le nombre de LT
spécifiques tend a diminuer a nouveau comme il a été observé chez I'activation générale.
Ces mémes résultats ont aussi été observé en ce qui concerne le pourcentage de LT

CD8+CD62L-Tétramére+(résultats non montrés).
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Figure 26. Activation spécifique des lymphocytes T CD8 suite a I'infection par LCMV-WE.

Les souris C578I/6, QM, HC1 et J,T naives ont recu du CVF ou non 24h avant linfection par voie
intraveineuse de 200 uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 8 jours post
infection et les lymphocytes T CD8 spécifiques pour trois tétrameéres ont été analysés par cytométrie en
flux. Les résultats sont exprimés en nombre total de lymphocytes T CD8+ CD62L- tétrameres+.
Représentatif de 4 expériences.*, P<0.05; **, P<0.01.
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3.4.3 Potentiel cytotoxique des lymphocytes T CD8+ ex vivo

La fonctionnalité des LT CD8+ spécifiques au LCMV a par la suite été analysée. Pour ce
faire, nous avons premiérement analysé le potentiel cytotoxique des LT CD8+ en
quantifiant le reldichement de granzyme B qui permet d’induire I'apoptose des cellules
cibles. Les cellules ont été marquées avec des anticorps anti-CD8, anti-CD62L, anti-
CD107a (vésicules contenant les granzymes) et anti granzyme-B. Encore une fois, on
retrouve la méme tendance que pour les résultats obtenus précédemment pour la
réponse cellulaire. L’absence prolongée de complément affecte le potentiel cytotoxique
des souris ayant un répertoire diversifié en anticorps, tandis qu’une absence au début
de l'infection seulement favorise le relachement de granzyme B chez les souris ayant un
répertoire peu ou pas diversifiés (figure 27). Ces mémes résultats ont aussi été observé
en ce qui concerne le pourcentage de LT CD8+CD62L-CD106a+GranzymeB+ (résultats

non montrés).
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Figure 27. Potentiel cytotoxique des lymphocytes T CD8 par le relaichement de granzyme B suite a
I'infection par LCMV-WE.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J,T naives ont regu du CVF ou non 24h avant l'infection par voie
intraveineuse de 200 uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 8 jours post
infection et les lymphocytes T CD8 étant capables de sécréter des granzymes ont été analysé par
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en nombre total de lymphocytes T CD8+ CD107a+
Granzyme B+. Représentatif de 4 expériences.*, P<0.05; **, P<0.01.

3.4.4 Capacité des lymphocytes T CD8+ a sécréter des cytokines antivirales ex
vivo
Une autre méthode a été utilisée afin de vérifier la fonctionnalité des LT CD8+. Elle
consiste a déterminer la capacité de ces lymphocytes a sécréter des cytokines
effectrices comme L'IFN-y et le TNFa. Ces deux cytokines sont trés importantes dans

des infections virales, par exemple dans l'inhibition de la réplication virale. Les cellules
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ont été traitées afin de pouvoir faire un marquage intracellulaire et elles ont été
marquées avec des anticorps anti-CD8, anti-IFN-y et anti-TNFa. Les résultats obtenus
pour la sécrétion de cytokines antivirales abondent aussi dans le méme sens que les
résultats obtenus pour le potentiel cytotoxique. En effet, les souris C56BI/6 et QM qui
possédent une plus grande diversité dans leur répertoire en anticorps, possédent plus
de LT CD8+ aptes a sécrétés de I'IFN-y et du TNFa, et méme les deux cytokines
simultanément, en présence de complément. L’effet est encore plus probant lorsque les
souris ont regu deux doses de CVF (figure 28). Au contraire, chez les souris HC1 et J4T,
une absence du systéme du complément dans les premiers jours suivants I'infection
favorise la production de LT CD8+ sécrétant de I'lFN-y et du TNF-a ainsi que la

production de LT CD8+ plurifonctionnels qui peuvent sécréter les deux cytokines.

Bref, le systeme du complément semble jouer des réles opposés aussi dans la réponse
cellulaire. En présence d’une plus grande diversité de répertoire en anticorps naturels,
le systéme du complément est important pour obtenir une bonne réponse cellulaire.
Par contre lorsque celui-ci est absent plus t6t dans Vinfection, la réponse cellulaire est
que peu ou pas affectée. Cependant, en présence d’un répertoire en anticorps naturels
plus restreint, le systtme du complément semble nuire a I'induction de la réponse
cellulaire. Cet effet est maximal seulement si le complément est absent dans les étapes

précoces d’infection puisque la réponse cellulaire diminue & nouveau si les souris sont

décomplémentées de fagon prolongée.
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Figure 28. Production de cytokines par les lymphocytes T CD8 spécifiques au LCMV-WE.

Les souris C57BI/6, QM, HC1 et J4T naives ont recu du CVF ou non 24h avant l'infection par voie
intraveineuse de 200 uff de LCMV-WE. Les rates des différentes souris ont été récoltées 8 jours post
infection et les lymphocytes T CD8 étant capables de sécréter des cytokines antivirales ont été analysé par
cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en nombre total de lymphocytes T CD8+ TNFa+ IFNy-,
CD8+ TNFa- IFNy+ et CD8+ TNFa+ IFNy+ . Représentatif de 4 expériences.*, P<0.05; **, P<0.01.

Afin de mieux représenter les résultats obtenus, le tableau 2 présente un bref résumé
des résultats pour toutes les souches de souris lorsqu’elles sont décomplémentées et

infectées.
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Tableau 2: Résumé des résuitats obtenus lors des différentes expériences en absence du systéme du
complément.

Lors d’une décomplémentation B6/QM HC1/JHT

Aucunedifférence
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Chapitre 4

Discussion

100



4.1 Les souris C57BI/6 et QM possédent la plus grande diversité de répertoire en IgM
naturels

Plusieurs études ont permis de démontrer que les anticorps naturels,
majoritairement d’isotype IgM, sont capables de lier des motifs répétés comme les
sucres, les acides nucléiques et phospholipides qui sont partagées par plusieurs
pathogénes (Hardy et al.,, 1994b). Les anticorps naturels sont, en autre, impliqués dans
I'homéostasie (Boes, 2000), la surveillance des cellules tumorales (Schwartz-Albiez et al.,
2008) ainsi que dans la réponse contre les pathogénes dont le VIH, le VSV et le virus de
I'Influenza (Baumgarth et al., 2000, Ochsenbein et al., 1999a, Planque et al., 2007). Les
anticorps naturels sont aussi trés importants dans l'activation de la voie classique du
complément. En effet, il faut une molécule d’IgM pour activer le complément et lyser un
globule rouge, tandis qu’il faudra 1000 molécules d’IgG pour obtenir le méme résultat

(Cooper et al., 1985).

Afin de déterminer si la diversité en IgM a un impact sur le fonctionnement du systeme
du complément, nous avons utilisé quatre souris ayant un répertoire en lymphocytes B
différents. Tout d’abord, nous avons évalué la capacité des IgM de nos différentes souris
a lier par test ELISA des virions purifiés de LCMV-WE et VSV-IND. Nous avons obtenu un
lien direct entre les dilutions de sérums et la diminution de la densité optique pour
toutes les souches de souris ayant des LB fonctionnels autant pour I'expérience avec
LCMV-WE que celles avec le VSV (figure 15). Pour les deux virus, deux groupes se
distinguent. Celui des souris C57BI/6 et QM, qui posséde la plus grande diversité de
répertoire en IgM naturels et celui des HC1 et J4T qui ont peu ou pas de diversité dans
leur répertoire. Ces résultats concordent avec ceux obtenus pour les souris C57BI/6 et
JuT dans le laboratoire du Dr Zinkernagel (Ochsenbein et al., 1999a) et ceux obtenus
antérieurement pour les quatre souches de souris dans notre laboratoire (Charpentier,

2011).
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4.2 Impact du systéeme du complément et d’un répertoire diversifié en anticorps
naturels sur I'induction de la réponse immunitaire précoce

Les anticorps naturels et le systeme du complément sont deux acteurs
importants du systéme immunitaire inné. Puisque les anticorps naturels sont
majoritairement des IgM et que ceux-ci sont trés efficaces pour activer la voie classique
du systéme du complément, nous avons voulu déterminer si la présence ou I'absence du
systéme du complément avait un impact sur l'induction d’une réponse immunitaire lors

d’infections virales chez des souris ayant des répertoires différents d’anticorps naturels.

4.2.1 L’absence du systéeme du complément n’affecte pas le recrutement des

différents virus a la rate

Les complexes immuns formés d’anticorps et de particules virales peuvent
activer le systéme du complément ce qui peut permettre la lyse de virions ou de cellules
infectées. Le systéeme du complément peut aussi favoriser le recrutement des
complexes immuns aux organes lymphoides secondaires notamment par I'attachement
du complément aux récepteurs CR2 retrouvés sur les parois (Hangartner et al., 2006b).
Un meilleur recrutement des complexes immuns aux organes lymphoides secondaires
favorise l'activation de la réponse immunitaire adaptative dans I'espoir d’éliminer
compléetement le virus. Ce phénomeéne a été observé il y a plusieurs années pour le virus
de l'Influenza. En présence de complément les complexes immuns formés d’anticorps
naturels et du virus de l'influenza sont mieux recrutés vers la rate, ce qui permet une
meilleure induction de la réponse humorale contre le virus (Oldstone, 1975). Plus
récemment, on a observé le méme effet pour Listeria monocytogenes. Chez des souris
C3 7, le recrutement des particules bactériennes vers la rate est diminué ce qui
entraine a son tour une diminution en cellules T spécifiques contre la bactérie
(Verschoor et al., 2011). Bien qu’il a été démontré que la présence d’anticorps naturels,
ainsi qu’une diversité dans ce répertoire étaient importantes pour le recrutement du
LCMV et du VSV a la rate, les résultats obtenus démontrent que le systéme du
complément ne semble pas jouer un réle dans ce processus (figure 18) (Meunier, 2007,

Ochsenbein et al., 1999a). Dans le cas de I'infection par LCMV, la diversité du répertoire
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en anticorps naturels est importante pour permettre un meilleur recrutement du virus
vers a la rate, mais aucune différence n’est observée chez les souris ayant recues du CVF
par rapport a leur témoins. Cependant, on observe que pour l'infection par VSV,
I'absence de complément semble ralentir le recrutement des particules virales dans les
premiéres heures suivant l'infection, mais déja aprés 7 heures, on ne dénote plus
aucune différence entre le nombre de particules virales recrutées a la rate chez les
souris ayant du complément ou celles ayant recues du CVF. Ces résultats ont aussi été
observés par le Dr Ochsenbein chez des souris ayant recu ou non du CVF avant
I'infection par VSV (Ochsenbein et al., 1999b). Le méme phénomeéne a aussi été observé
chez des souris MBL ayant été infectées par le virus de I'herpés simplex 2
puisqu’aucune différence n’a été obtenue au niveau des titres viraux a la rate, mais il a
été remarqué que I'absence de complément favorisait la dissémination du virus vers le
foie (Gadjeva et al, 2004). Bien que le systtme du complément ne joue pas
nécessairement un réle pour le recrutement des particules virales aux organes
lymphoides secondaires, il a été démontré qu’il pouvait étre important pour éliminer
des pathogénes de la circulation sanguine. En effet, il a été observé chez des patients
chroniquement infectés par le VHC qu’il y avait un plus grand nombre de complexes
immuns dans leur sang. Ces patients posséderaient des taux plus bas de récepteurs du
complément 1 sur leurs érythrocytes (E-CR1) (Miyaike et al., 2002). Le E-CR1 est
important dans le recrutement des complexes immuns vers le foie empéchant ainsi la

déposition des complexes immuns sur des tissus plus vulnérables (Birmingham, 1995).

4.2.2 En présence d'un répertoire peu ou pas diversifié en anticorps naturels,

I'absence de complément favorise la production d’IFN-a suite a I'infection par

LCMV et VSV

Puisque le recrutement a la rate n’était pas dépendant du systéme du
complément, nous nous sommes demandé si celui-ci jouait un rdle a un niveau différent
de la réponse immunitaire innée. Les interférons de type | sont de forts indicateurs de
I'activation du systeme inné. En effet, I'lFN-a est un acteur trés important notamment

dans la réponse antivirale contre VSV et LCMV (Fink et al., 2006, Zhou et al., 2012). De
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plus, il a déja été démontré que chez les souris ayant une architecture splénique
anormale, la réponse en interférons de type | était réduite (Louten et al., 2006). Ce
phénoméne a aussi pu étre observé chez nos souris transgéniques par rapport aux
témoins autant pour l'infection par LCMV que VSV (figures 19 et 20). Cependant,
lorsque I'on administre du CVF aux souris HC1 et J4T, celles-ci produisent des niveaux
plus élevés d’'IFN-a. Ce phénoméne n’est pas propre a une infection en particulier
puisqu’on le retrouve tant dans l'infection avec LCMV qu’avec VSV. Linduction plus
élevée d’IFN-a chez ces souris n’est pas da a I'administration de CVF puisque les souris
non infectées ayant recues ce traitement ne produisent pas d’IFN-a. Cependant, il a été
remarqué chez les patients atteints du lupus érythémateux disséminé une plus grande
production d’IFN-a et celle-ci serait reliée a une déficience au niveau de la molécule Clq
du systéme du complément (Lood et al., 2009). En effet, I'absence de C1q favoriserait
I'accumulation de complexes immuns et de déchets apoptotiques ce qui entrainerait
une augmentation dans la production d’IFN-a. Il a aussi été observé que I'ajout d’IgG
permettait d’inhiber cette surproduction d’interféron ce qui pourrait expliquer pourquoi
on observe aucune différence chez les souris C57BI/6 et QM puisque la diversité de leur

répertoire naturel permettrait de « contréler » ce phénoméne (Lood et al., 2009).

4.2.3 En présence d’un répertoire peu ou pas diversifié en anticorps naturels,

I'absence de complément favorise I'activation des cellules dendritiques splénique

et la présentation de I'antigéne aux lymphocytes T CD8+ spécifiques
Comme il a été mentionné plus tot, I'IFN-a est capable de réguler les cellules
dendritiques. Nous avons donc voulu déterminer si les effets observés au niveau de la
production d’IFN-a chez nos souris décomplémentées se transposaient, dans un premier
temps, aussi sur |'activation des cellules dendritiques. Nous avons donc analysé le
niveau d’expression du marqueur CD86 chez les DCs des différents groupes de souris.
Premiérement, nous avons observé que la diversité du répertoire en anticorps naturels
était importante pour l'activation des DCs suite a l'infection par LCMV (figure 21). On
remarque que les cellules dendritiques des souris C57BI/6 et QM sont plus activées que

les DCs des souris HC1 et J4T. Cependant, I'activation des DCs est augmentée lorsque les
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souris HC1 et JyT sont traitées avec le CVF avant l'infection par LCMV contrairement aux
souris C57BI/6 et QM ce qui concorde avec les résultats obtenus précédemment pour la
production en IFN-a (figure 19). Ces résultats peuvent paraitre surprenants a prime
abord puisque les cellules dendritiques possedent plusieurs récepteurs du complément
favorisant la phagocytose des pathogénes opsonisés et ainsi la présentation des
antigénes au systéme immunitaire adaptatif. C'est le cas observé lors d’une infection
par le VIH, puisque lorsque le virus est opsonisé par des molécules du complément,
celui-ci est mieux présenté aux CTLs (Banki et al., 2010). Nous avons donc voulu vérifier,
en deuxiéme lieu, s’il y avait une différence chez nos groupes de souris dans la
présentation antigénique. Pour ce faire, nous avons purifié les DCs des différentes souris
infectées avec LCMV et les avons mis en coculture avec des lymphocytes T CD8+ purifiés
de souris P14 qui possedent des LT CD8+ spécifiques au LCMV. On remarque que les
résultats sont similaires a ceux obtenus pour la production en IFN-a et I'activation des
cellules dendritiques suite a linfection par LCMV (figure 22). Les souris C57Bl/6
demeurent celles qui ont le plus grand pourcentage de prolifération, suivi des souris QM
et finalement les souris HC1 et J4T, ce qui concorde aussi avec les résultats obtenus
précédemment dans le laboratoire (Charpentier, 2011). Encore une fois, lorsque du CVF
est administré a ces différents groupes de souris afin de les décomplémenter, on ne
remarque aucune différence significative chez les souris C57BI/6 et QM, mais une
augmentation de la prolifération des LT CD8+ par les DCs des souris HC1 et J4T qui ne
proliféraient pas ou peu en absence de CVF. Nous concluons donc que ces souris
produisent plus d’IFN-a suite a l'infection, ce qui activerait davantage leurs cellules

dendritiques, favorisant la présentation par celles-ci des antigénes viraux aux LT CD8+.

Il a déja été observé que des complexes immuns formés d’IgM et de complément
favorisaient la localisation dans la zone marginale de la rate suivi d’'une déposition sur
les cellules dendritiques folliculaires favorisant ainsi I'activation de la réponse
immunitaire adaptative (Ferguson et al., 2004, Link et al., 2012). Le dépdt de ces
complexes sur les FDCs serait aussi impliqué dans la formation des centres germinatifs

(Tarlinton, 1998). Les récepteurs du complément CR1 et CR2 seraient aussi importants
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pour la localisation des antigéenes aux FDCs puisqu’on observe aucune colocalisation
chez des souris CR1” ou CR2”. Pour les complexes immuns ne contenant pas de
complément, ils seraient davantage retenus dans la zone marginale et pris en charge par
les macrophages de la zone marginale, tandis que ceux formés uniquement de
compléments et de pathogenes, se retrouvent tout de méme dans la zone marginale et
déposée sur les FDCs, mais en plus petite proportion réduisant ainsi la formation des
centres germinatifs (Ferguson et al., 2004). Puisque les souris HC1 et J4T possédent une
architecture splénique affectée par rapport a celle des souris C57BI/6 et QM, il se
pourrait que la localisation des complexes immuns dans la rate soit différente entre ces
différents groupes de souris. L'absence de complément pourrait ainsi permettre a ces
souris de relocaliser leur complexes immuns de fagon a bien stimuler la réponse

immunitaire adaptative.

Une autre hypothése pourrait expliquer le phénoméne observé. En présence de
globules rouges de moutons, le systeme du complément compris dans le sérum des
souris HC1 et JyT a un potentiel de lyse beaucoup plus élevé (30 a 60%) que le systéme
du complément des souris C57BI/6 et QM (environ 10%) (résultats non montrés). Ceci
pourrait étre di au fait que les souris HC1 et J4T possédent une diversité de répertoire
en anticorps naturels beaucoup plus restreinte que les deux autres souris, ce qui
permettrait a leur systeme du complément de « compenser » le manque d’anticorps,
puisque, par définition, le systeme du complément sert a « complémenter » les
anticorps. Il a déja été observé que le LCMV pouvait étre lysé par le systéme du
complément donc, les particules virales pourraient étre lysées plus facilement par le
systéeme du complément de ces souris, ce qui diminuerait la présence d’antigénes viraux

a étre présentés (R. M. Welsh, Jr. et al., 1976).

4.3 Roles opposés pour le systéme du complément dans Finduction de la réponse
humorale et cellulaire

Puisque I'absence de complément a un impact sur la réponse immunitaire innée chez

certains groupes de souris, nous avons voulu déterminer si la réponse immunitaire
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adaptative était aussi affectée. Afin d’analyser I'effet d'une décomplémentation sur la
réponse humorale, le modéle viral du VSV a été utilisé alors que pour la réponse

cellulaire, le modéle viral utilisé a plutét été le LCMV.

4.3.1 L'absence du systéme du complément chez les souris C57BI/6 et QM

diminue leur capacité a produire des anticorps neutralisants contre VSV, mais

protége les souris HC1 et J4T contre l'infection par VSV
Il a déja été démontré qu’un répertoire diversifié en anticorps naturels était important
pour obtenir de bons titres en anticorps neutralisants contre VSV (Cote, 2006, Lopez-
Macias et al., 1999). Les souris C57BI/6 ont des hauts titres en anticorps neutralisants,
tandis que les souris QM et HC1 ont un ralentissement dans I'apparition de leur
anticorps neutralisants contre VSV, tant pour le nombre d’lg total que pour les IgG
neutralisants. Quant a elles, les souris JyT ne peuvent pas produire d’anticorps. En
absence de complément, les titres neutralisants contre VSV diminuent faiblement chez
les souris C57BI/6 et QM (figure 23). Ceci n’est pas surprenant puisque le systéme du
complément est impliqué dans I'activation de la réponse humorale par I'interaction des
pathogénes enveloppés de C3d et du CR2 retrouvés dans le complexe du BCR (Carroll et
al., 2012). Cependant, d’autres études ont démontré une diminution dix fois plus grande
en anticorps neutralisants contre VSV chez des souris c3” que ceux obtenus lors de ce
projet (Ochsenbein et al., 1999b). Par contre, les souris C37 ont une morphologie
anormale ainsi que des nombres diminués en centres germinatifs et ont une réponse
humorale affectée pour un bon nombre de pathogenes di a limportance du
complément dans la régulation des cellules B (Carroll et al., 2012, Fischer et al., 1996,
Nakayama et al., 2009, Wessels et al., 1995). Ceci pourrait expliquer les différences
entre les résultats obtenus. De plus, lors de notre étude, les souris ont été
décomplémentées seulement avant l'infection par VSV et aucune dose supplémentaire
n’a été administrée. L'effet prolongé d’'une décomplémentation aurait probablement eu
un impact plus important sur la production en anticorps neutralisants contre VSV. Aussi,
dans cette étude d’Ochsenbein, une haute dose de VSV cause la mortalité de toutes ou

la majorité des souris €37, tandis que nous n’avons pas observé de mortalité dans ce
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groupe de souris (figure 24) (Ochsenbein et al., 1999b). Encore une fois, les c3” ont un
systéeme immunitaire affecté et ne résistent pas facilement a des infections virales. Par
contre, une décomplémentation prolongée de nos souris aurait possiblement augmenté
le taux de mortalité chez celles-ci. Bref, I'absence de complément chez les souris
C578Bl/6 et QM diminue la production en anticorps neutralisants totaux et en IgG
neutralisants contre VSV, mais aucune différence n’est observée pour le taux de
mortalité signifiant que le virus est tout de méme bien contrélé par la réponse
immunitaire puisqu’aucun virus n’est retrouvé au cerveau (résultat non montré). Le
systéme du complément est donc aussi important dans les étapes précoces d’infection

par VSV pour obtenir une bonne réponse en anticorps neutralisants.

Par contre, ce phénomeéne n’est pas observé chez les souris HC1 et J,T. Le virus de la
stomatite vésiculaire est un virus qui est trés bien contrélé par la réponse en interféron
de type | (Janelle et al., 2013, Lichty et al., 2004). L'IFN de type | produit permettrait un
meilleur contréle du virus chez les souris HC1 et J4T et un taux de mortalité beaucoup
plus faible que les souris contréles (figure 24). Bref, 'absence de complément chez ces
souris favorise la production en IFN-a, I'activation des cellules dendritiques et la
présentation antigénique, mais aussi la réponse en anticorps neutralisants contre VSV

pour les souris HC1 et protege méme les souris lors de cette infection.

4.3.2 Roles opposés pour le systeme du complément selon la diversité du

répertoire en anticorps naturels pour I'activation, la spécificité ainsi que la

fonctionnalité des LT CD8+ suite a I'infection par LCMV
Il a été démontré dans notre laboratoire qu’un répertoire diversifié en anticorps naturel
était important pour une réponse cellulaire efficace lors d’une infection par LCMV
(Charpentier, 2011). Nous avons donc voulu déterminer I'importance du complément
sur la réponse cellulaire lors d’'une infection par LCMV chez des souris ayant des
répertoires diversifiés en anticorps naturel. Plusieurs études ont permis de démontrer
que la composante C3 du complément était importante lors d’infections virales. En effet,
lors d’une infection par le virus de I'influenza chez des souris C37", la migration des

cellules immunitaires vers les poumons est moins efficace, la réponse cellulaire est
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diminuée et le virus est ainsi moins bien contrélé par le systéme immunitaire (Kopf et al.,
2002). Le C3 est aussi requis pour l'obtention d’'une réponse optimale en LT CD8+
spécifiques au LCMV (Suresh et al., 2003). Chez des souris ayant des répertoires en
anticorps naturels diversifiés (C57BI/6 et QM), on observe qu'une simple
décomplémentation dans les 3 premiers jours d’infection par LCMV n’influence pas
I'activation des LT CD8+ (figure 25). La spécificité de ces lymphocytes n’est pas affectée
non plus (figure 26). Puisque qu’on n‘observe aucune différence dans I'activation et la
spécificité, nous nous sommes demandé si I'absence de complément affectait plutét la
fonctionnalité de ces cellules, notamment par le relaichement de cytokines antivirales
comme le TNF-a et I'l[FN-y et/ou par le relichement de granzyme B. Encore une fois,
une simple dose de CVF administrée 1 jour avant l'infection par LCMV n’influence pas la
fonctionnalité des lymphocytes T. Effectivement, la capacité de ces cellules a sécréter de
FIFN-y ou du TNF-a ou par la sécrétion de ces deux cytokines simultanément et le
relachement de granzyme B ne sont pas diminués en absence du systeme du
complément chez les souris C57BI/6 et QM (figures 27 et 28). Cependant, lorsqu’une
deuxiéme dose de CVF est administrée pour assurer une décomplémentation sur 6 jours,
on remarque que l'activation, la spécificité ainsi que la fonctionnalité des LT CD8+ sont
diminuées (Figures 25 a 28). Ceci correle davantage avec les résultats obtenus par des
études antérieures (Kopf et al., 2002, Suresh et al., 2003). Ces résultats suggérent que
I'absence du systéeme du complément dans les étapes précoces d’infections virales
n‘influence pas la réponse immunitaire cellulaire. Cependant, celui-ci aurait
possiblement un impact dans les étapes plus tardives d’infections virales, suggérant un

role dans la régulation des cellules T.

Par contre, pour les souris ayant un répertoire peu ou pas diversifié (HC1 et J4T), nous
obtenons des résultats trés différents. En effet, contrairement aux souris C57BI/6 et QM,
lorsque I'on administre une simple dose aux souris HC1 et J4T, |'activation des LT CD8+
est augmentée significativement(figure 25). On observe aussi le méme phénoméne pour
la spécificité de ces cellules ainsi que leur capacité a sécréter des cytokines antivirales et

le relaichement de granzyme B (figures 26 a 28). Ces résultats corrélent avec ceux
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obtenus pour linduction de la réponse immunitaire précoce, notamment par la
production d’IFN-a, lactivation des cellules dendritiques et la présentation des
antigénes viraux aux lymphocytes T CD8+. Chez ces souris, le systéme du complément
semble interférer avec la réponse précoce. Cependant, lorsqu’une seconde dose de CVF
est administrée a ces souris, ce phénoméne est renversé. Effectivement, une
décomplémentation sur une plus longue période tend a diminuer I'activation, la

spécificité ainsi que la fonctionnalité des LT CD8+ (figures 25 a 28).

Bref, en présence d’un répertoire peu ou pas diversifié, le systtme du complément
semble interférer avec la réponse immunitaire précoce, mais il semble important dans la
régulation de la réponse cellulaire. Les mémes résultats sont aussi observés chez les LT
CD4+ (résultats non montrés). Certaines études proposent qu’une absence de
complément sur une longue période diminue la réponse Tyl et favorise la réponse T2
et Ty17, ce qui pourrait expliquer le phénomeéne observé lors d’une décomplémentation

prolongée chez nos souris (Kemper et al., 2007, Peng et al., 2008, Sacks, 2010).
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Chapitre 5

Conclusion et Perspectives
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Le systéeme du complément peut étre activé par trois principales voies, soit la
voie alternative, la voie classique et la voie des lectines. Puisque ce sont les IgM qui sont
les meilleurs activateurs de la voie classique du complément, nous nous sommes
penchés sur le réle du systeme du complément dans le contexte de différents
répertoires en IgM naturels lors d’infections virales. Les résultats obtenus lors de ce
projet suggerent des roles opposés pour le systéme du complément dépendamment de
la diversité du répertoire en anticorps naturels. Un résumé schématique des résultats

obtenus est présenté a la figure 29.

JHTCVF
(HC1 CVF)

\'\,
| AcNat Complémentd LCMV® IFNa® Anti-LCMV CD8+ @ cellules infectées@ Cytokines ® @ I

Figure 29. Résumé schématique des résultats obtenus lors de l'infection par LCMV.

Les différentes souris sont séparées en deux groupes, le groupe C57BI/6 et QM, et le groupe HC1 et J,T. Lors de
I'infection par LCMV, I'absence de complément n’affecte pas le recrutement des particules de LCMV vers la rate.
Cependant, les souris HC1 CVF et J4T CVF produisent plus d’IFN-a que leur contrdle ce qui entrainent une
meilleure activation de leurs cellules dendritiques menant a une meilleure présentation antigénique. Ceci
permet donc d’augmenter la réponse cellulaire, notamment par I'augmentation de I'activation des LT CD8+,
une meilleure spécificité de leur LT CD8+ ainsi qu’une meilleure capacité de ces cellules a sécréter des cytokines
antivirales. Pour les souris C57BI/6 et QM, seulement une décomplémentation prolongée aura pour effet de
diminuer la réponse cellulaire anti-LCMV.
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Mis en commun, nos résultats suggerent que le systéme du complément peut interférer
avec la réponse immunitaire innée en présence de peu ou pas d’anticorps naturels,
tandis que son absence n’est pas remarquée en présence d’un plus grand répertoire
d’anticorps naturels. Cependant, le systéme du complément semble jouer un réle de
régulation sur les lymphocytes T, puisqu’une décomplémentation prolongée diminue la
réponse cellulaire chez les deux groupes de souris. Afin d’évaluer si le systéme du
complément régule directement la réponse cellulaire ou que cette diminution est di a
I'addition d’'une décomplémentation précoce et prolongée, des expérimentations avec

une décomplémentation uniquement 3 jours suivant I'infection serait nécessaire.

Les résultats obtenus pour les souris HC1 CVF et JyT CVF demeurent trés étonnants. Ces
souris dépourvues d’anticorps et de systeme du complément, réussissent a obtenir une
meilleure réponse immunitaire, tant lors de [Iinfection par LCMV que VSV,
comparativement a leur témoin. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour
expliquer ce phénomene. Premiérement, il a déja été démontré lors d’une infection par
LCMV que les souris ayant des architectures spléniques anormales, ne parvenaient pas a
produire les mémes niveaux d’IFN-a que les souris ayant des architectures spléniques
normales (Louten et al., 2006). Puisque les souris HC1 CVF et JyT CVF réussissent a
produire des niveaux plus élevés d’IFN-a qui atteignent méme des niveaux semblables a
ceux des souris C57BI/6 et QM, on pourrait croire que le virus est reconnu différemment
dans cette situation. Le recrutement a la rate n’étant pas affecté, le transport des
antigénes viraux a travers la rate pourrait étre différent chez les souris HC1 CVF et JyT
CVF. En effet, il a déja été démontré que certains antigénes, en absence de complément,
tendaient a rester dans la zone marginale et étaient pris en charge par les macrophages
de la zone marginale (Ferguson et al., 2004). |l serait donc important de regarder le
transport des antigénes viraux chez ces souris. Deuxiémement, les souris HC1 et JyT
décomplémentées possédent des cellules dendritiques beaucoup plus activées. Le virus

de la chorioméningite lymphocytaire est reconnu pour infecter plusieurs cellules, dont
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les cellules dendritiques (Sevilla et al., 2003). Dans le cas de ces souris, il serait
important de vérifier si les cellules dendritiques des souris HC1 CVF et J4T sont moins
infectées que celles des souris HC1 et J4T, ce qui pourrait expliquer la meilleure
activation de celles-ci ainsi que I'augmentation de la production d’IFN-a et
I'augmentation de la réponse cellulaire (Cervantes-Barragan et al., 2012, Lang et al.,
2012). Troisiemement, de récentes études ont permis d’observer que le systéme du
complément jouait un réle de régulation négative sur les cellules NK (K.; Peng Li, Q.;
Wang, N.; Li, Z.; Sacks, S.; Zhou, W., 2012). En effet, la liaison du iC3b du systeme du
complément avec le récepteur CR3, que l'on retrouve sur les cellules NK, régule
négativement leurs fonctions effectrices. Chez des souris CD11b7" qui ne possedent pas
le récepteur CR3, les NK sont plus activées et ont une meilleure capacité a sécréter de
IIFNy. Il a aussi été observé que chez les patients infectés chroniqguement par le VHC, les
récepteurs d'inhibition CD94/NKG2A étaient augmentés sur les cellules NK (Takehara et
al., 2005). Il serait donc important de vérifier les taux d’activation des cellules NK chez
les souris HC1 et JyT ayant regues ou non du CVF. Quatriemement, la microstructure de
la rate des différentes souches de souris pourrait étre différente di aux différentes
modifications génétiques effectuées chez ces souris. D’ailleurs il a déja été démontré
que les souris ayant une structure splénique anormale avait plus de difficulté a produire
de l'interféron alpha lors d’une infection virale (Louten et al., 2006). Les souris C3 ' ont
aussi une architecture splénique anormale puisque la molécule C3 est importante dans
I'activation des cellules B (Fischer et al., 1996). Aussi, il a été observé que les souris QM
avaient plus de 50% de leur cellules B qui possédaient le méme phénotype que les
cellules B de la zone marginale. Puisque tout ceci pourrait influencer les résultats, il
serait donc important d’investiguer plus loin I'architecture splénique des différents

groupes de souris.

Finalement, il serait intéressant de reprendre ces expériences avec le LCMV-CI13
puisque celui-ci permet d’établir la chronicité chez la souris et ainsi voir si les mémes

phénoménes sont observés chez ce modele d’infection. Ces expériences pourraient
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permettre de mieux comprendre les mécanismes immunitaires impliqués dans la

persistance de certains virus, notamment pour le virus de I'hépatite C chez I’lhumain.
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