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Résumé

Les infections virales persistantes sont un réel probléme de santé publique. A I'échelle
mondiale, les seuls virus du SIDA et des hépatites B et C représentent plus de 500
millions de cas. Une des particularités de ces infections est de présenter, contrairement
aux infections aigues, une apparition tardive des anticorps neutralisants (AcN)
normalement présents pour empécher la dissémination des particules virales dans tout
I'organisme. Le but de ce projet de maitrise est d’étudier les mécanismes impliqués dans
cette réponse humorale tardive suite a une infection par un virus murin modéle des

infections humaines persistantes : le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV).
Deux hypothéses ont été privilégiées dans ce projet :

- Linterleukine 10 (IL-10) est fortement produite durant les
infections persistantes et inhibe la réponse cellulaire, elle pourrait
aussi avoir un effet identique sur la réponse humorale.

- LCMV provoquerait un défaut de la maturation d’affinité,

entrainant ainsi un retard dans I'apparition des AcN.

La premiére hypothése est basée sur I'analyse de la production d’AcN dans le cadre
d’une infection en I'absence d’IL-10. Des souris IL-10 KO et C57BL/6 ont été infectées
avec LCMV Clone 13 (persistant) ou Armstrong (non persistant) et 'apparition des AcN
contre le virus ou la persistance virale ont été observées. Les résultats ont permis
d’arriver a la conclusion que I'lL-10 n’est pas impliquée dans la production tardive des

AcN dans le cadre d’une infection par LCMV.

La seconde hypothese repose sur une analyse parallele de I'affinité des anticorps (Ac)
contre un antigene non lié dans le cadre d’infections a deux virus : LCMV et le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV), qui entraine une infection aigue. Des souris ont été infectées

avec I'un ou l'autre des virus puis immunisées quelques jours aprés infection par une



injection de nitrophenyl (NP). La réponse humorale montée contre le NP a ensuite été
analysée a différents moments post-immunisation par prélévement de sang sur lequel a
été pratiqué un test ELISA contre le NP. Ces études ont démontré un délai de la réponse
IgM et IgG contre le NP chez les animaux infectés avec LCMV contrairement aux
animaux infectés avec VSV ou non-infectés. Cependant, I'affinité des dits-Ac n’était pas

affectée par la nature de I'infection.

Dans leur ensemble, les résultats obtenus ne démontrent pas une influence de I'lL-10
sur la cinétique et la vigueur de la réponse humorale, mais confirment les spéculations
que LCMV module la réponse humorale globale et non pas seulement celle dirigée
spécifiquement contre lui-méme. Ces résultats ouvrent la porte a la compréhension des
mécanismes de persistance des virus humains et murins. Une investigation plus poussée
a propos des mécanismes impliqués dans cette apparition tardive globale des Ac et lors
d’infections par d’autres virus persistants permettrait de dresser un portrait plus

complet du processus menant au retard de la réponse humorale.

Matthieu Daugan Alain Lamarre
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Introduction

Les infections virales persistantes constituent un réel probleme de santé publique a
I’échelle planétaire: le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et des hépatites B
(VHB) et C (VHC) représentent a eux seuls 500 millions de cas a travers le monde et leur
nombre augmente tous les jours. Ces infections sont le résultat d’une coévolution entre
le virus et son organisme hdéte, le virus ajustant sa pathogénicité et sa réplication afin
d’éviter de tuer son hote ou d’étre éliminé par ce dernier. Au cours de cette évolution,
de nombreux mécanismes ont été mis en place par le virus pour retarder la réponse des
différentes composantes du systéme immunitaire, a savoir les réponses cellulaires et
humorales. Une des principales caractéristiques des infections persistantes réside dans
I'apparition faible et tardive des anticorps neutralisants (AcN). Au contraire, cette
apparition est rapide dans le cas d’'une infection aiglie (poliovirus, virus influenza, virus
de la stomatite vésiculaire (VSV)) et joue un réle trés important dans leur contréle par le

systéme immunitaire.

Bien que leur réle ne soit pas parfaitement caractérisé, les AcN sont au centre de la lutte
contre les infections car c’est sur le déclenchement de leur production que repose le
mécanisme de la majorité des vaccins disponibles a I'heure actuelle. Une meilleure
compréhension des mécanismes responsables de I'apparition tardive de ces anticorps
(Ac) dans le cadre des infections persistantes permettrait éventuellement de définir de
nouvelles pistes de développement de vaccins pour s’en protéger. L'objet de mon projet
de recherche est justement d’essayer de mieux comprendre les raisons de cette
apparition tardive avec principalement deux avenues de travail : une premiére est plutét
axée sur un possible détournement de cytokines immunomodulatrices par le virus, alors

que l'autre se focalise sur un éventuel défaut dans la maturation d’affinité des Ac.

Concernant la premiére hypothése, la synchronisation de la réponse immunitaire dans
les différentes parties du corps est assurée par la communication au travers de
molécules informatrices : les cytokines. Ces molécules ont des rdles trés variés mais

1



peuvent sommairement étre séparées en cytokines immunostimulatrices et cytokines
immunosuppressives. Dans ce second groupe se trouve l'interleukine 10 (IL-10), cytokine
connue principalement pour ses propriétés anti-inflammatoires et produite de maniére
a réguler a la baisse la réponse immunitaire lors d’une infection. Il a été démontré que
lors des infections persistantes comme par le VIH (30, 130), VHC (73, 183) ou le LCMV
(48), la quantité d’IL-10 était fortement augmentée par rapport a la quantité produite
lors d’une infection aiglie classique. Le virus de la chorioméningite lymphocytaire
(LCMV) est un modele murin d’infection persistante étudié depuis plusieurs décennies
pour comprendre les mécanismes de persistance. Dans une étude précédente, cette
augmentation de la production d’IL-10 était associée avec une diminution de la réponse
des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et auxiliaires (16). Les lymphocytes T CD4" étant
impliqués dans certaines étapes du processus de production des Ac, nous nous sommes
demandé si I'influence directe de I'lL-10 sur les cellules T n’impliquerait pas aussi une
influence directe ou indirecte sur la composante humorale du systéme immunitaire.
Dans ce but, la production d’AcN spécifiques au virus a été comparée dans des souris
sauvages (C57BL/6) et des souris incapables de produire I'IL-10 (IL-10KO). Les souris ont
été infectées avec différentes souches de LCMV et des échantillons de sérums ont été
prélevés a différents temps post-infection. La quantité d’AcN présents dans ces
échantillons a été déterminée par test de neutralisation. Les résultats des différentes
expériences ont démontré que les souris IL-10KO ne produisaient pas plus rapidement
d’AcN et donc qu’il semblerait que I'lL-10 n’ai pas d’influence directe ou indirecte sur la

production de ces Ac.

Dans le cas de la seconde hypothése, les travaux étaient plus consacrés a la production
des Ac en générale et non seulement a celle des AcN. La production d’Ac spécifiques a
un antigéne est basée sur une augmentation progressive d’affinité des Ac pour cet
antigéne au travers d’un processus central de la réponse humorale appelé la maturation
d’affinité. Il s’agissait donc de démontrer I'implication d’un mauvais fonctionnement de
la maturation d’affinité dans I'apparition tardive des AcN, qui sont généralement de

haute affinité pour leur antigéne. Etant donné que la maturation d’affinité est impliquée



dans la production de tous les Ac de haute affinité, une telle modification impliquerait
non seulement un retard de production des Ac contre le virus mais aussi contre tous les
antigénes présents dans l'organisme au moment de linfection. Pour étudier cette
question, la réponse humorale dirigée contre un antigéne donné, le nitrophenyl (NP), a
été analysée dans le contexte immunitaire de deux infections : des souris infectées avec
un virus persistant (LCMV), un virus aigu (VSV) ou non infectées. VSV est un modéle
d’infection aiglie étudié depuis de nombreuses années qui est éliminé principalement
par le biais d'une forte réponse neutralisante. Pour cette étude, des souris on été
infectées (ou non) avec un des deux virus suivi par une injection de NP (immunisation) a
différents temps post-infection pour provoquer une réponse immunitaire anti-NP. Des
prélevements de sérums a différents temps post- immunisation sur lesquels ont été
effectués des tests ELISA ont permis d’observer I'apparition des Ac contre le NP dans les
différents protocoles d’infection. Les résultats des tests ELISA ont démontré un trés fort
retard d’apparition des Ac anti-NP dans le cas du groupe de souris infectées avec LCMV
par rapport aux groupes infectés avec VSV ou non-infectés. Ce constat fait ressortir une
modification dans le processus de formation des Ac dans le cas d’une infection par LCMV
et pourrait étre extrapolé aux autres infections persistantes puisqu’on y observe aussi
un retard d’apparition des AcN. L'expérience a été réalisée dans différentes conditions,
permettant de discriminer les Ac de haute affinité de I'ensemble des Ac spécifiques au
NP. Le taux d’Ac de haute affinité parmi I'ensemble n’étant pas réellement différent
dans les trois groupes, il semblerait donc que la modification du processus de

production des Ac ne se situe pas a |'étape de la maturation d’affinité.

L’ensemble des ces résultats tend a montrer que le retard d’apparition des AcN dans le
cadre d’une infection par LCMV n’est pas attribuable a une influence de I'lL-10 mais gu’il
semble y avoir un disfonctionnement dans le processus de production des AcN en lui-
méme et que ce disfonctionnement ne soit pas situé au niveau de la maturation
d’affinité. Il serait intéressant d’essayer de déterminer le(s) mécanisme(s) responsable(s)
du disfonctionnement et de voir si ces résultats peuvent étre extrapolés a d’autres

infections persistantes présentant une production tardive similaire.
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1 Les infections humaines persistantes

1.1 Le virus de I'immunodéficience humaine (VIH)

1.1.1 Généralités

Le VIH est un virus a ARN de la famille des Retroviridae et du genre lentivirus. I

comprend deux sérotypes principaux : le VIH-1 et le VIH-2 (29, 62).

i
Prévalence du VIH (%) ‘I
I 15,0% - 28,0%

5,0% - <15,0%
1,0% - <5,0%
0,5% - <1,0%
0,1% ~ <0,5%
<0,1%

Aucunes donnaes
disponibles

Figure 1 Répartition des cas de VIH a travers le monde (tirée de UNAIDS 2010). C’est
dans les pays d’Afrique qu’on retrouve le plus grand nombre de cas d’individus infectés
par le VIH.

A la fin de 'année 2008, 33,4 millions de personnes, dont 2,1 millions d’enfants, vivaient
avec le VIH a travers le monde. De plus, 2,7 millions de personnes devenaient
nouvellement infectées au cours de cette année et 2 millions allaient mourir du SIDA
(UNAIDS, 2009). La plupart des cas d’infection au VIH se situent dans les pays en voie de

développement du fait de I'absence ou du manque de politique de lutte efficace contre
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le virus (figure 1). Bien que ces chiffres soient en relative stagnation depuis quelques
années (figure 2), ils démontrent bien 'importance de I'enjeu de santé que représente le

VIH.

Nombre de personnes Monde % prévalence
vivant avec le VIH (millions) VIH adulte (15-49)
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Figure 2 Etat de I'épidémie de VIH i travers le monde de 1990 a 2007 (tirée de UNAIDS
2010). Le nombre de personnes infectées est représenté en noir et la prévalence en
rouge

Depuis la découverte du virus en 1983 (10), d’énormes progrés ont été réalisés dans le
développement de médicaments antirétroviraux (ARV) et dans leur accessibilité pour les
individus séropositifs. Cependant, I'ensemble des moyens développés pour éviter tous
les types de transmissions (sexuelle, par contact sanguin, mére-enfant) conjugué au
développement des ARVs n’est pas suffisant pour enrayer la propagation de la maladie
ou soigner les patients. Ce constat démontre bien I'importance de la tache que constitue
une meilleure compréhension de la pathogénése du virus afin de trouver un traitement

efficace et un vaccin.



1.1.2 Réponse immunitaire antivirale

Le VIH déclenche des réponses humorales et cellulaires spécifiques chez la plupart des
individus infectés. Cependant, la progression de linfection vers le stade de
I'immunodéficience humaine acquise (SIDA) chez un nombre élevé de patients indique
gue ces réponses ne conférent pas la protection nécessaire pour contrdler le virus de

maniére permanente.

L'immunité cellulaire est le premier mécanisme de contréle de la réplication du VIH (31,
32). En effet, des réponses des lymphocytes T auxiliaires CD4* et des CTL CD8'
spécifiques au VIH ont été observées chez les patients infectés bien avant apparition des

premiers anticorps (86).

Chez les individus infectés par le VIH, les cytokines peuvent affecter la progression de
I'infection vers le SIDA en modulant la réplication virale au niveau des cellules cibles
(116, 161). Les individus asymptomatiques présentent principalement une réponse Thl
alors que les patients symptomatigues montent plutdt une réponse Th2 (31, 33), ce qui
confirme l'importance d’une réponse cellulaire efficace pour le contréle de la réplication

du virus.

Bien que la réponse des lymphocytes T CD4" soit diminuée par un tropisme préférentiel
du virus pour ce type cellulaire, les individus infectés montent une forte réponse CTL
CD8" (108). Le pic de la réponse CTL coincide avec la chute drastique de la virémie et ce

bien avant |'apparition des premiers AcN (86).

La réponse humorale est plus ou moins rapide suivant les individus, variant de quelques
jours (35, 57) a plusieurs mois (56, 75, 173). Bien que les premiers AcN apparaissent
environ 3 semaines aprés infection, la réelle réponse contre I'enveloppe virale ne se
développe vraiment que plusieurs mois aprés l'infection (117, 176). Cette propriété de

I'infection par le VIH est cohérente avec des analyses structurales récentes sur le VIH-1



qui démontrent que dans ses protéines d’enveloppe, de nombreux épitopes

neutralisants sont cachés du systéme immunitaires (155).

Malheureusement, les mécanismes d’échappement viraux assurent une réplication
virale élevée malgré la présence de ces AcN (42). Ces faibles titres d’AcN favorisent la
sélection de mutants résistants, le résultat étant qu’un sérum prélevé & un moment
précis de l'infection par le VIH contient seulement des AcN spécifiques de virus
autologues présents plusieurs mois avant dans I'organisme, épargnant le virus présent a

ce méme moment dans le sang, ce dernier ayant muté.

1.2 Le virus de ’hépatite C (VHC)

1.2.1 Généralités

Dans le courant des années 70, il a été remarqué que des individus étaient affligés
d’hépatites n’étant causées ni par le virus de I'hépatite A, ni celui de I'hépatite B. Cette
pathologie était alors définie comme étant « non-A, non-B » (50). Le VHC, finalement
découvert en 1989 (28), est une des causes les plus répandues de maladies du foie a
travers le monde. En 2009, le chiffre de 170 millions de personnes estimées porteuses
chroniques du virus (6) démontre bien I'enjeu de santé publique que représente cette
maladie. De plus, on estime que 3 a 4 millions de personnes de plus sont infectées
chaque année (7). Parmi les individus infectés par HCV, environ 80% restent infectés de
maniére chronique, 10-20% développent une cirrhose et 1-5% sont atteints d’un cancer
du foie au bout de quelques années (177). Il est intéressant de noter que HCV et la

premiére cause de transplantation du foie au Etats-Unis (61).

Ce virus a ARN de 9,7kb de polarité positive enveloppé fait partie de la famille des

Flaviviridae et du genre hepacivirus (146). Il en existe 6 génotypes et plus de 100 sous-



types (164) qui peuvent principalement infecter leurs hotes par voie parentérale, mais
aussi suite a une transmission meére-enfant durant la grossesse (168). Cette infection

peut étre aiglie mais reste malheureusement persistante dans la majorité des cas (5).

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, la période d’incubation avant apparition des
premiers symptomes cliniques est de 15 a 150 jours, bien que [linfection soit
asymptomatique dans 60-70% des cas. Cette absence fréquente de symptdmes rend son
diagnostique précoce particulierement difficile. Il n’existe aucun vaccin contre une
infection par le VHC. Les traitements actuels sont chers, durent plusieurs mois et
entrainent des effets secondaires sévéres chez les patients (43). De plus, leur efficacité
n’est pas garantie car elle dépend du génotype du virus. Des drogues qui interférent de
facon spécifique avec la réplication ou la traduction virale ne sont pas encore
disponibles mais constituent des candidats prometteurs en cours d’études cliniques

(105).

Parce gu’un vaccin contre l'infection par VHC n’existe pas encore et que les traitements
ne sont pas efficaces pour éliminer le virus, il est crucial de comprendre la réponse
immunitaire développée durant une infection ainsi que les stratégies d’évasion et

d’infection de ce virus.

1.2.2 Réponse immunitaire au virus

HCV peut infecter les monocytes et lymphocytes (93) mais a un tropisme trés fort pour
les hépatocytes, dans le cytoplasme desquels il se réplique de maniére non-lytique
(170). Les mécanismes qui déterminent le devenir d’'une infection par le VHC restent
encore aujourd’hui mal connus. Il est cependant largement accepté que la composante
cellulaire du systéeme immunitaire joue un réle prédominant dans le contréle ou non de
I'infection de méme que les mécanismes d’échappement du virus sont au centre de sa
persistance. Les réponses immunitaires adaptatives contre le VHC sont la plupart du
temps élaborées en au moins un mois pour la réponse cellulaire et deux mois pour la
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réponse humorale, ce qui entraine un échappement du virus au systéme immunitaire

(171, 172).

Trés rapidement aprés que HCV a infecté une cellule, une série d’événements
intracellulaires se propage aussi bien dans la cellule infectée que dans les cellules
alentours. Cet état de stress antiviral est principalement dépendant des interférons de
type 1 (a/B) (34, 159). Dans 10 a 30% des cas le virus est spontanément éliminé par
I'organisme mais la plupart du temps il établit une infection persistante (74). Les
individus infectés ne réussissent a éliminer le virus qu’a condition de monter une
réponse cellulaire CD4 et CD8 rapide, efficace et soutenue (38, 44, 65, 89, 163, 172).
Cependant, la génération d’une réponse cellulaire n’assure pas le contréle de I'infection.
Cette réponse est souvent détectable lors de I'infection précoce, indépendamment du
devenir de l'infection, et elle peut méme persister lors d’une infection chronique (37). Il
n‘est pas encore bien déterminé pourquoi cette réponse n’arrive pas a contrdler
I'infection mais certaines équipes ont démontré que la réponse générée durant

I'infection aigtie diminue chez les sujets infectés de maniére persistante (37, 66).

Le début de I'hépatite coincide avec le début de la réponse des lymphocytes T CD8"
(172). Ce mécanisme de destruction des cellules hépatiques infectées est au centre de la
lutte contre l'infection mais est malheureusement aussi au centre de la pathologie
associée a celle-ci. Il apparait que le contrble de I'infection implique plus qu’une simple
destruction des cellules infectées car cette derniére ne parvient pas a elle seule a
éliminer totalement le virus de I'organisme (172). Des expériences réalisées dans des
systémes in vitro ont mis en évidence des mécanismes par lesquels HCV bouleverse les
réponses antivirales innées nécessaires a la stimulation des fonctions effectrices des

lymphocytes (52, 53, 94).

Durant la réponse précoce a I'infection, les LT CD8" se consacrent uniquement a la
destruction des cellules infectées, puis il se produit une modification de leur phénotype
avec une perte de marqueurs d’activations et une synthése d’IFN-y, traduisant une

modification de la fonction des lymphocytes T cytotoxiques (de cellules tueuses a
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cellules productrices d’IFN) (172). Si cette modification de phénotype est une cause ou
une conséquence de la baisse du titre viral reste encore a déterminer. Ceci souléve
cependant la possibilité que I'lFN-y joue un réle d’effecteur non-cytolytique dans
I'infection a HCV, similaire a celle qu’il occupe dans le contréle de la réplication de HBV

dans le foie de souris (67) et chimpanzés (68) infectés.

Malgré la baisse du titre viral et les nombreuses preuves que la séquence d’HCV varie
durant les infections aiglies et chroniques, les individus infectés de maniere permanente
ne développent pas de nouvelles spécificités d’'épitope aprés six mois d’infection. Ces
résultats suggerent que le développement de lymphocytes T spécifiques au VHC est

arrété durant la premiére année de la phase chronique (20).

A I'opposé de la réponse cellulaire antivirale qui est trés étudiée, I'impact des AcN dans
la résolution d’une infection a I'hépatite C reste méconnu. Leur étude est rendue
particulierement ardue par le fait que les cohortes de patients ainsi que les souches de
virus présentes chez les différents patients sont trés hétérologues. Les premiers
anticorps aux propriétés neutralisantes envers HCV ont été décrits dans une infection

expérimentale de chimpanzés (49).

L’élimination du virus est associée a une induction rapide d’AcN durant la phase aigtlie de
I'infection. De maniére assez surprenante, les chimpanzés qui réussissent a se
débarrasser du virus perdent ces anticorps une fois I'infection résolue, ce qui pourrait
contribuer a I'absence ou la diminution de I'immunité contre une réinfection ultérieure
comme cela est observé chez I’humain (88, 110). A I'inverse, une infection chronique par
HCV est caractérisée par une absence compléte ou une diminution de la capacité a
neutraliser le virus durant cette phase aiglie, s"accompagnant d’un délai dans I'induction

des AcN dans la phase tardive de I'infection (133).

11



2 Les modeles murins

2.1 Le virus de la chorioméningite lymphocytaire

Le LCMV, découvert en 1933 (Armstrong et Lillie, 1934), est un modéle reconnu
d’infection persistante. Il a permis de trés nombreuses avancées dans le domaine de
I'immunologie telles que I'étude des phénoménes d’'immunopathologie et de tolérance

(18, 189) et de présentation antigénique dans un contexte du soi (189).

Le LCMV présente de nombreuses similitudes avec des virus provoguant des infections
persistantes chez 'homme. Il peut entrainer des infections persistantes ou bien étre
éliminé par le systéme immunitaire suivant les cas de figures (91). Il peut infecter le foie,
entrainer des hépatites (107) et il a été démontré que la réponse cellulaire est au centre

du controble de cette infection.

Pour son comportement proche des infections persistantes humaines, le virus étant bien
caractérisé et de nombreux outils de laboratoire ayant été développés pour étudier

LCMV, il s’avérait un modele de choix pour le travail a réaliser dans ce projet.

2.1.1 Généralités et structure

LCMV est un virus type de la famille des Arenaviridae avec des virions a enveloppe
lipidique sphérique d’un diamétre moyen de 90 a 110nm et dont la surface est couverte
de glycoprotéines (22). C’est un virus non cytopathogéne enveloppé, reldché par

bourgeonnement (18, 187).

Le génome viral consiste en deux segments d’ARN simple-brin ambisens de tailles

inégales : un court (3,4kb) ARN S et un long (7,2kb) ARN L. Chaque segment d’ARN code
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pour deux protéines en sens opposés, séparées par une épingle & cheveux intergénique.
L'ARN S code pour le précurseur de la glycoprotéine virale (GP-C) et la nucléoprotéine
(NP) (167) alors que 'ARN L code pour la polymérase spécifique du virus (L) et une
protéine impliquée dans la régulation de la transcription (165). GP-C, une fois transcrit,
code les deux glycoprotéines virales: GP-1 (44kD) et GP-2 (35kD) (184). Un
homotétramere transmembranaire de GP-2 surmonté d’un homotétramére de GP-1

forment les spicules présentes a la surface des particules virales (23).

L’héte naturel du LCMV est la souris, mais il peut infecter de nombreuses autres
espéces, dont les humains, lorsqu’ils sont en présence d’aérosols d’urine de rongeurs

contaminés (18).

Aprés pénétration dans I'organisme, le virus peut infecter de multiples types cellulaires
incluant les macrophages, les cellules dendritiques, mais aussi le systéme nerveux
central (101, 104, 160). Pour cela, il utilise différents récepteurs cellulaires dont I'a-
dystroglycan (a-DG), connu comme étant le récepteur commun pour de nombreux
arenavirus dont LCMV, mais aussi le virus de la fievre de Lassa (24). C’est une
glycoprotéine de la membrane périphérique qui est associée de maniére non-covalente
avec la protéine transmembranaire B-dystroglycan (B-DG) (77). L'a-DG interagit avec des
composants de la matrice extracellulaire alors que B-DG interagit avec le cytosquelette,
faisant le lien entre I'extérieur et l'intérieur de la cellule. Le complexe du dystroglycan
est exprimé a différents niveaux dans la plupart des organes (47). Dépendamment de
quels organes sont infectés, les patients peuvent développer des symptémes

d’encéphalite, méningite ou fievre hémorragique, bien que cela soit trés rare (18).
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2.1.2 Les souches de LCMV

Dans de nombreuses études in vivo les souches de LCMV ont démontré un haut niveau
d’homologie avec cependant des tropismes tissulaires variés et différents devenirs

d’infections, bien qu’elles aient le méme récepteur (14, 41).

Le choix des souches pour notre étude a été fait pour garder une continuité avec les
travaux déja effectués par d’autres équipes. En effet, notre hypothése de recherche sur
I'influence de I'IL-10 s’inscrit plutdt dans la continuité des travaux du laboratoire du Dr.
Oldstone, qui utilise les souches Armstrong53b (Arm) et Clone 13 (CI13) dans ses
expériences (16). Au contraire, I'hypothése sur la modification de la maturation
d’affinité par LCMV se base plutét sur des travaux effectués par le Dr. Zinkernagel, qui lui

utilise essentiellement la souche WE du virus (187).

Les souches et leurs variants peuvent é&tre séparés en deux groupes fonctionnels. Le
premier groupe dans lequel se retrouve la souche Cl13, mais aussi d’autres comme
Traub et WE54, démontre une forte affinité de liaison avec I'a-DG et une dépendance 3
cette molécule pour I'entrée dans la cellule-cible (166). Ces virus causent généralement
une infection persistante, corrélant avec une habileté a infecter les cellules de la pulpe
blanche de la rate et une perte de la réponse CTL spécifique au virus (166). Le second
groupe, comprenant les souches Arm, E350, WE et WE2.2, démontre une faible liaison
ou I'absence de liaison avec I'a-DG et une dépendance réduite a cette molécule pour
I'entrée dans la cellule-cible. Ces virus se répliquent majoritairement dans la pulpe rouge

de la rate et sont rapidement éliminés par le systéme immunitaire (166).

Des études ont démontré des différences entre la souche Arm et son variant Cl13. Les
deux souches causent une infection persistante lors d’une infection congénitale in utero
ou néonatale mais seule Cl13 persiste dans le cas de I'infection intraveineuse d’une
souris adulte (4, 151, 152). Cl13 injecté i.v. chez une souris adulte a été observé comme

se répliquant dans la pulpe blanche de la rate et infectant les cellules dendritiques. Arm
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au contraire, se localise préférentiellement dans la pulpe rouge de la rate, avec une
absence quasi-compléte de la pulpe blanche (14). CI13 différe de Arm par 5 nucléotides,
provoquant seulement 2 changements d’aminoacides (260 de GP-1 et 1079 de la
polymérase virale) dans le cadre ouvert de lecture (152). La présence d’une leucine a
I'aminoacide 260 chez CI13 lui procure une forte affinité dans la liaison & a-DG alors que
dans le cas d’Arm, la présence d’une phénylalanine diminue cette liaison mais lui permet
d’interagir avec un autre récepteur inconnu, permettant une entrée indépendante du a-

DG (166).

Les caractéristiques d’intérét en rapport avec notre étude, telles que le tropisme in vivo
pour les organes lymphoides par rapport au systtme nerveux central (2, 3, 100), le
potentiel réplicatif en fonction de sa résistance a I'inhibition par les interférons (IFN)
(119) ainsi que le potentiel relatif & provoquer un épuisement des CTL et ainsi établir
une infection persistante (3, 79, 120, 123, 135) sont représentées pour les souches

utilisées dans le cadre de I'étude dans le tableau 1.

Potentiel
Tropisme organes Résistance aux
Souche virale d’établissement de
lymphoides/SNC interférons
la persistance
Clone 13 Haute Résistant Fort
WE Haute Sensible Intermédiaire
Faible
Armstrong Sensible Faible

(neurotropique)

Tableau 1 Les souches de LCMV. Les souches de LCMV présentent des caractéristiques
variées notamment au niveau de la réponse immunitaire, ce qui leur donne un potentiel
plus ou moins important d’établissement de persistance lorsqu’elles infectent un héte.

Les souches de LCMV ayant un tropisme important pour les organes lymphoides, une

grande vitesse de réplication et une relative résistance aux mécanismes de la défense
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innée de I'hdte tel que les IFNs ont une forte propension a établir une infection

persistante.

2.2 Le virus de la stomatite vésiculaire (VSV)

Dans le but de comparer l'influence d’une infection persistante par rapport 3 une
infection aiglie, il était nécessaire de faire appel & un modéle murin d’infection aigiie.
Notre choix s’est porté sur le VSV car ses caractéristiques sont bien connues et il est

largement utilisé comme un modéle d’infection aigiie.

Le VSV fait partie de la famille des Rhabdoviridae. |l présente une morphologie
particuliere en balle de fusil de 180nm de long par 75nm de large. Il existe plusieurs
sérotypes de VSV mais les deux principaux sont Indiana (VSV-Ind) et New Jersey (VSV-NJ)
(179).

Il posséde un génome ARN a polarité négative de 11kb et se réplique entiérement dans
le cytoplasme des cellules hétes (95). L'ARN code pour cing protéines majeures : la
nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine de la matrice (M), la
glycoprotéine (G) et une large polymérase (L) (179). La glycoprotéine sert i la fois a la
fixation a la cellule hote mais aussi a la fusion des membranes cellulaires et virales (95).
La glycoprotéine se lie a la phosphatidylserine qui procure au virus un tropisme cellulaire

trés large.

Ses hdétes primaires sont les bovins et les porcs mais il peut aussi infecter d’autres
espéces comme les chevaux, les rongeurs ou les humains, bien que cela reste rare (109).
Son mode de transmission entre les individus semble &tre par I'intermédiaire d’un
vecteur insecte (moustiques, mouches des sables et mouches noires) (109). La majorité

des infections humaines sont asymptomatiques bien que quelques symptémes grippaux
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puissent lui étre attribués. Un unique cas d’encéphalite a été rapporté chez un enfant de

trois ans (145).

2.3 Les réponses immunitaires anti-virales

La réponse immunitaire antivirale joue un réle central dans le devenir d’une infection
par LCMV ou VSV chez la souris. Son réle de contréle pour éliminer le virus empéche
I'établissement d’une infection persistante et ses conséquences pathologiques
associées. De maniére assez contradictoire, cette réponse peut aussi entrainer des
dégats importants chez la souris infectée (45). De nombreux facteurs a la fois viraux et
de I'h6te conditionnent le déroulement de I'infection, rendant parfois fastidieuses les
expériences sur différentes souches du virus. La majorité de ces facteurs agit en

modifiant la balance entre réplication virale et réponse immunitaire.

LCMV . Titre viral VsV Titre viral
(non-cythopatique) Anticorps ELISA (cytopathique aigi) Anticorps ELISA
IgG neutralisants IgG neutralisants
emw CTLs CTLs
== |gM neutralisants

" - e /, -7 . - S/ .
0 4 8 12 16 60 0 4 8 12 16 60
Temps (jours aprés infection) Temps (jours apreés infection)

Figure 3 Cinétiques d'apparition de différents effecteurs immunitaires (adaptée de
Hangartner et al. 2006). Dans le cadre d'une infection a VSV et LCMV, les deux virus
provoquent deux cinétiques de réactions immunitaires trés différentes. L'infection par
VSV est surtout controlée par les anticorps alors que celle par LCMV est surtout
contrdlée par les lymphocytes T cytotoxiques.
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Le principal mécanisme mis en place pour le contréle d’une infection aigiie par un virus
comme VSV est la production d’anticorps neutralisants. Ces derniers apparaissent trés
rapidement, dans les premiers jours de I'infection (figure 3) (127). Ces anticorps, par de
nombreux mécanismes, empéchent la propagation du virus et ainsi limitent la charge
virale circulante. Par conséquent, les souris infectées sont capables de produire les
anticorps rapidement sans faire intervenir le mécanisme de maturation d’affinité (82). A
I'opposée, ces anticorps apparaissent avec un délai trés important dans le cas d’une
infection par LCMV (figure 3), ce délai variant de deux a plusieurs mois (17, 18) suivant
les souches de souris, le virus et I'age des individus. Il a été démontré en 2004 que les
différences de cinétiques d’apparition des AcN pouvaient en partie étre attribuées 2 la
glycoprotéine virale en elle-méme et non au virus qui la porte (138). En effet, lorsque
des virus recombinants VSV et LCMV ont été générés dans lesquels les glycoprotéines
ont été échangées, I'apparition d’anticorps neutralisants est inversée, démontrant bien

que la glycoprotéine contribue fortement au retard d’apparition des anticorps (138).

La défense contre le pathogéne ne pouvant étre assurée par les AcN, le mécanisme
immunitaire central dans le controle de la réplication de LCMV et de sa destruction est la
réponse CTL CD8" spécifique au virus (178), avec un pic d’activité environ une semaine
apres infection (58). Ces CTLs tuent les cellules infectées a I'aide de perforines et I'IFN-y
Joue un réle important dans la résolution de I'infection (81). Les individus incapables de
monter une réponse cytotoxique efficace (par exemple des souris infectées au stade
néonatal) deviennent infectés de maniére persistante a vie (55). Cette réponse optimale
est induite quand une charge virale faible voir modérée est présente dans les tissus
lymphoides d’une souris immunocompétente adulte qui alors éliminera rapidement
Finfection (18). Sur le long terme, (aprés 6 a 8 semaines), les CTLs ne peuvent agir sans le
soutien des cellules T CD4" et des cellules B productrices d’AcN. Ces autres composantes
ne sont pas en mesure d’assurer I'élimination de 'infection par elles-mémes mais si elles
ne sont pas présentes en plus de la réponse CTL, le virus ré-émerge (139). Toute
situation durant laquelle la charge virale critique est dépassée rapidement aprés

I'infection (pendant I'induction de la réponse CTL spécifique au virus) résulte en un
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épuisement des CTL antiviraux et fait pencher la balance en faveur de la persistance (18,

122).

3 Les mécanismes d’échappement viraux

Les virus et leurs hotes ont eu des milliers d’années de coévolution pour développer des
stratégies d’adaptation. Alors que leurs hétes développaient des systémes immunitaires
de plus en plus sophistiqués dans le but de limiter les dommages infligés par les
infections virales, les virus ont quant & eux acquis des mécanismes leur permettant
d’éviter la destruction par évasion de la réponse immunitaire (188). D’un point de vue
viral, il existe deux grands modes de fonctionnement de I'évasion, comportant eux-

mémes de nombreux mécanismes.

Les virus a ADN, ayant un génome complexe de grande taille codant pour des centaines
de génes, utilisent une stratégie dite de « camouflage » et « sabotage ». En effet, ils
peuvent se permettre de consacrer un certain pourcentage de leurs génes pour coder
des polypeptides trés évolués qui vont interagir avec le systéme immunitaire pour
déranger la réponse immunitaire normale et ainsi permettre I'échappement viral (96). A
F'inverse les virus a ARN, qui possédent des génomes a la taille trés limitée, échappent la
plupart du temps au systeme immunitaire avec une stratégie basée sur leurs hautes
vitesse de réplication et capacité a se modifier, profitant de la trés faible fidélité de leur
machinerie de réplication pour acquérir de nombreuses mutations (96). Bien que la
majorité de ces mutations soient dommageables pour le virus, elles permettent au final
une plus grande adaptation de la population virale avec un mode de sélection

ressemblant a celui de la théorie darwinienne (80).
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Dans la présente revue de littérature, je vais succinctement m’intéresser au premier
mode de fonctionnement, qui est celui employé par la plupart des virus persistants

d’intérét pour I'étude dont le VIH, HCV et LCMV.

Le haut taux de réplication des virus & ARN (par exemple HCV : 10" virions/jour) et la
faible qualité de I'activité de correction d’épreuve de leur polymérase conduisent au un
trés haut taux de mutation du génome (1,5-2.10%/site/génome/an pour HCV), ce qui
génere une trés grande diversité génétique (19). Le rdle de la réponse immunitaire dans
la sélection naturelle des mutants ayant connu un « changement de forme » est
cependant contesté. Le modele LCMV a permis de nombreuses avancées dans ce
domaine, notamment la découverte que pour qu’un échappement apparaisse, il faut
que la réponse immunitaire soit ciblée et sélective et que la population virale soit
importante pour augmenter les chances de voir apparaitre des mutations d’intérét pour
la survie du virus (121). Des effets similaires ont été observés in vitro (1). Dans la plupart
des cas ou 'un de ces deux critéres n’est pas respecté, le virus se fera éliminer sans avoir

eu le temps de s’adapter a son héte.

La stratégie d’échappement basée sur la vitesse de réplication repose sur la prolifération
rapide afin que la quantité de virus produits par réplication virale soit plus importante
que la quantité de virus détruits par le systéme immunitaire. Dans le cas de LCMV
comme dans celui du VIH et de HCV, une charge virale forte conduit la plupart du temps
a un épuisement des cellules T. Tous les facteurs qui diminuent le maintien de la
réponse CD8" de I'hdte, comme par exemple le manque de cellules T CD4* (11), sont &
méme de promouvoir I'échappement favorisé par la rapidité. Il est cependant
intéressant de constater que le manque de cellules CD4 positives ne méne pas
systématiquement a un épuisement total mais, dans certaines circonstances, a un
maintien de lymphocytes T CD8" avec des fonctions effectrices réduites (186). Il est
probable que I'exposition des lymphocytes T CD8* & de forts taux d’Ag dans des
circonstances ou la présentation antigénique ne se fait pas sur des DCs spécialisés (par
exemple dans des organes non-lymphoides) sans aide des lymphocytes CD4" favorise la
mort cellulaire induite par I'antigéne (AICD) (96).
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Les mutations peuvent entrainer des modifications des sites cibles des Ac mais aussi des
molécules reconnues par les récepteurs des cellules T, conférant alors un avantage au
nouveau variants vis-a-vis de I'h6te. Pour les Ac, les variants viraux, aussi appelés quasi-
espéces, sont sélectionnés pour avoir modifié ou perdu un site de neutralisation
généralement situé sur les protéines de surface virales (21). La sélection des variants
viraux ayant subi une mutation sur les protéines internes est elle favorisée par I'activité
des lymphocytes T car ces derniers détruisent les virus non-variants et augmentent la
niche des variants mutés (153). Les interférons, qui ont une activité antivirale, peuvent
quant a eux provoquer I'apparition de variants présentant une résistance accrue a leur
action. Ce phénomeéne a été observé lors d’infections chroniques & HCV, durant
lesquelles le manque de réponse aux thérapies par IFN a pu étre associé a 'émergence

de variants viraux résistants aux IFN (132).

Parmi les nombreux mécanismes de résistance connus, il a récemment été mis en
évidence un détournement de la régulation de la réponse immunitaire par certains virus.
En effet, des taux anormalement élevés d’IL-10, une cytokine immunosuppressive, ont
été associés a des infections persistantes par HCV (73, 183), le VIH (30, 130) et LCMV
(48). De maniére générale, cette cytokine inhibe un large spectre de réponses
immunitaires cellulaires : elle supprime la fonction des cellules présentatrices d’antigéne
et des lymphocytes T en inhibant la production de cytokines proinflammatoires, la co-
stimulation, I'expression des CMH de classe Il et la sécrétion de chimiokines (118, 134). Il
a été demontré que lors d’une infection par LCMV d’une souris IL-10KO, il y avait perte
de persistance du virus que I'organisme arrivait alors & éliminer plus rapidement (48).
Cette découverte ouvre la porte a Iimplication de certaines cytokines
immunomodulatrices dans le processus de persistance des virus. En 2006, 'équipe de
Brooks a caractérisé plus précisément les mécanismes pouvant étre & la base de cette

perte de persistance.
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Figure 4 La quantité de lymphocytes T spécifiques au virus est plus importante aprés
infection de souris déficiente en IL-10 avec LCMV Clone 13 (Brooks et al. 2006).
Quantification des lymphocytes T CD4" spécifiques du virus LCMV Cl13 neuf jours aprés
une infection de souris C57BL/6 ou de souris IL-10KO. Les cellules sont visualisées en
cytométrie en flux par marquage tétramérique au GPg1go (tétramére spécifique des
lymphochytes T CD4%).

Leurs travaux mettent notamment en évidence une influence de I'lL-10 sur la quantité
de lymphocytes T CD4+ spécifiques au virus dans le cadre d’une infection par Cl13

(figure 4) (16). Des résultats similaires sont démontrés concernant les lymphocytes T

cytotoxiques CD8" (16).
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4 Les lymphocytes B

Bien qu’ils ne semblent pas vraiment présenter de différences au niveau morphologique,
les lymphocytes B présentent une importante hétérogénéité du point de vue du
développement et de la fonction. Les lymphocytes B (pour bursal ou bone marrow-
derived) ont originalement été découverts a la fin des années 50 (63) mais il a fallut
attendre 1968 pour que leur relation avec la production d’Ac soit mise en évidence (112,

114).

4.1 Production et maturation dans la moelle osseuse

Les lymphocytes B sont continuellement produits dans le foie foetal avant puis dans la
moelle osseuse apreés la naissance, aussi bien chez I’homme (60) que chez la souris (143).
lls dérivent de cellules souches hématopoiétiques au travers d’un processus complexe
qui a lieu dans un environnement idéal pour la maturation et la différentiation. Une
succession de contacts cellulaires et d’expression (ou de perte d’expression) de

récepteurs spécifiques a leur surface sont la clef de ce processus.

Les premiers précurseurs des lymphocytes B entrent en interaction avec les cellules
stromales environnantes dans I'endosteum de la moelle osseuse (136). Cette interaction
est médiée par la liaison de I'intégrine VLA-4 du précurseur avec le VCAM-1 des cellules
stromales (115). En conséquence de cette premiére interaction avec les cellules
stromales, les génes d’activation de la recombinaison (RAG-1/2) sont activés et
déclenchent le réarrangement des génes codant pour les chaines lourdes
d’immunoglobulines (réarrangement D avec J) (128, 156). Les lymphocytes B atteignent
alors un stade de développement appelé cellule pro-B précoce (148). Suite a cette
interaction, ces cellules se mettent aussi a exprimer a leur surface le récepteur de I'lL-7

tout en continuant les réarrangements de génes d’immunoglobulines. Elles deviennent

23



alors des cellules pro-B tardives. Le microenvironnement cellulaire, de son coté, se met a
produire des cytokines spécifigues qui encouragent la survie et la prolifération,
notamment I'IlL-7 (90). La liaison de I'IL-7 avec son récepteur va provoquer le
réarrangement V avec DJ et la cellule atteint un stade appelé large pré-B une fois sa
chaine lourde totalement constituée (113). A partir de ce stade de maturation, la cellule
large pré-B va pour la premiére fois exprimer a sa membrane un pré-récepteur des

cellules B (pré-RCB, figure 5) qui remplira temporairement le réle du futur RCB complet.
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Figure 5 La structure du pré-RCB (traduit de Monroe, 2006). Le pré-RCB contient une
forme transmembranaire de chaine lourde d’immunoglobuline associée de maniére
non-covalente a un hétérodimeére de CD79a et b (lga et 1gB) et une chaine légére de
substitution composée des molécules A5 et VpreB (150). Plusieurs protéines associées
jouent un réle dans la transduction du signal du pré-RCB comme : une protéine tyrosine
kinase (PTK) de la famille sarc (SRC), une spleen tyrosine kinase (SYK), CD19, CD45 et une
protéine tyrosine phosphatase contenant un domaine SH2 (SHP1).
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La liaison du pré-RCB aux cellules stromales environnantes inhibe d’autres
réarrangements géniques suite a I'exclusion allélique (voir partie 6) et permet la
multiplication des futurs lymphocytes B qui deviennent alors des petites cellules pré-B.
Ces cellules vont alors arréter leur multiplication et engager le réarrangement VJ des
genes de leurs chaines légéres (158). Les réarrangements productifs permettront
I'expression d’'une IgM (RCB complet, figure 6) a la membrane de la cellule qui devient
alors une cellule B a part entiére. Ces cellules sont cependant encore considérées

comme immatures car incapables de proliférer sans activation du RCB.

Régulation positive
du signal du RCB

Figure 6 La structure du RCB (traduit de Monroe, 2006). Le RCB complet posséde une
structure tres proche du pré-BCR. La différence majeure étant que dans le BCR, la chaine
lourde est associée a la chaine légére (IgL) codée par I’ADN réarrangé du lymphocyte B
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4.2 Maturation dans la rate

Les cellules immatures, aussi appelées « de transition », peuvent répondre a certains
antigénes (comme les lipopolysaccharides de bactéries) de maniére T-indépendante, ce
qui élicite une réponse d’anticorps rapide (36). Cependant, elles ont une demi-vie trés
courte (quelgues jours) comparée a celle des cellules B folliculaires (plusieurs mois) (27).

Elles migrent par la circulation sanguine vers la rate pour y poursuivre leur maturation.

La rate (figure 7) est composée de deux principaux types de tissus. La pulpe rouge (PR)
est constituée de sinus veineux et de cordons cellulaires contenant de trés nombreux
types cellulaires (macrophages, érythrocytes, plaquettes, etc.). La pulpe blanche,
correspondant au tissu lymphoide, est située pour I'essentiel autour d’une artériole
centrale, constituant le manchon lymphoide péri-artériel (PALS). Celui-ci comporte des
lymphocytes T principalement localisées autour de [‘artériole (zone T) et des
lymphocytes B organisés en follicules primaires non-stimulés (cellules B naives) ou

secondaires stimulés (centre germinatif (GC) avec cellules mémoires).

Figure 7 Structure de la rate de souris Coupe de rate montrant un follicule lymphoide
secondaire avec des GCs entourés par leurs zones marginales (ZM) et la PR. Prés de
chaque follicule, une artériole (A) est entourée par les PALS.
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Les GCs furent décrits pour la premiére fois en 1884 mais leur rdle en tant que site
principal de formation de cellules plasmatiques sécrétant des Ac de haute affinité et de
lymphocytes B mémoires n’a été mis en évidence qu’un siécle plus tard (78). Les
lymphocytes B, une fois pénétrés dans les GCs, vont proliférer (expansion clonale) et
activer une enzyme appelée la cytidine deaminase induite par I'activation (AID). Cette
enzyme provoque un processus appelé hypermutation somatique permettant la
génération d’'un répertoire de haute affinité formant la mémoire de I'immunité
humorale (78, 84). lls vont ensuite étre sélectionnés par une présentation d’antigéne par
des DCs folliculaires (FDC) et seules les cellules dotées de la plus forte affinité pour le dit-
antigene survivront. Elles pourront ensuite éventuellement subir la permutation de
classe et quitter le follicule soit en tant que cellule B mémoire soit en tant que

précurseur des plasmocytes.

Il existe d'autres sous-types de lymphocytes B aux fonctions différentes. Les
lymphocytes B-1, décrits pour la premiére fois en 1983, sont une sous-population CD5+
(71) distincte des cellules B conventionnelles (B-2) essentiellement car ils sont en charge
de la production des anticorps naturels (70). Leur origine reste toujours controversée a
I’heure actuelle, notamment a savoir s'ils proviennent des mémes progéniteurs que les
lymphocytes B-2. Les lymphocytes B ZM sont une population de cellules B murines de la
rate qui ont les attributs de cellules naives et mémoires (137). lls constituent une

premiére barriére contre les infections sanguines de bactéries encapsulées.

5 Les anticorps

Il existe de nombreuses cellules effectrices aux fonctions trés différentes dans le

systéme immunitaire. Parmi elles, les lymphocytes B sont génétiquement programmés
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pour exprimer des récepteurs extérieurs spécifiques d’'un antigéne particulier. Cette
molécule réceptrice de |'antigéne s’appelle un Ac (également appelée immunoglobuline
(Ig)). Si une cellule B se lie a son antigéne spécifique par ce récepteur, elle se multipliera
alors et se transformera en plasmocyte, produisant en grande quantité un Ac et le
sécrétant. Ces molécules d’Ac, dans leur forme sécrétée, sont des glycoprotéines de
grande taille (plusieurs kilodaltons (KDa)) présentes dans le sang et les liquides
tissulaires et, puisqu’elles sont une version soluble de la molécule originale du récepteur

(Ac), elles se lient au méme antigéne que celui qui a activé le lymphocyte B 4 l'origine.

5.1 Structure générale

La structure de base de chaque molécule d’lg est une unité en Y faite de deux chaines
polypeptidiques légeres (25kDa) et deux chaines polypeptidiques lourdes (55kDa) liées
par des ponts disulfures et des liaisons non covalentes (figure 8) (72). Les séquences
d’acides aminés des deux chaines légéres sont identiques et il en va de méme pour les
chaines lourdes (85). Elles sont repliées en domaines distincts d’environ 110 acides
aminés montrant des homologies significatives permettant la formation de motifs
conformationnels appelés boucles d’lg. Cette structure caractéristique définit les

membres de la superfamille des Ig (181).

En 1958, Porter a aussi découvert que la papaine pouvait cliver les Ac en deux portions
de protéines : deux fragments de liaison a I'antigéne (Fab) et un fragment cristallisable
(Fc) (141). Le clivage permettant I'obtention de ces fragments a lieu au niveau des ponts

disulfures les séparant et qui sont appelés le Hinge (125, 131).
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Figure 8 Structure d'lgG La structure des IgG est caractéristique de la structure globale
des Ac

Il existe plusieurs types de chaines lourdes qui varient suivant la classe d’Ig ainsi que
deux types de chaines légeéres : k et A. Dans chaque chaine légeére il y a une partie
carboxy-terminale constante (domaine C,) pour chaque isotype (k et A) et une partie
amino-terminale unique a chaque protéine (domaine V,) (97). Dans le méme ordre
d’idée la partie amino-terminale des chaines lourdes présente un domaine variable (Vy)
alors que les autres domaines de la chaine sont constants (Cyl, Cy2, Cu3 et
éventuellement Cy4 chez certaines classes d’lgs) et ne sont pas impliqués dans la liaison

antigénique (85).

Les deux domaines V, qui présentent des segments polypeptidiques avec une variabilité
exceptionnelle (régions hypervariables) (25), contiennent des sites de liaison
antigénique identiques qui, en général, sont spécifiques d’un seul type d’antigéne (185).
Les Ig fournissent donc un répertoire trés large de sites de fixation antigénique. Cette
grande diversité des régions variables est générée par des mécanismes uniques aux

cellules B et qui seront décrits plus loin (voir partie 6).
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5.2 Les différentes classes d’anticorps

Les Ig forment une famille comportant 5 classes distinctes chez 'Homme : 1gG, IgA, IgM,
IgD et IgE (85). Toutes ces classes d'Ac différent par leurs tailles, leurs charges, leurs
séquences d’acides aminés ainsi que leurs contenus en glucides. La classe 1gG peut elle-
méme étre subdivisée en quatre sous-classes (IgG1, 1gG2, 1gG3 et IgG4) alors que les IgA
comportent deux sous-classes (IgA1l et IgA2) (92). L'ensemble des classes et sous-classes
représente donc au total neuf isotypes différents, présents chez tous les individus
normaux. Certains antigenes induisent la production d’Ac de tout les isotypes alors que

d’autres provoquent une réponse limitée a certaines classes ou sous-classes (97).

Le type de chaine lourde définit la classe d’lg : | (IgM); v1, y2, y3 et y4 (IgG1, 1gG2, IgG3
et 1gG4); al et a2 (IgAl et IgA2); 6 (IgD); € (IgE) (85).

Les différentes classes ont aussi des réles différents au sein du systéme immunitaire :

L'lgG est I'lg prédominante dans le sérum humain normal du fait de sa stabilité, elle
compte pour 70 a 75% de la quantité totale d’Ac sériques (149). C'est une molécule
monomérique dont le poids moléculaire est de 146-170 kDa. Les quatre sous-classes ont
une structure trés homologue mais ont des profils de fonctions effectrices uniques,

activant plus ou moins efficacement le complément par sa voie classique (154).

L’lgM compte pour environ 10% de la quantité totale des Igs sériques et est I'Ac qui
prédomine au cours de la réponse immunitaire primaire (85). Elle est pentamérique et
est d’'un poids moléculaire d’environ 970 kDa mais il en existe cependant une forme
monomérique transmembranaire qui agit comme un récepteur critique pour la

maturation des cellules B (182).

L'lgA comporte deux sous-classes : IgAl et IgA2 (92). Les IgAl sont la classe dominante
dans les sécrétions séromugqueuses (salive, colostrum, lait, etc.) (111) alors que les IgA

sériques comptent pour 15-20% des Ac totaux et sont essentiellement de la seconde
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sous-classe (111). Chez 'Homme, plus de 80% des IgA est monomérique mais chez la
plupart des mammiféres elle est surtout dimérique (40). Son poids moléculaire est

d’environ 385 kDa.

L'lgD compte pour moins d’1% des Ig sériques et est probablement I'isotype le moins
connu. Sa forme transmembranaire monomérique (IgDm) est cependant le récepteur

d’antigene spécifique des cellules B matures (85).

L'IgE est monomérique et est d’environ 188 kDa. Son taux sérique est trés faible
comparé aux autres classes d’Ac mais elle peut se lier & des récepteurs spécifiques de

trés haute affinité sur les basophiles et les mastocytes (13, 180).

5.3 Fonctions des anticorps

Les Ac, une fois sécrétés par les cellules B, sont relachés dans la circulation sanguine et
peuvent ainsi entrer en contact avec leur antigéne a travers tout I'organisme au moyen
de leurs régions Fab (97). Les pathogénes ont typiquement de nombreux antigénes
différents a leur surface. Chaque Ac peut se lier & un épitope particulier, qui correspond
a une partie restreinte de I'antigéne. Un antigéne complet peut contenir plusieurs
épitopes différents ou répétés et les Ig se lient & un épitope spécifique et non 3

I’antigéne dans son ensemble (141).

Les Ac sont bifonctionnels car ils doivent exécuter deux taches en méme temps : former
des complexes avec les antigenes pour éviter leur propagation dans I'organisme ainsi

que susciter des réponses de I’h6te pour faciliter I'élimination de I’antigéne (97).

La nature de la région constante détermine la fonction effectrice de I'Ac et les réponses

provoquées par sa fixation au récepteur (144). La région constante peut se lier au
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récepteur Fc (FCR) de nombreuses cellules immunitaires (144). Cette double capacité de
liaison a la fois au potentiel pathogéne et aux acteurs immunitaires fait des Ig un
excellent adaptateur permettant aux différents effecteurs immunitaires de

« reconnaitre » les intrus et ainsi de faciliter leur activation.
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Figure 9 Les anticorps agissent comme des adaptateurs (adapté de Male,D.
Immunologie, 2010). Ces adaptateurs servent d'intermédiaires pour 'activation du
complément, I'opsonisation, la reconnaissance par les cellules NK et les cellules-cibles.

Certaines classes d’lg, une fois liées a leurs antigénes, sont des activateurs puissants de
la voie classique du complément (figure 9). C'est le cas des IgM ainsi que des IgG1, 1gG2
et 1gG3 (8, 154). Les IgA sont caractéristiques d’une réponse immunitaire secondaire et
peuvent se fixer a leur antigéne pour former des complexes immuns et activer la
phagocytose par I'intermédiaire des récepteurs cellulaires Fc (CD89) (figure 9) (26, 140).
Ce processus de recouvrement de la surface antigénique est appelé opsonisation.
D’autres molécules, comme celles du complément, peuvent aussi opsoniser les
pathogenes, optimisant ainsi I'efficacité de reconnaissance par les cellules immunitaires.

Les Ac liés aux cellules infectées peuvent favoriser leur reconnaissance et leur lyse par
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les cellules NK (figure 9) (175). Enfin, toujours par I'intermédiaire d’une fixation a un
récepteur Fc, les Ac peuvent sensibiliser les cellules (comme les neutrophiles) en leur
permettant de reconnaitre I'antigéne, la cellule est activée si 'antigéne se lie aux Ac

présents a sa surface (figure 9) (144).

Une autre stratégie utilisée par les Ac consiste & former des complexes avec les
antigénes, non pas pour activer ou permettre la reconnaissance par les cellules, mais
bien pour empécher leur dissémination dans I'organisme (98). Les Ac effectuant cette
action, appelés Ac neutralisants, sont des Ig de haute affinité pour leur antigéne qui sont
particulierement efficaces dans le contréle de la virémie dans le cas d’infections virales.
Cette neutralisation prend effet a plusieurs niveaux au cours du cycle viral et peut se
faire avec des Ac seuls ou couplés a des molécules du complément (98). Les différents
niveaux d’action sont: la fixation a la cellule, par encombrement stérique, les Ac
bloguent la liaison entre les récepteurs viraux et les protéines de surface virales; I'entrée
dans la cellule, par stabilisation de la capside ou modification de structures virales; la
sortie des vésicules d’endocytose, par interférence avec la fusion ou encore une fois

stabilisation de la capside virale

6 La production des anticorps

Depuis les débuts de la biologie, le dogme avait toujours été « un géne, une protéine ».
Partant de cette vérité acceptée par tous, comment un génome aux dimensions limitées
pouvait-il contenir suffisamment d’informations pour générer tout le vaste répertoire

d’Ac qu’un seul et unique individu est capable de produire ?

Cette question est restée longtemps sans réponse. En 1965, Dreyer et Bennett ont

réalisé que la mise en évidence d’une région constante et d’une région variable sur les
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Ac impliquait forcément que la protéine soit codée par au moins deux génes différents
chez les cellules B (46). Cette petite révolution dans les moeurs de la biologie a ouvert la
voie a la découverte du mode de fabrication des Ac. Quelques années plus tard,
Tonegawa continua les travaux de ses deux collégues et démontra que des événements
de recombinaison somatique pouvaient créer, a partir de matériel génétique limité,
d’innombrables permutations a 'origine de génes codant un répertoire de récepteurs

d’antigéne extrémement vaste (76).

Il existe en fait deux mécanismes fondamentaux chez les cellules B permettant la
production d’lg si variées : la recombinaison somatique et les mutations somatiques.
L'ensemble de ces deux mécanismes permet I'émergence « au hasard » de nouveaux

lymphocytes B qui sont ensuite sélectionnés pour leur efficacité a se lier a un antigene.

6.1 La recombinaison somatique

L’ADN germinal a I'origine des Ac posséde un niveau supplémentaire de complexité que
le simple transcription-épissage-traduction des autres protéines. Les informations
nécessaires a la formation des domaines variables sont présentes dans deux ou trois loci
différents appelés segments géniques V, D et ) (46). Ces segments sont situés a grande

distance génétique des exons codant pour les régions constantes (46).

Le réarrangement génique (figure 10) des génes d’lg débute au locus de la chaine lourde

(97). C'est un événement précoce obligatoire dans la génération des cellules B.
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La chaine lourde p inhibe le réarrangement du second
alléle et induit la réarrangement de la chaine légére
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Figure 10 La recombinaison somatique chez les lymphocytes B Grace aux
recombinaisons successives des chaines lourdes puis légéres, chaque progéniteur des
cellules B peut donner 64 descendants avec chacun un génome différent. Si aucun des
réarrangements successifs ne sont productifs, la cellule progénitrice tombe alors en
mort cellulaire.

Si ce réarrangement débouche sur un produit fonctionnel (il est alors dit « productif »),
le réarrangement de la chaine légére peut débuter, commengant avec le locus k. Si ce
réarrangement est productif, I'Ac est alors exprimé comme récepteur membranaire (97).
Dans le cas contraire, c’est au locus A d’étre réarrangé. Pour chaque réarrangement il y a
deux « chances » puisque ’ADN humain posséde deux alleles de chaque géne (46). Si le
premier réarrangement est productif, le second est inhibé, c’est ce qu’on appelle
I'exclusion allélique. Sans cela, chaque cellule B pourrait exprimer deux récepteurs avec

des spécificités différentes.
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6.1.1 La chaine lourde

Le locus germinal de la chaine lourde humaine se situe sur le chromosome 14. Il contient
de 38 a 46 segments géniques Vy qui codent les 95 résidus N terminaux de la région V.
Les résidus C terminaux sont codés par des segments appartenant a un groupe de 27 Dy
et 6 Jy. Pour cette raison, la recombinaison de la chaine lourde est appelée

recombinaison VD) (figure 11) (97).

Configuration initiale

Segment V SegmentD Segment ) Exons des régions constantes

Recombinaison DJ \/
-

Recombinaison V et DJ \/ % f
Transcription puis épissage

Traduction et assemblage

Figure 11 La recombinaison VDJ Les réarrangements sur le locus de la chaine lourde
commencent par la sélection d’un fragment D et d’un segment J. Aprés cette premiére
sélection, le segment V est choisi au hasard et accolé au segment DJ.

Le premier événement est une recombinaison entre un segment génique Jy et des
segments Dy. Si celle-ci est productive, s’ensuit alors une recombinaison de cette
séquence DJ avec un segment Vy, formant ainsi une séquence d’ADN VDJ continue

codant la séquence protéique entiére de Vy (46).
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6.1.2 La chaine légére

Le locus germinal de la chaine k humaine se situe sur le chromosome 2 et contient 31 3
35 segments Vk fonctionnels codant pour les 95 résidus N terminaux de la région Vk. Les
résidus C terminaux sont codés par cinq segments Jk et un segment Ck (ce dernier seul
codant pour la partie constante) (103). Au cours du développement de la cellule B, 'ADN
est réarrangé de telle maniére que 'un des génes Vk soit joint & I'un des cing génes Jk.
Une séquence de téte (court segment hydrophobe responsable de l'adressage au
réticulum endoplasmique) précéde chaque segment Vk et permet |'attachement 3 la
chaine lourde. Cette séquence signal est clivée lors du passage de la protéine dans le
réticulum endoplasmique (97). Dans le cas ou les deux recombinaisons k (figure 12) sont

infructueuses, d’autres recombinaisons ont lieu sur le géne A (figure 13).

ADN germinal

SegmentV Segment)  Segment C (région constante)

ADNde la cellule B

ARN transcript primaire

— e

ARNm

—.-— AAA Traduction et assemblage

Figure 12 Recombinaison de la chaine k Le réarrangement de la chaine légére k consiste
simplement en la sélection d’un segment J et d’un segment V car le locus ne comporte
qu’un segment C.
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Le locus germinal de la chaine A humaine se situe sur le chromosome 22 et comporte 29
a 33 segments V, codant pour les 95 résidus N terminaux de la région V). Ily a 7 a4 11
régions J, associées chacune a un géne C, (codant pour la partie constante) (83). Le locus
A est le résultat de la jonction entre un Vs, et 4 ou 5 J,. Le nombre de régions variables A
pouvant étre produites ainsi varie de 120 a 160. L'imprécision de la jonction VJ amplifie
la diversité. En effet, un intron est encore présent entre le géne VJ recombiné et I'exon

codant la région C constante (97).

ADN germinal

SegmentV SegmentJ +C

€ la celiule Y

ARN transcript primaire

ARNm

—.-— AAA Traduction et assemblage

Figure 13 Recombinaison de la chaine A Contrairement 3 la chaine «, les segments J et C
de la chaine légére A sont liés par paires. Le réarrangement de cette chaine consiste
donc en une sélection d’un segment V et d’une paire de segments J+C.
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6.2 L’hypermutation somatique et la maturation d’affinité

Suite a la rencontre entre I'antigéne et le lymphocytes B, ces derniers entrent dans les
GC, proliférent et 'ADN codant les séquences variables des chaines légéres et lourdes
subit des cycles répétés de mutations aléatoires (de I'ordre de 10 3 10™* par paire de
base par génération) appelées hypermutations somatiques (162). Cette étape
supplémentaire dans la maturation des lymphocytes B, orchestrée par I'AID (78, 84), a

pour but d’accroitre encore la variabilité de répertoire des Ac.

La survie et I'expansion des cellules B requiérent que leurs récepteurs se lient de
maniere spécifique a I'antigéne qui leur est présenté par les FDC (39). Une majorité des
cellules sera touchée par une mutation délétére et, en I'absence de signal de survie,
mourra. Une minorité se liera a I'antigéne avec une affinité accrue et entrera en
compétition avec celles de plus faible affinité (64). Ce processus, appelé maturation
d’affinité, assure une augmentation constante de I'efficacité de la réponse B contre un

antigéne donné (12).

Une fois les lymphocytes B avec la plus grande affinité sélectionnée, ils entrent dans la
zone T des follicules pour y entrer en contact avec des cellules T CD4" folliculaires (Ten)
(59). Le contact avec lymphocytes T auxiliaires entraine une prolifération clonale puis les
cellules B vont se différencier en lymphocytes B mémoires ou en cellules plasmatiques 2
longue durée de vie. Les cellules mémoires persistent pour de longues périodes et
recirculent dans les organes lymphoides secondaires en plus de coloniser la zone
marginale de la rate (157). Elles portent déja les mutations somatiques et sont donc
capables de rapidement répondre de nouveau 3 un antigéne en sécrétant des Ac de
haute affinité (106). La mémoire humorale a long terme est quant a elle maintenue par
les cellules plasmatiques a longue durée de vie qui migrent vers la moelle osseuse et

continuent de produire des Ac (99).
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6.3 La permutation de classe

Au début de la réponse immunitaire, les Ig qui sont produites sont des IgM. Environ une
semaine apres infection, les cellules B migrant dans les centres germinatifs recoivent des
stimuli de cytokines et des molécules CD40 et CD154, ce qui peut induire un événement
appelé la permutation de classe (102). Cet événement est lui aussi dépendant de I'AID.
Plus concrétement il s’agit d’une délétion sur les régions S (pour switch) se trouvant en
5’ de tous les génes codant pour les régions constantes des cellules B (97). Ce processus
a pour effet de changer la classe des Ac produits par les lymphocytes (d’IgM a 1gG, IgA

ou IgE) sans changer la spécificité d’antigéne de la protéine (102).
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Chapitre 2

MATERIEL ET METHODES
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1 Souris

Les souris C57BL/6 males et femelles de 8 a 10 semaines ont été obtenues de la
compagnie Charles River (Saint-Constant, Canada). Les souris IL-10KO (souche B6.129P2-
1110™9"/1), obtenues de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) possédent un fond
génétique de C57BL/6 a I'exception qu’elles n’expriment pas le géne de I'interleukine 10.
Plus précisément, un fragment génomique de 500 paires de bases contenant le codon 5-
55 du gene codant pour I'lL-10 a été remplacé par une séquence contenant un codon
stop suivi d’une cassette codant pour la néomycine. Un codon stop a aussi été introduit
dans I'exon 3 du géne. Aucune production d’IL-10 n’était détectable par ELISA dans le
supernageant de culture in vitro de cellules T spléniques dérivées de souris homozygotes

suivant une infection avec le nématode N. brasiliensis et stimulées au Con A (87).

Lors des infections ave LCMV ou VSV, les points-limites se limitaient aux signes cliniques
classiques d'inconfort : dos bombé, poil ébouriffé, déshydratation. Dans le cas de VSV, ils
étaient les suivants : lenteur de mouvement, difficulté a se déplacer, développement
d’'une fievre, dyspnée, convulsions, saignements, dos vo(té, incoordination,
écoulements, déplacements en cercle, perte de poids de 15%, masse de plus de 17 mm
de diamétre, difficultés respiratoires, ataxie, fourrure ébouriffée, diarrhée,
déshydratation, infections, arréte de I'alimentation, inflammation, état moribond,
paralysie, amaigrissements, hypothermie, tremblements, automutilation. Une fois
I'expérience terminée, les souris étaient sacrifiées par gazage au dioxyde de carbone

puis dislocation cervicale.
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2 Lignées cellulaires

Les lignées cellulaires utilisées proviennent toutes de I'ATCC. La lignée MC57G (#CRL-
2295) est un fibrosarcome d’un fibrosarcome d’une souris C57BL/6. C’est le standard de
nombreux laboratoires pour I'étude de I'lmmunité virale murine. La lignée L-929 (#CCL-
1), un sous-clone de la lignée parentale de cellules L établie en 1940 par Earle, W.R.,
provient de fibroblastes de souris C3H/An. La lignée BHK-21 (#CCL-10) a été établie a
partir de reins de hamsters nouveau-nés. Toutes les cellules ont été cultivées dans du
milieu Earle’s Modified Essential Medium (MEM, Invitrogen, Carlsbad, USA) dans lequel
a été ajouté 5% de sérum de veau fétal (SVF, Hyclone, Logan, USA) décomplémenté 30
minutes a 56°C. Les cellules étaient incubées dans une étuve a 37°C dans une

atmosphere a 5% CO,.

3 Virus et hapténe

Les virus LCMV-WE, CI13 et Arm ainsi que VSV-Ind ont été obtenus du docteur R.M.
Zinkernagel (Institute of Experimental Immunology, Zurich, Suisse).

Le NP est un hapténe provoquant une réponse immunitaire bien caractérisée mais qui
nécessite un couplage avec une molécule porteuse. Dans notre cas, le NP a été utilisée
couplé a deux molécules porteuses: Ialbumine sérique bovine (BSA) et la
gammaglobuline de poulet (CGG). Plusieurs ratios de molécules porteuse/NP ont été
utilisés pour les tests ELISA : faible (1:3, 1:4), intermédiaire (1:7, 1:9) et fort (1:26, 1:30)
alors qu’un ratio de 1:53 a été utilisé pour les injections intrapéritonéales aux souris.
Deux ratios par catégorie ont été utilisés du fait que la compagnie ne produisait plus le
premier ratio. Tous les réactifs contenant du NP ont été obtenus de la compagnie

Biosearch Technologies Inc. (Novato, USA).
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4 Productions virales

4.1 LCMV

Des cellules L-929 ont été emmenées a 80% de confluence dans des flasques de 150cm?
(Sarstedt, Nimbrecht, Allemagne) dans du milieu MEM 5% SVF. Le surnageant a ensuite
été retiré et les cellules ont été infectées avec LCMV-WE, Arm ou Clone 13 i une
multiplicité d’infection (MOI) de 0,01 dans 20 mL de milieu MEM 1% SVF. Les flasques
ont ensuite été incubées a 37°C 5% CO, pendant 48 h puis le surnageant récupéré.
Plusieurs flacons ont été utilisés en méme temps pour obtenir un volume suffisant 3
I’étape de concentration du virus. Le virus a été concentré en utilisant un dispositif
Jumbosep (Pall Corporation, Ville St. Laurent, QC, Canada) contenant une membrane de
filtration avec des pores de 300. Le surnageant de culture a été déposé dans le dispositif
par tranches de 60 mL puis centrifugé 30 minutes a 2500 g plusieurs fois jusqu’a obtenir
un volume final d’environ 10 mL. Le volume récupéré a été réparti en aliquots de 100pL

puis titré.

4.2 VSV

Le protocole pour obtenir le VSV est sensiblement le méme que pour LCMV a I'exception
que des cellules BHK-21 ont été utilisées et qu’aucune centrifugation n’a été nécessaire

pour avoir une concentration de virus exploitable.



5 Titrage des virus

5.1 LCMV

Le titrage des différentes souches de LCMV a été réalisé par décompte des plages
infectieuses aprés culture et marquage sur des cellules MC57G. Brievement, des
dilutions en série 1:10 de production virale concentrée ont été déposées sur une
monocouche de cellules MC57G dans une plaque de culture 24 puits. Les cellules ont été
cultivées pendant 48 heures a 37°C dans un overlay de 1% méthylcellulose (Sigma-
Aldrich, St-Louis, USA) et fixées a 'aide de formaldéhyde (Fisher, Ottawa, Canada) 25%
dans du PBS (Invitrogen). Les cellules fixées ont été lavées, perméabilisées puis
marquées avec un Ac membranaire de rat VL-4 anti-LCMV (aimablement donné par le
Dr. R.M. Zinkernagel). Un Ac de chévre anti-rat conjugué & la HRP (Jackson
ImmunoResearch) puis un Ac de porc anti-chévre conjugué a la HRP (Invitrogen) ont
ensuite été ajoutés. Un substrat contenant de I'ortho-phenyl-diamine (20 mg OPD
(Sigma-Aldrich), 20 pL peroxyde d’hydrogéne (Sigma-Aldrich) 30%, 12,85 mL Na,HPO,
(Sigma) 0,2 M, 12,15 mL CgHgO; (Fisher) 0,1 M, 25 mL ddH,0) a été utilisé pour révéler

les plages infectieuses. Les titres ont été déterminés avec la formule suivante :

Nombre de plages
Dilution X volume (mL)

Titre =
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5.2 VSV

Le protocole de titrage de VSV est pratiquement identique a celui de LCMV si ce n’est
que comme le virus est lytique, il suffit de colorer avec du crystal violet (Fisher) ia

monocouche de cellules Vero infectées puis de compter les plages de lyse.

6 Test de neutralisation de LCMV

Des dilutions en série 1:10 d’échantillons de sérum ont été mises en contact avec 100
PFU de virus LCMV WE dans les puits d’une plaque de culture 96 puits (Fisher) pendant
1,5 h. Des cellules MC57G ont ensuite été déposées dans chaque puits pour former une
monocouche de cellules et de I'overlay 1% méthylcellulose a été ajouté et les plaques
ont été mises a incuber 48h a 37°C. La révélation des plages infectieuses a été faite
exactement de la méme maniére que pour le titrage du virus. Le titre relatif a été
déterminé en prenant la derniére dilution de sérum qui a provoqué une disparition de

50% des plages infectieuses.

7 Infection et immunisation des souris

Les différentes souches de souris ont été infectées par une injection intraveineuse de
200 pL contenant 10° & 2x10° PFU de virus LCMV (WE, CI13) ou VSV. Par contre
Finfection par LCMV-Armstrong a été réalisée avec une injection intrapéritonéale en
utilisant les mémes doses.

L'immunisation des souris au NP a été faite par injection intrapéritonéale de 100pg de
NPs3-CGG dans 250 pL d’alum (Sigma-Aldrich).

46



Les prélevements sanguins ont été réalisés par ponction de la veine saphéne des souris 3

différents temps aprés infection ou immunisation.

8 ELISA

Le NP-BSA a été dilué a une concentration de 5 pg/mL dans du tampon carbonate
(environ 87,49 mM Na,CO; (Sigma-Aldrich), 12,83 mM NaHCO; (Sigma-Aldrich) dans de
I'eau distillée) et 100 pL ont été déposés dans les puits de plaques ELISA. Ces dernieres
ont été incubées une heure a 37°C a I'abri de la lumiére pour fixer une monocouche de
NP-BSA au fond des plaques. L'expérience a été réalisée en triplicata a différents ratios
(faible : NP4-BSA ou NP3-BSA, intermédiaire : NPg-BSA ou NP;-BSA, fort : NP,s-BSA ou
NP30-BSA) pour permettre de discriminer les anticorps de haute et basse affinité. 100 pL
de PBS-Tween 20 (Sigma-Aldrich) 3% SVF ont été déposés et une incubation de 1 h a été
réalisée pour éviter le signal non-spécifiques. Les échantillons de sérum ont ensuite été
dilués 1:2000 puis en série 1:3 (jusqu’a 4,5x10°) et 50 pL ont été déposés dans les puis
des plaques ELISA. L’Ac secondaire était 50 pL d’un Ac de chévre anti-souris (Jackson
Immunoresearch, West Grove, USA) couplé au HRP et dilué 1:1000 dans du PBS-Tween
20 (Sigma-Aldrich) 0,05%. L'Ac était dirigé contre les IgM et ou les IgG de souris. La
révélation a été réalisée a I'aide de 100 pL d’une solution substrat (0,4 mg/mL d’ortho-
phenyldiamine (Sigma-Aldrich), 0, 4 uL/mL de H,0, (Sigma-Aldrich), dans du tampon
citrate pH5 (0,1M Na2HPO4 (Sigma-Aldrich), 0,05M CgHsO; (Fisher) dans de Ieau
distillée)). L'acquisition des données se fait par lecture de densité optique & 490nm sur

un spectrophotometre Biorad Model 680.
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9 Analyses statistiques

Toutes les statistiques ont été effectuées avec un test ANOVA a deux dimensions pour

chaque groupe suivi d’un post-test de Bonferroni pour comparer les groupes entre eux.
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Chapitre 3

RESULTATS
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1 Influence de FIL-10 sur la réponse humorale

neutralisante

Lors des infections virales persistantes, aussi bien humaines que murines, il a déja été
démontré que la réponse en Ac ainsi que celle en AcN était modifiées par rapport a une

apparition normale dans le cadre d’une infection aigiie (127).

Ce retard n’a jamais a ce jour pu étre concrétement expliqué. Un fait paralléle intriguant
est que de nombreux virus persistants provoguent une augmentation drastique de la
production d’IL-10 par les cellules immunitaires. Ce phénoméne a été observé aussi bien
pour HCV (73, 183), le VIH (30, 130) mais aussi LCMV (48). Cette cytokine inhibe la
production de cytokines proinflammatoires, la co-stimulation, I'expression des CMH de
classe Il et la sécrétion de chimiokines, ce qui a pour effet de réduire I'activité des

cellules présentatrices d’antigéne et des lymphocytes T (118, 134).

En 2006, une équipe de recherche a démontré que lorsque des souris infectées par
LCMV étaient incapables de produire de I'lL-10, il y avait perte de persistance du virus
(48). Par la suite, I'équipe de Brooks a caractérisé plus précisément les mécanismes
pouvant étre a la base de cette perte de persistance. Leurs travaux mettent notamment
en évidence une influence de I'lL-10 sur la quantité de lymphocytes T CD4+ spécifiques
au virus dans le cadre d’une infection par Cl13 ainsi que des résultats similaires

concernant les lymphocytes T cytotoxiques CD8" (16).

Les lymphocytes T CD4" sont importants pour plusieurs processus de maturation des
lymphocytes B et de production des Ac (59). Une influence de I'lL-10 ayant été mise en
évidence sur la composante cellulaire de la réponse immunitaire dans le cadre d’une
infection par LCMV, il se peut que cette cytokine ait aussi une influence directe ou

indirecte sur la composante humorale.
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Pour mettre en évidence une telle influence, dix souris (cing males et cinq femelles)
C57BL/6 et IL-10KO ont été infectées avec 2x10° pfu de CI13 ou Arm. L’expérience a été
réalisée une premiére fois avec une mortalité de 90% des souris IL-10KO infectées avec
Cl13 aux alentours de huit jours apreés I'infection. Des prélévements de sang ont quand
méme été réalisés aux jours 0, 4, 8, 12, 20, 30, 40, 50, 60, 80 et 100 aprés I'infection et
les sérums prélevés ont été utilisés pour réaliser des tests de neutralisation pour
quantifier les AcN spécifiques au virus présents dans ces sérums. Un fait surprenant lors
de I'analyse des résultats de cette premiére expérience est que, dans chaque groupe, ce
sont exclusivement les souris femelles qui ont répondu & I'infection en produisant des
AcN alors que les males n’ont pas répondu. Malheureusement, les résultats de cette
manipulation ne sont pas exploitables dans le cadre de notre étude étant donné qu’il ne

reste plus qu’une seule souris dans le groupe IL-10KO infecté avec CI13.

Pour la seconde expérience, nous nous sommes cantonnés a infecter uniquement des
souris femelles pour nous concentrer sur I'effet de I'absence d’IL-10 et non sur
Iinfluence du sexe. Les groupes ont été réduits a 3 souris femelles et seulement 10° pfu
ont été injectés a chaque souris pour essayer de diminuer la mortalité du groupe IL-
10KO infecté avec Cl13. Les prélévements de sang ont été réalisés aux jours 0, 4, 8, 12,

20, 30, 40, 50, 60, 80 et 100.
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Figure 14 Evolution des titres en anticorps neutralisants spécifiques au virus suite une
infection avec LCMV ClI13 ou Arm. 3 souris par groupe ont été infectées avec 10° pfu de
virus i.v. Les sérums ont été prélevés sur les souris a différents temps aprés infection et
utilisés pour réaliser un test de neutralisation afin de quantifier les AcN spécifiques au
virus qu’ils contiennent.

Contrairement a la premiére expérience d’infection aucune mortalité particuliére n’a été
remarquée, toutes les souris ayant toutes survécu jusqu’a la fin de I'expérience. On
remarque tout d’abord que les titres en AcN sont faibles pour les quatre groupes. Il
semblerait que le groupe de souris C57BL/6 infectées avec Cl13 soit le seul & avoir
répondu de maniére importante. Cependant, I'importance de la barre d’erreur met bien
en évidence le fait que quelques souris ont « fortement » répondu (titre de 160) alors

que la majorité n’a produit que peu (titre de 40) ou pas d’Ac.
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2 Comparaison de la réponse contre le NP dans le cadre

d’une infection aigiie ou persistante

Il a été démontré que les AcN ont un réle primordial dans le contréle des infections
virales aigiies et que ces Ac apparaissent trés tardivement dans le cas de nombreuses
infections virales persistantes (127). Cette apparition tardive pourrait étre expliquée de
multiples fagons et ces explications pourraient étre séparées en deux hypothéses de
base : ou bien c’est le virus qui modifie ses épitopes neutralisants pour empécher la
formation correcte des Ac (hypothése virale), ou bien Vinfection provoque une
modification d’un mécanisme immunitaire qui entraine I'apparition tardive des Ac
(hypothése immunitaire). Dans le cas d’une modification du virus, le retard d’apparition
des Ac serait alors limité aux Ac spécifiques du virus, dont le retard a déja été démontré
(127). Dans le cas contraire, si jamais la modification est au niveau immunitaire, il est
probable que le retard d’apparition des Ac ne se limite pas seulement aux Ac spécifiques
mais que ce retard puisse aussi étre mis en évidence dans le cas d’Ac spécifiques

d’autres antigenes, cette hypothése n’a jamais été démontrée.

Pour étudier cette hypothése, nous avons effectué des expériences (figure 15) dans
lesquelles, dans un premier temps, 3 souris C57BL/6 ont été infectées avec LCMV WE ou
VSV Indiana (avec un groupe contréle non infecté) afin de créer un environnement de
réponse immunitaire typique d’une infection persistante, aigiie, ou absence d’infection
(réponse normale). Par la suite, un antigéne exogéne a été injecté aux trois groupes de
souris pour analyser la réponse en anticorps et c’est la réponse humorale spécifique.
Dans notre cas, I'antigéne injecté est le NP, pour garder une continuité avec les

expériences réalisées précédemment sur I’étude de la réponse immunitaire.
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Figure 15 Protocole expérimental pour I'étude de la réponse humorale contre le NP
dans le cadre d'une infection par LCMV, VSV ou chez des souris non-infectées. 3 souris
par groupe sont infectées avec 2x106pfu de virus au jour 0 puis immunisées avec 100pug
de NP-CGG dans I'alum a des temps différent suivant les expériences (jours 0,4, 8, 12 ou
20 post-infection). Des prélévements sanguins sont effectués aux jours 0, 4, 8, 12, 20 et
30 post-immunisation et la cinétique d’apparition des anticorps est étudiée par test
ELISA spécifique au NP.

2.1 Quantité des anticorps

La présence des anticorps spécifiques au NP est analysée par test ELISA. Afin de pouvoir
séparer les anticorps de haute affinité de I'ensemble des anticorps spécifiques au NP,
Iexpérience a été réalisée en triplicata avec une adsorption de différents ratios de
complexes NP-BSA (faible : NP, ou NP3, intermédiaire : NPy ou NP5 et fort : NP6 ou NP3p)
sur les plaques ELISA. Les anticorps secondaires utilisés ont permis de détecter la

présence d'immunoglobulines G ou M dans les échantillons de sérum dilués en série.
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Figure 16 Cinétique d'apparition des anticorps spécifiques au NP aprés une immunisation 8 jours
aprés infection. Les valeurs représentées sont le résultat de calculs statistiques sur les titres obtenus a
partir des tests ELISA sur les sérums des souris de chaque groupe. * =p< 0,05, **=p<0,01, ***=p<

0,001.

Les résultats obtenus dans le cas de I'immunisation 8 jours aprés infection (figure 16)
sont présentés en premier car c’est lors de cette expérience que les résultats les plus
représentatifs ont été obtenus. Premiérement, les immunoglobulines apparaissent avec
une cinétique typique de leur classe, que cela soit de maniére précoce suivie d’une
décroissance pour les IgM, ou bien plus tardive et avec des titres plus importants pour
les 1gG. Il apparait que les souris infectées par VSV ne présentent pas une réponse en
anticorps anti-NP significativement différente de la réponse « normale » dans le cas du
groupe de souris non infectées. Par contre, le groupe de souris infecté par LCMV
présente d'une part un trés net retard d’apparition des anticorps et de plus ce retard
s’accompagne d’une quantité d’anticorps plus faible comparée aux titres obtenus dans
le cas des deux autres groupes. Cette différence est maximale entre le groupe LCMV et

les deux autres au jour 8 aprés I'immunisation.
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Des expériences similaires ont été réalisées avec des temps d'immunisation différents, a
savoir jour 0, 4, 12 et 20 post-infection, donnant lieux aux résultats représentés ci-apres.
En ce qui concerne la production d’IgM (figure 17), des différences significatives
apparaissent uniquement aux jours 4 et 8 post-infection alors que les jours 0, 12 et 20
ne présentent aucune différence significative entre le groupe LCMV et les groupes VSV
et non infectés. Quelque soit le jour d’immunisation, on retrouve toujours la cinétique
d’apparition caractéristique des IgM avec une augmentation progressive jusqu’a un seuil
puis une diminution. Par contre pour les IgG (figure 18), lorsque les souris sont infectées
et immunisées le méme jour il ny a pas de différence significative. Lorsque I'injection de
NP-CGG est retardée dans le temps, il y a un retard de production d’IgG dans le cas du
groupe LCMV par rapport aux deux autres et qui est maximale encore une fois aux jours

4-8.

Afin d’étudier I'impact sur la production d’anticorps dans le cas de chacune des
infections par rapport a des souris non-infectées, un ratio est calculé entre la guantité
d’anticorps anti-NP produite & un moment donné par les souris infectées avec soit LCMV
soit VSV, par rapport a la quantité produite au méme moment par les souris non-
infectées. Ce ratio infectées/non-infectées pour chaque expérience d'immunisation
permettra de visualiser I'évolution de la production d’anticorps en fonction de la

progression de l'infection (figure 19).
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Figure 17 Cinétique d'apparition des immunoglobulines M spécifiques au NP aprés des
immunisations aux jours 0, 4, 8, 12 et 20 aprés Vinfection. Le protocole expérimental est
exactement le méme que pour I'expérience de I'immunisation jour 8.
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Figure 18 Cinétique d'apparition des immunoglobulines G spécifiques au NP aprés des
immunisations aux jours 0, 4, 8, 12 et 20 aprés linfection. Le protocole expérimental est
exactement le méme que pour I'expérience de I'immunisation jour 8.
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Figure 19 Fenétre d'influence des infections aigiies ou persistante sur la production
normale d'immunoglobulines. Les valeurs sont obtenues en calculant un ratio a partir
des valeurs soit du groupe LCMV soit du groupe VSV sur les valeurs du groupe de souris
non-infectées. Les valeurs sélectionnées pour le calcul sont celles de I'expérience avec
un faible ratio de NP-BSA au jour 8 post-immunisation.

Premiérement, que cela soit pour les 1gG ou pour les IgM, la production d’anticorps dans

le cas du groupe infecté avec VSV est proche des 100% d’une production normale de

souris non-infectées. Concernant la production relative des souris du groupe ayant été

infectées avec LCMV, le constat est trés différent. Tout d’abord I'impact semble moins

constant que dans le cas du groupe VSV. Suivant le moment de I'immunisation la

production d’anticorps en est considérablement modifiée. Il apparait que I'influence est

maximale aux jours 4 et 8 post-infection avec des inhibitions respectivement de I'ordre

de 80 et 100% pour les IgM et 95 et 100% pour les IgG. Cette inhibition perd en intensité

avec le temps, rejoignant presque la valeur « normale » au jour 20 post-infection. Il ne

semble pas qu’il y ai de différence significative lorsque les souris sont infectées et

immunisées avec le NP-CGG le méme jour.
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2.2 Affinité des anticorps

Pour pouvoir mettre en évidence la modification d’affinité, il faut pouvoir comparer la
proportion d’anticorps de haute affinité parmi I'ensemble des anticorps présentant une
certaine affinité pour le nitrophenyl. Pour visualiser ceci, un ratio a été calculé pour
chaque expérience entre la valeur de la plaque sur laquelle a été adsorbé le BSA couplé
a un faible ratio de NP (NP3 ou NP,) et la valeur de la plaque au fort ratio de NP (NP5 ou

NP3p) (figure 20).

Immunisation jour 8 - NP3/NP30 moyenne Immunisation jour 8 - NP3/NP30 moyenne
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Figure 20 Evolution de I'affinité des anticorps anti-NP aprés immunisation 8 jours
apres l'infection Les valeurs des ratios NP3/NP30 sont représentées pour les IgM et 1gG
a partir du jour 8 car les valeurs sont nulies pour les jours 0 et 4.

Dans les deux cas il n’y a pas de réelle différence significative entre le groupe infecté
avec LCMV et les deux autres groupes. Les allures des graphiques sont différentes mais

I"allure des courbes des trois groupes sont a chaque fois similaires.
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Chapitre 4

DISCUSSION
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1 Influence de [IIL-10 sur la réponse humorale

neutralisante

Une action de I'lL-10 sur la réponse des lymphocytes T a été démontrée en 2006 dans le
cadre d’une étude de I'infection par LCMV (16). Cette action régulatrice ne se limite pas
a I'lL-10 et il a aussi été démontré des effets similaires de la part du TGF-B (174). En
parallele, il était découvert que si la souris n’est pas capable de produire de I'lL-10 alors
le virus n’est pas capable de persister (48). Cette influence s’étendait a la fois a la
réponse des CTLs et a la réponse des lymphocytes T auxiliaires CD4* qui étaient toutes
les deux fortement réduites. Cependant, son influence sur la réponse des lymphocytes B
n’a jamais été démontrée. Etant donné que les lymphocytes T CD4* sont impliqués dans
le processus de formation des Ac, notamment au travers de la présentation d’antigéne
T-dépendant dans les GC de la rate et la permutation de classe (59), il était pertinent de
nous demander si la production de ces Ac ne serait pas a son tour altérée, directement
ou indirectement, par la forte production d’IL-10 durant une infection par LCMV et donc
une diminution de I'action des lymphocytes T auxiliaires. L’étude comparative entre les
réponses de souris IL-10KO et de souris C57BL/6 au fond génétique sauvage devait nous
permettre d’avoir une premiére indication de I'implication de cette cytokine dans le

retard d’apparition des AcN.

Les premieres expériences ont été marquées par une mortalité de 90% des souris IL-
10KO infectées avec la souche Cl13 de LCMV. Une mortalité identique avait été observée
lors des travaux de Brooks (M. Martinic, communication personnelle) et une simple
diminution de la dose d’infection a permis de considérablement diminuer la mortalité
des souris (de 0 a 10% suivant lexpérience). L'IL-10 étant une cytokine
immunosuppressive et anti-inflammatoire, il est permis de penser que son absence a
empéché un contrdle de la réponse immunitaire qui s’est emballée avec des étapes

successives d’activation, débouchant sur une véritable tempéte de cytokines
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proinflammatoires a l'origine de la mort de la majorité des souris infectées. Ce
phénoméne de tempéte de cytokines est une réaction immunitaire qui devient
incontrélée par I'organisme et dont résulte une activation d’un trop grand nombre de
cellules immunitaires a un méme endroit. Cette pathologie a pour la premiére fois été
décrite chez ’'homme en 1993 (51). L’hypothése de la tempéte de cytokine avait déja été
avancée pour expliquer une morbidité importante dans le cas d’une infection de souris

IL-10KO par le cytomégalovirus murin (MCMV) (126).

Dans les différentes expériences réalisées les résultats sont similaires, avec une réponse
plus fortes pour le groupe de souris C57BL/6 infectées avec LCMV CI13 par rapport aux
trois autres groupes (B6 infectées avec Arm et IL-10KO infectées avec Arm et CI13). C'est
un résultat surprenant dans la mesure ot I'lL-10 étant une cytokine immunosuppressive,
nous nous attendions a voir une réponse humorale plus importante dans le cas des
souris IL-10KO. Les possibilités de comparaison avec d’autres modeles sont
malheureusement rares car la plupart des études en rapport avec notre modéle se
focalisent sur la composante cellulaire de la réponse immunitaire. Un fait intéressant est
a noter cependant, mis en évidence en 2010 lors d’une infection de souris IL-10KO avec
le virus influenza A (169). Dans cette publication, une concentration plus importantes
d’immunoglobulines avait été détectée dans le tractus respiratoires des souris IL-10KO
infectées par rapport aux témoins C57BL/6. Cette modification de la production d’Ac ne
s’étendait cependant pas au niveau systémique (169). Il est probable qu’une telle
divergence puisse étre attribuée a des mécanismes viraux d’infection différents, la
réponse humorale étant plus importante pour le contrdle d’une infection par influenza
(142) que pour LCMV, d’autant plus si on tient compte du fait que influenza A est un

virus aigu alors que LCMV est un virus persistant.

Il semblerait donc que notre hypothése ne soit pas vérifiée et que, bien qu’elle ait une
influence sur la composante cellulaire de la réponse immunitaire, I'interleukine 10 ne

semble pas avoir d’action directe ou indirecte sur la production d’AcN contre le virus.
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2 Comparaison de la réponse contre le nitrophenyl dans
le cadre d’une infection aigilie, persistante, ou en

I’absence d’infection

2.1 Quantité des anticorps

Le retard d’apparition des Ac (dont les AcN) dans le cadre d’infections persistantes
humaines et murines, et plus particulierement des infections par LCMV, est un
phénomeéne qui a été mis en évidence dans de nombreuses publications depuis plusieurs
années (69). Cependant, les seuls Ac ayant été observés sont ceux qui sont spécifiques
au virus. Il serait intéressant de savoir si ce retard est d’origine virale ou immunologique.
Il est bien connu que les virus a ARN, du fait de leur génome restreint, ont une grande
facilité a se modifier et a muter (96). Si c’est le virus qui, par divers mécanismes internes,
arrive a se modifier pour retarder la reconnaissance de ses épitopes, alors le retard
d’apparition des Ac sera limité aux seuls Ac spécifiques au virus. Dans le cas contraire, si
jamais un mécanisme immunitaire ne se produit pas correctement dans le cas d’une
infection par LCMV, alors la production des Ac spécifiques aux antigénes étrangers au
virus devrait aussi étre affectée par l'infection. C'est potentiellement I'une de ces
causes, ou une action synergique des deux, qui est la cause du retard dans I'apparition

des Ac dans le cadre des infections persistantes.

Pour vérifier s'il y a modification de mécanismes immunitaires humoraux lors de
I'infection par LCMV, une expérience comparative d’apparition des Ac contre un
antigéne commun a été réalisée dans le cadre d’une infection persistante (LCMV WE),
aiglie (VSV Indiana) ou de I'absence d’infection. Pour cela, trois groupes de souris ont

été infectés (ou non dans le cas du groupe témoin) avec I'un ou 'autre des virus puis un
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antigene exogéne leur a été injecté pour provoquer une réponse immunitaire contre cet
antigene. Une étude de I'apparition des Ac contre cet antigéne dans les trois contextes
d’infections a permis de savoir si le retard de la réponse humorale se limite seulement
aux Ac spécifiques au virus ou bien si un processus s’effectue de maniére anormale 3

I'intérieur du systéme immunitaire des souris.

Lorsque I'on regarde I'apparition des Ac aprés immunisation, que cela soit pour les IgG
ou les IgM, il y a un trés net retard dans le cas du groupe de souris infectées avec LCMV
par rapport aux deux autres groupes (VSV et non infecté), qui eux ont une cinétique de
production similaire. Ce retard se manifeste dés les premiers jours de I'infection et se
prolonge tout au long de I'expérience, jusqu’au jour 30 post-immunisation. On peut faire
un paralléle entre ce constat et le retard démontré pour les Ac spécifiques au virus (69),
nos résultats élargissant juste la possibilité d’influence de I'infection par LCMV a tous les
anticorps produits lorsque le virus est présent dans I'organisme. De plus, et cela apparait
encore plus clairement dans le cas des IgM, la quantité d’Ac produite par le groupe
LCMV est non seulement en retard mais en plus est trés inférieure et ne rattrape pas la
quantité produite par les deux autres groupes. Il semble donc bien que l'influence sur la
production d’Ac ne se limite pas seulement aux Ac spécifiques au virus mais soit plus
générale, trahissant un probléme au niveau de la fabrication des Ac dans le systéme
immunitaire. Il est aussi intéressant de noter que l'influence n’est pas la méme suivant
que I'on immunise les souris avec le NP-CGG a des temps différents post-infection. Fait
important : il n’y a pas d’influence significative lorsque les souris sont infectées et
immunisées le méme jour. Ce constat semble cohérent dans la mesure ou si ¢’est le virus
qui provoque un mauvais fonctionnement d’'un mécanisme immunitaire, il lui faut
probablement un certain laps de temps pour pouvoir asseoir son influence. Le constat
est opposé lorsque les souris sont immunisées aux jours 4 et 8 post-infection. En effet,
I'inhibition est maximale (100% au jour 8) mais est également trés importante au jour 4,
bien que plus faible (environ 80% pour les IgM et 95% pour les IgG). Cette importante
diminution aux jours 4 et 8 post-infection peut-&tre facilement expliquée par la

cinétique de prolifération du virus qui procure une charge virale circulante maximale a
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ce moment de l'infection. De fait, il semble important de noter que la diminution de
I'influence sur la production d’Ac anti-NP aux jours 12 et 20 post-infection coincide avec
la diminution de la charge virale circulante dans le cas d’une infection par le virus LCMV

(69).

De nombreux mécanismes mis en évidence dans le cadre d’une infection a LCMV ayant
pu étre extrapolés aux infections humaines, il serait trés intéressant de voir ce qu’il se
passe au niveau d’une réponse exogene dans le cadre d’infections au VIH ou HCV par
exemple. Malheureusement les travaux sur la réponse humorale contre ces virus se sont
jusgu’ici toujours limité a la réponse antivirale (133, 173, 176) ce qui fait qu’aucun point
de comparaison direct n’est disponible pour d’autres modéles en relation avec le notre.
Par contre dans le cas de ces infections la cinétique d’apparition des anticorps
spécifiques au virus étant similaire a celle observée dans le cas de LCMV, on peut donc
supposer qu’un mécanisme similaire régit le retard d’apparition des anticorps dans le

cadre de ces trois pathologies.

2.2 Affinité des anticorps

La réponse humorale retardée a été mise en évidence et le fait qu’elle soit aussi
applicable pour un antigene exogéne démontre bien que le processus de formation des
Ac est affecté. Dans le cas de virus aiglis comme VSV, la maturation d’affinité se fait
rapidement et donne lieu a une apparition rapide d’Ac de haute spécificité pour le virus
(147). La maturation d’affinité étant un mécanisme clef de la production des Ac, est-ce
gu’une des raisons du retard de leur apparition ne pourrait pas étre que cette

maturation ne se fasse pas correctement ?
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Pour répondre a cette question, I'expérience d’ELISA permettant de détecter les
anticorps spécifiques au NP a été réalisée avec adsorption de trois ratios différents de
NP-BSA, permettant d’adsorber plus ou moins d’antigéne au fond des puits des plaques.
Ce triplicata a permis de capturer dans une plaque I'ensemble des Ac ayant la moindre
affinité pour le NP (Ac de faible affinité) et de capturer dans une autre seulement les Ac
possédant I'affinité la plus forte pour I'antigéne (Ac de haute affinité). La discrimination
des Ac de haute affinité parmi 'ensemble des Ac a permis de voir s’il y avait une
influence non pas sur la quantité totale mais sur les proportions et ainsi d’analyser
indirectement la maturation d’affinité dans le cadre de chaque infection. Sur Fensemble
des graphiques réalisés il n’y a pas de différences statistiquement significatives entre les
trois groupes, ce qui semble indiquer que le (ou un des) mécanisme(s) influencé(s) par
I'infection par LCMV ne soit pas au niveau de la maturation d’affinité en elle-méme mais
a une autre étape du processus de développement des Ac. Dans le cas présent, plusieurs
nouvelles hypothéses peuvent étre avancées. Il est possible que la maturation d’affinité
se fasse correctement mais que le nombre de cellules productrices d’Ac soit réduit.
Cette réduction pourrait étre due notamment a un nombre plus réduit de centres

germinatifs ou encore a un probléme dans I'expansion clonale des lymphocytes B.

En 2006, le laboratoire de Rafi Ahmed a démontré que les lymphocytes T cytotoxiques
épuisés dans le cadre d’une infection par LCMV exprimaient de maniére intense la
molécule programmed death 1 (PD-1) alors que ce n’était pas le cas des lymphocytes
non épuisés (9). De méme, les lymphocytes T auxiliaires folliculaires et les cellules B des
centres germinatifs I'expriment fortement (54). PD-1 étant reconnu comme étant un
régulateur négatif de la réponse B (124, 129), il pourrait étre impliqué dans la
diminution de I’activation des lymphocytes B tout en laissant le processus de maturation

d’affinité se dérouler correctement, ce qui pourrait expliquer nos résultats.
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Conclusion et perspectives

Les AcN sont au centre de la lutte contre les infections virales car ce sont eux qui sont
responsables de I’élimination de la plupart des virus aigus et qu’ils sont primordiaux
pour le développement de stratégies vaccinales. Malheureusement, il a été démontré
que leur production est profondément modifiée lors des infections persistantes et ce

constat pourrait étre une des explications pour cette persistance.

Suite aux expériences réalisées durant ma maitrise, il a été mis en évidence que le retard
d’apparition des Ac ne se limite pas seulement aux Ac spécifiques du pathogéne mais
que la production d’Ac contre un antigéne exogéne soit elle aussi modifiée. Cette
constatation ouvre la porte a la notion d’une modification plus profonde et généralisée
de la réponse humorale impliquant un dysfonctionnement dans les mécanismes de

production des Ac en général.

Les raisons de cette apparition tardive peuvent étre extrémement nombreuses, incluant
une modification de la maturation d’affinité, un probléme dans la prolifération clonale
des lymphocytes B, une diminution du potentiel sécrétoire de chaque cellule, ou encore
d’autres encore non envisagées. L’hypothése de la maturation d’affinité est rejetée
puisque nos travaux ont montré que, bien qu’il y ait une différence dans la quantité
d’Ac, il n’y a pas de modification de la proportion d’Ac de haute affinité dans le cas de
I'infection par LCMV. Afin de mieux cerner les mécanismes qui pourraient étre
impliqués, il serait intéressant de réaliser des expériences de coupes histologiques sur
des rates prélevées sur les souris des trois groupes de I'expérience NP. Une analyse des
structures aprés immunomarquage des rates et notamment des GC pourrait donner de
premiéres pistes pour comprendre la raison du retard d’apparition des Ac, notamment
au niveau de l'architecture splénique. Il serait aussi intéressant de réaliser des
expériences d’Elispot a partir de prélevements de moelle osseuse pour quantifier les

lymphocytes B matures spécifiques du NP présents dans I'organisme. Une diminution de
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la quantité de ces lymphocytes serait une explication logique du retard et de la plus

faible quantité d'Ac produits contre le NP dans le cadre d’une infection par LCMV.
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