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Résumé

Les anticorps, exprimés a la surface des lymphocytes B ou sécrétés dans le sérum,
doivent offrir une énorme diversité afin de reconnaitre et neutraliser un nombre
important de pathogénes potentiels. Plusieurs facteurs contribuent a la diversité
des anticorps, dont les multiples segments géniques de la lignée germinale, qui
constituent le répertoire primaire. Lors d’une réponse immunitaire, certains
mécanismes permettent d’augmenter la diversité et I’affinité a 1’antigéne, soit
I’hypermutation somatique et les réarrangements secondaires. Le processus de
permutation isotypique permet quant a lui aux anticorps de changer de fonction

biologique tout en gardant leur spécificité pour I’antigéne.

Afin d’évaluer I'importance que jouent ces facteurs dans une réponse antivirale
protectrice, nous avons infecté, avec le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le
virus de I’hépatite murine (MHV) ou le virus de la chorioméningite
lymphocytaire (LCMYV), trois types de souris transgéniques immunodéficientes,
ayant chacune une lacune dans la capacité a diversifier leur répertoire de
lymphocytes B. La souris HC1 est restreinte a utiliser un seul segment génique
Vu pour former la chaine lourde de ses anticorps, la souris AID™" ne peut mi faire
d’hypermutation somatique ni de permutation isotypique et finalement, la souris
QM génére des anticorps théoriquement monospécifiques a I’hapténe nitrophényl
(NP).

Les titres en anticorps neutralisants anti-VSV et anti-MHV ont été déterminés
chez les trois souris transgéniques et chez la souris de type sauvage C57BL/6
Jusqu’au jour 40 post-infection, alors que les titres en anticorps neutralisants anti-
LCMYV ont été déterminés jusqu’au jour 120 post-infection. Les résultats montrent
que : 1-la diversité de la troisiéme région hypervariable (CDR3) de la chaine
lourde a elle seule est suffisante pour produire des anticorps neutralisants contre
VSV, 2-les réarrangements secondaires peuvent générer une réponse humorale

neutralisante et protectrice contre VSV et MHV, 3-des anticorps neutralisants et
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protecteurs contre VSV et MHV peuvent étre produits en absence
d’hypermutation somatique et de permutation isotypique et 4-une pleine diversité
du répertoire est essentielle pour générer des anticorps neutralisants contre
LCMV.

De plus, I’'importance de la diversité des anticorps naturels dans le recrutement du
VSV a la rate et dans sa dissémination en périphérie quelques heures aprés
I’infection a été évaluée. Les souris C57BL/6, HC1, QM et AID " ont été
infectées avec une forte dose de virus puis le titre viral a été déterminé dans la
rate, le sang, le foie et les reins de 1 heure a 48 heures post-infection. Les
résultats laissent croire qu’une plus grande diversité des anticorps naturels est

bénéfique pour un recrutement rapide du VSV a la rate.

Cette étude montre que la pleine diversité des anticorps n’est pas nécessaire pour
induire le développement d’anticorps neutralisants et protéger la souris contre
certains virus, en particulier les virus cytopathogénes, mais qu’elle est bénéfique
pour une réponse immunitaire rapide et qu’elle semble nécessaire pour I’'induction

d’une réponse humorale contre les virus non-cytopathogenes comme LCMV.

Mane-Héléne Coté Alain Lamarre
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Introduction

Au cours de notre vie, nous sommes continuellement en contact avec des micro-
organismes dont certains ont le pouvoir de provoquer des infections et des
maladies. Non seulement les micro-organismes, tel virus et bactéries, sont en
nombre incroyablement élevé mais ils sont aussi en diversité infinie dans la
nature. Dans la bataille contre les envahisseurs microbiens, les humains et les
autres vertébrés sont protégés par un ensemble de mécanismes de défense
nommeés collectivement «systéme immunitaire». Le systéme immunitaire est un
systéme adaptatif qui a évolué remarquablement pour combattre les agents
pathogénes. La premiére ligne de défense, capable de reconnaitre rapidement un
agent infectieux, est appelée I’immunité naturelle (ou innée). L’ immunité acquise
(ou adaptative), avec ses branches humorale et cellulaire, est non seulement
capable de combattre une infection mais aussi de mémoriser les pathogénes
rencontrés. Les anticorps, glycoprotéines de la superfamille des
immunoglobulines, sont des joueurs essentiels dans les deux types d’immunité.
Ils sont exprimés a la surface des lymphocytes B ou sécrétés dans le sérum par
ceux-ci. Avec leur grande diversité, ils reconnaissent et neutralisent les antigénes

et, de concert avec la réponse cellulaire, controlent les infections.

La diversité des anticorps est le résultat de plusieurs facteurs distincts, dont, en
premier lieu, I’organisation des génes en multiples segments. Le réarrangement
des segments géniques constitue le répertoire primaire des anticorps. Lorsque le
lymphocyte B reconnait et répond a un antigéne, des mécanismes de maturation
d’affinité (I’hypermutation somatique et les réarrangements secondaires)

augmentent la diversité des anticorps.

Il est généralement présumé qu’une grande diversité des anticorps assure une
meilleure réponse immunitaire contre un grand nombre de pathogénes potentiels.
Cependant la contribution de la diversité des anticorps dans le développement

d’une réponse antivirale protectrice n’a jamais été évaluée concrétement.



Afin d’évaluer la contribution du répertoire primaire des lymphocytes B et des
mécanismes de maturation de I’affinité dans 1’induction d’une réponse antivirale
protectrice, des souris transgéniques limitées dans leur capacité a diversifier leur
répertoire d’anticorps ont été infectées avec différents virus. La souris HC1 est
restreinte a utiliser un seul segment génique Vy pour former la chaine lourde de
ses anticorps (Xu and Davis, 2000), la souris AID™" ne peut faire d’hypermutation
somatique ni de permutation isotypique (Muramatsu et al., 2000) et finalement, la
souris QM génére des anticorps théoriquement monospécifiques a I’hapténe
nitrophényl (NP) (Cascalho et al., 1996).

Dans un premier temps, le recrutement du virus de la stomatite vésiculaire (VSV)
a la rate et sa dissémination dans les organes périphériques ont été mesurés
quelques heures aprés I’infection. Les anticorps naturels, produits par les
lymphocytes B1, sont reconnus pour recruter et retenir trés efficacement des
antigénes viraux a la rate et ainsi prévenir I’infection des organes périphériques
(Lutz, 1999; Ochsenbein et al., 1999). L’objectif de cette expérience était
d’évaluer I'importance de la diversité des anticorps naturels dans le recrutement
de VSV alarate. Les anticorps naturels, majoritairement de type IgM, présentent
une moins grande diversité comparés aux anticorps générés par les lymphocytes
B2, entre autres, parce qu’ils subissent moins d’hypermutations somatiques. Nos
hypothéses étaient donc qu’il ne devrait pas y avoir de différence significative
entre les titres viraux chez la souris AID™" et chez la souris de type sauvage
CS57BL/6 et que, chez les souris HC1 et QM, les titres viraux devraient étre moins
élevés dans la rate et plus élevés dans les organes périphériques comparés a la
souris C57BL/6.

Ensuite, les réponses humorales contre le VSV, le virus de I’hépatite murine
(MHYV) et le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) chez les trois
souris immunodéficientes ont été testées. Avec la souris HCI, I’objectif était
d’évaluer le rdle du répertoire primaire dans I’induction de la réponse antivirale.

Comme le CDR3 de la chaine lourde joue un réle important dans la liaison a



I’antigéne (Davis et al., 1997,1998), la souris HC1, bien que limitée dans son
répertoire primaire, peut générer des anticorps spécifiques a certains antigénes,
comme des protéines et des hapténes (Xu and Davis, 2000). Nous avons donc
émis I’hypothése qu’elle pourrait faire de méme avec des virus. La souris AID™
nous a permis d’évaluer la contribution des mécanismes d’hypermutation
somatique et de permutation isotypique dans la génération d’anticorps
neutralisants. Notre hypothése prévoyait que des anticorps neutralisants et
protecteurs de type IgM pourraient étre générés en absence hypermutation contre
VSV, MHYV et LCMV, comme c’est le cas avec le virus influenza (Harada et al ,
2003). Finalement, nous avons confirmé, chez la souris QM, que les
réarrangements secondaires sont a eux seuls suffisants pour produire des anticorps

neutralisants et protecteurs contre certains virus (Lopez-Macias et al., 1999)



1.0 Revue de la littérature

1.1Vue d’ensemble des lymphocytes B

Les lymphocytes B sont des cellules du systéme immunitaire qui expriment a leur
surface ou sécrétent dans le sérum des molécules d’immunoglobuline, ou
anticorps. 1l existe deux sous-groupes de lymphocytes B, soit les lymphocytes B1
et les lymphocytes B2. Le sous-groupe B1 apparait dés la vie feetale, avant le
sous-groupe B2. On retrouve les lymphocytes B1 majoritairement dans le
péritoine, alors que les lymphocytes B2 peuplent les organes lymphoides
secondaires (ex : ganglions lymphatiques et rate). Les lymphocytes B2 matures,
avec la collaboration des lymphocytes T, produisent des immunoglobulines de
haute affinité, spécifiques d’un antigéne, afin de controler et éliminer les
infections microbiennes. Ces cellules jouent donc un rdole important dans
I’'immunité acquise. Les lymphocytes B1 constituent plut6t la premiére ligne de
défense contre la plupart des infections. De maniére indépendante de 1’aide des
lymphocytes T, ils sécrétent des anticorps de faible affinité ayant une large
spécificité (Ochsenbein et al., 1999, Ochsenbein and Zinkernagel, 2000). IIs font
le lien entre I'immunité naturelle et I’immunité acquise et plusieurs
caractéristiques les mettent a part des lymphocytes B2. Les prochaines sections
s’appliquent principalement aux lymphocytes B2, qui seront appelés simplement
lymphocytes B afin d’alléger le texte. 1l sera question des lymphocytes B1 plus en

profondeur a la section 1.7.
1.2 Structure des immunoglobulines

Les immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines qui fixent les antigénes. Elles
sont présentes a la surface des lymphocytes B ou en circulation dans le sang
lorsque sécrétées. L’Ig membranaire (mlg) confére aux lymphocytes B leur

spécificité antigénique tandis que les anticorps sécrétés sont des effecteurs de



I’immunité humorale. En circulant dans le sang, ils neutralisent les antigénes ou

les marquent pour une élimination subséquente.

Toutes les molécules d’anticorps ont une structure de base commune formée par
quatre chaines d’acides aminés (aa): deux chaines légéres et deux chaines lourdes,
telle qu’illustrée a la Figure 1. Les chaines légéres de la molécule d’IgG ont un
poids moléculaire d’environ 25 kilodaltons (kDa) alors que les chaines lourdes
ont un poids moléculaire d’environ 50 kDa. Chaque chaine légere est reliée a une
chaine lourde par un pont disulfure, ainsi que par des interactions non-covalentes
(Edelman et al., 1961, Edelman and Poulik, 1961). Des liaisons de méme type
relient aussi entre elles les deux combinaisons identiques d’une chaine lourde et

d’une chaine légére afin de former un dimére.

N\V74

I’antigéne

chaine légére
KouA

ponts disulfures
Activité
biologique

<— chaine lourde

Figure 1 : Représentation schématique de la structure d’une
immunoglobuline de type IgG (V1= région variable light, Vy= région variable

heavy, Cy= région constante light, Cy= région constante heavy)



Les chaines lourde et légére comprennent deux parties distinctes : une partie
constante, qui confére le role biologique de I’anticorps, et une partie varnable, qui
donne aux anticorps leurs spécificités différentes. Les régions variables (Vi pour
la chaine légére et Vi pour la chaine lourde) sont composées des 110 premiers
acides aminés de la région amino-terminale des chaines et offrent une grande
diversité au niveau de la séquence des résidus. A I’intérieur méme des régions V,
la variation de séquence des résidus est encore plus élevée dans certaines régions
que I’on appelle régions hypervariables ou régions de complémentarité (CDR-
complementarity determining region). Les CDRs, au nombre de trois par chaine,
constituent le site de liaison aux antigénes et forment des boucles qui connectent
entre eux les feuillets plissés f qui constituent |’armature (framework region) des
régions Vy, et Vy (Davies et al., 1990). Cependant, la diversité des séquences
dans les six CDRs n’est pas distribuée également mais est plutét concentrée dans
le CDR3 de la chaine lourde, qui englobe les acides aminés 92 a 103 (Davis and
Bjorkman, 1988). En plus de sa position centrale dans le site de liaison a
I’antigéne, le CDR3 de la chaine lourde offre la structure la plus diversifiée de
I’anticorps, tant en séquence qu’en forme et qu’en longueur (Chothia and Lesk,
1987, Chothia et al., 1989; Xu and Davis, 2000).



Le séquengage des Ig a permis de constater qu’il y a cinq types de chaine lourde,
u, Y, @, O, et €, appelés isotypes, et deux types de chaine légere, k et . Chezla
souris, environ 95% des chaines légéres sont de types x et seulement 5% sont de
types A, alors que chez I’homme, cette proportion est de 60% pour x et 40% pour
A (Butler, 1997). L’isotype détermine la classe de I’anticorps : IgM (p), 1gG (y),
IgA (a), IgD (8) ou IgE (¢). Chaque classe est distinguée par une séquence
d’acides aminés spécifique dans la région constante de la chaine lourde. La
région constante confére a chacune des classes des propriétés structurales et
fonctionnelles spécifiques, énumérées en partie dans le Tableau 1. Une classe
peut étre un multiple de la structure de base a quatre chaines, comme par exemple

la molécule d’IgM pentamérique, montrée a la Figure 2.

Figure 2 : Molécule d’IgM pentamérique (Adapté de Goldsby et al., 2001)



Tableau 1 : Propriétés et activités biologiques des classes et des sous-classes

des immunoglobulines humaines (Adapté de Goldsby et al., 2001)

Propriétés/Activite | IgG1 | IgG2 | 1gG3 | algG4 | IgAl | IgA2 |IgM | IgE | IgD

Poids moléculaire 150 | 150 150 150 150-600 | 150-600 | 900 | 190 | 150
(KDa)

Composant de la vl ¥2 ¥3 v4 al a2 n € &

chaine lourde

Taux sérique 9 3 1 0,5 30 0,5 1,5 | 0,003 | 0,03
normal (mg/mL)

Demi-vie dans le 23 23 8 23 6 6 5 2,5 3
sérum in vivo

(jours)

Active la voie du + +/- ++ - - - ++H - -

complément

Passe a travers le + +/- + + - - - N N

placenta

Présent sur la - - - - - - + - +
membrane des
lymphocytes B

matures

Se lie aux ++ +/- ++ + - - ? g -
récepteurs du Fc

des phagocytes

Transport & travers - - - - ++ ++ + - -

la muqueuse

Induit la - - - - - - < -+ &
dégranulation dcs

mastocytes

Les niveaux d’activité sont indiqués comme suit : ++ = élevé, + = modéré, +/- =
faible, - = aucune, ? = douteuse

L’IgG, I'IgE et I’'IgD existent sous forme de monomeéres, I’IgA existe sous forme
de dimére, I'IgM membranaire est un monomeére et I’IgM sécrétée dans le sérum

est un pentameére.




L’Ig membranaire ne constitue pas a elle seule le récepteur des lymphocytes B.
La queue cytoplasmique des Ig membranaires étant trés courte, d’autres protéines
membranaires sont essentielles pour la transmission d’un signal intracellulaire
lors de I’activation des lymphocytes B. Le récepteur des lymphocytes B (BCR- B-
cell receptor) est un complexe de protéines transmembranaires composé de 1’Ig et
d’hétérodimeéres unis par une liaison disulfure, appelés Ig-a et Ig-§. Les queues
cytoplasmiques d’Ig-a et de d’Ig-f sont suffisamment longues pour entrer en
interaction avec des molécules de signalisation intracellulaires (Reth, 1994,
Wienands et al., 1996). Un BCR fonctionnel est aussi indispensable dans le
développement des lymphocytes B de la phase immature a mature (Loder et al.,
1999).

Membrane
/ \ plasmique ? \

queue de 48 aa queue de 61 aa queue cytoplasmique

Figure 3 : Structure du récepteur des lymphocytes B (BCR) (Adapté de
Goldsby et al., 2001)



10

1.3 Organisation des génes des immunoglobulines

La caracténistique la plus remarquable du répertoire des anticorps est sa capacité a
reconnaitre un nombre apparemment illimité d’antigénes étrangers dii 4 son
énorme diversité. La raison de cette diversité réside en partie dans 1’organisation
des geénes de la lignée germinale des lymphocytes B. De multiples séquences
codantes appelées segments géniques (SG), codent les mémes parties d’une
chaine lourde ou d’une chaine légére. Ces familles multigéniques sont situées sur
des chromosomes différents selon qu’ils codent pour la chaine légére x ou A ou

pour la chaine lourde, comme le montre le Tableau 2.

Tableau 2: Localisation chromosomique des génes des immunoglobulines

chez ’homme et chez la souris

Chromosome

Géne Homme Souris
Chaine légére A 22 16
Chaine légére 2 6
Chaine lourde 14 12

La chaine légére est codée par les segments géniques Vi (variable-light), J
(joining-light) et C. (constant-light) alors que les SG Vy (variable-heavy), D
(diversity), Ju (joining-heavy) et Cy (constant-heavy) codent pour la chaine
lourde. Les SG Cy, et Cy codent pour les régions constantes de I’anticorps, les SG
Vu, Dy et Ju codent pour la région variable de la chaine lourde et les SG Vi et Ji
codent pour la région variable de la chaine légére. Ces segments, dont
I’organisation chez la souris est illustrée a la Figure 4, ne peuvent étre transcrits
et traduits en chaines lourde et 1égére avant qu’ils n’aient été réarrangés en genes

fonctionnels durant 1a maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse.
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Chaine légére A

LV,2 LV,X J2 G2 W4 WG4 L V1 L G3 L ¢

LVyl LVge Dyl Dui3 Jyl Jy4 Cp CB oB Cyl opb Cy2a Ce Ca

Figure 4 : Organisation des segments géniques chez la souris (L = séquence
leader, V = segment variable, D = segment diversité, J = segment jonction,

C = segment constant, P = pseudogéne)

1.4Développement des lymphocytes B et réarrangement

des segments géniques

Avant la naissance, les sites de maturation des lymphocytes B sont le sac vitellin,
le foie feetal et 1a moelle feetale, tandis qu’aprés la naissance, la maturation a lieu
uniquement dans la moelle osseuse (Nunez et al., 1996). Comme toutes les
cellules du sang, les lymphocytes B dérivent des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) de la moelle osseuse. Les CSH, a caractére plunpotent,
se différencient dans 1’une ou I’autre de deux voies, donnant naissance soit a des
cellules souches myéloides (CSM) ou des cellules souches lymphoides (CSL).
Les facteurs de croissance et le micro-environnement de cellules stromales dictent
la prolifération et la différentiation des cellules. Sous I’effet de I’interleukine-3

(IL-3) et de ’interleukine-7 (IL-7), les CSL se différencient en progéniteurs
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lymphoides qui donneront éventuellement les lymphocytes T, les lymphocytes B
et les cellules NK (narural killer). Les monocytes, les macrophages, les
neutrophiles, les éosinophiles, les mastocytes, les basophiles, les plaquettes ainsi
que les érythrocytes proviennent, quant a eux, de la lignée myéloide et dérivent

aussi de progéniteurs.

En plus du contact avec les cellules stromales, de I’action de diverses cytokines
(IL-7 en particulier) et du facteur de croissance des cellules souches (SCF-stem-
cell factor), 1a maturation des lymphocytes B dépend du réarrangement des génes
des immunoglubulines, qui ont lieu 3 des moments spécifiques durant la
lymphopoiése B (Tonegawa, 1983). La régulation transcriptionnelle de
marqueurs de surface et d’enzymes telles que la désoxynucléotidyle transférase
terminale (TdT- terminal deoxytransferase), RAG-1 et RAG-2 (produits des
génes RAG-1 et RAG-2 -recombination-activating gene) est donc trés importante
(Henderson and Calame, 1998).

Les protéines RAG-1 et RAG-2 reconnaissent des séquences signales de
recombinaison (RSS- recombination signal sequences) adjacentes aux séquences
codantes des SG et orchestrent le clivage et la ligation de I’ADN durant le
réarrangements des génes (Sleckman et al., 1996). Chaque RSS consiste en un
heptamére et un nonameére spécifiques séparés par un espace de 12 ou 23 paires de
bases (pb) (Lewis, 1994).

Les réarrangements suivent la régle du «12/23», qui dit qu’un SG flanqué par un
RSS ayant un espace de 12 pb se recombine seulement avec un SG flanqué d’un
RSS ayant un espace de 23 pb, tel que montré a la Figure 5. Cette régle assure
que les segments se joindront dans un ordre correct et que deux segments de
méme type ne s uniront pas ensemble. La TdT, quant a elle, ajoute des
nucléotides au niveau des extrémités coupées des séquences codantes V, D et J de

la chaine lourde.
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CACAGTG- -ACAAAAACC GGTTTTTGT-12ph-CACTGTG
GTGTCAC- - TGTTTTTGG CCAAAAACA-12pb-GTGACAC
Heptameére Nonamere Nonamére Heptamere
Y V
L v, h G
Chaine légere A S‘M 3
L Vx Jx G

LV, Dy Ju Ca
et + | PP

Figure 5 : Séquence conservée de I’heptamére et du nonamére des RSS et

localisation des RSS dans ’ADN de la lignée germinale

Substitut de la chaine 1égére

n Ny e P
D, J
b n
Vi Dyly Vi
- —>
b
Marqueur de
surface CD45R
(B220)
Lymphocyte pro-B Lymphocyte pré-B Lymphocyte B Lymphocyte B
immature mature

Figure 6 : Résumé du développement des lymphocytes B dans la moelle
osseuse
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Le développement des lymphocytes B (résumé a la Figure 6) commence lorsque
les CSL se différencient en lymphocytes progéniteurs B (pro-B), le premier stade
cellulaire qui posséde les caractéristiques de la lignée B. Les lymphocytes pro-B
expriment le marqueur de surface B220 (CD45R), comme toutes les cellules
engagées dans la lymphopoiése B, et le CD43. En progressant dans ce stade, le
lymphocyte pro-B exprime la TdT, RAG-1, RAG-2, les génes du substitut de la
chaine légére (AS et Vpré-B), CD19, Ig-a et Ig-§ et réarrange les génes de la
chaine lourde (Hardy et al., 1991; Li et al., 1996a; Melchers et al., 1995; Reth and
Alt, 1984). Un segment D de la lignée germinale est d’abord joint 4 un segment
Ju puis un segment Vy se joint a la portion DJy assemblée, comme montré a la
Figure 7. La séquence réarrangée est transcrite en ARN messager (ARNm) et

traduite en chaine lourde.

V. DJ,Cu
Y

Vu Gy

Figure 7 : Réarrangements des génes de la chaine lourde

Un réarrangement réussi résulte en I’expression du pré-BCR (chaine lourde
exprimée avec le substitut de la chaine légére), caractéristique des lymphocytes
précurseurs B (pré-B). Le stade pré-B est aussi caractérisé par une diminution de

I’expression de CD43 et une perte de I’expression de la TdT. L’apparition du pré-
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BCR est essentielle pour la progression du développement et I’exclusion allélique

de la chaine lourde (Karasuyama et al., 1994).

En entrant dans le stade pré-B large, le lymphocyte régule a la baisse I’expression
des génes RAG-1 et RAG-2 (Grawunder et al., 1995; Li et al., 1996b). Mais en
continuant a se différencier, le lymphocyte pré-B les réexprime afin de
commencer le réarrangement de la chaine 1égére. Les SG Vy et J;. sont réarrangés
sur un des deux loci de la chaine légére. Les deux loci x et A peuvent étre
potentiellement réarrangés mais les réarrangements ont lieu généralement sur le
locus k en premier. Si les deux alléles échouent dans 1’assemblage d’une région

VI fonctionnelle, le locus A subira alors un réarrangement.

La cellule deviendra ensuite un lymphocyte B immature exprimant une molécule
membranaire d’immunoglobuline M (mIgM) puis un lymphocyte B mature, qui
en plus de la mIgM, exprime une molécule membranaire d’immunoglobuline D
(mIgD). Le lymphocyte B mature quitte la moelle osseuse via la circulation
sanguine et est transporté aux organes lymphoides secondaires, soit a la rate ou
aux ganglions lymphatiques (Jacobsen and Osmond, 1990). A ce stade, les
lymphocytes B matures sont appelés lymphocytes B naifs puisqu’ils n’ont jamais
encore été en contact avec un antigéne. Les stades du développement de pro-B a
lymphocyte B mature naif sont dits indépendants de 1’antigéne et sont résumés au
Tableau 3. Les lymphocytes B matures naifs, qui peuplent les organes

lymphoides secondaires, constituent le répertoire primaire de lymphocytes B.

Au cours du développement, si le lymphocyte B exprime un BCR autoréactif,
généré au hasard lors des réarrangements, 1l sera éliminé (Kouskoff and Nemazee,
2001; Nemazee and Burki, 1989) ou subira une édition du récepteur par un
processus de réarrangements secondaires (Gay et al., 1993, Tiegs et al., 1993),

mécanisme dont il sera question a la section 1.6.4.
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Tableau 3 : Résumé de la séquence des événements et caractéristiques des

stades de la maturation des lymphocytes B dans la moelle osseuse (Adapté de

Goldsby et al., 2001)
Lymphocyte | Lymphocyte | Lymphocyte | Lymphocyte
Pro-B Pré-B B immature B mature
Geénes de la Dulu VuDuldy VuDulu VuDuly
chaine lourde
Genes de la -Substitut de la - Substitut de la Vo Vil
chaine légére chaine légere chaine legere
-Vpré-B et A5 -Vpré-B et AS
-Chaines x et A -Chaines x et A
de la lignée de la lignée
germinale germinale
Expression + + - -
RAG-1/2
Expression de + - - -
TdT
Ig
membranaire - 7] 7! p+d
Chaine lourde | Substitut de la | Substitut de la KouA Kouh
Chaine légére | chaine légére | chaine légére
Marqueurs de | CDI19, CD24, | CD19, CD24, | CD19, CD24, | CD19, CD23,
surface CD43, CD25, CD45R, Ig-a, CD24,
CD45R, cKit, | CD45R, Ig-a, | Ig-B, migM | CD45R, Ig-a,
Ig-a, 1g-B Ig-B, pré-BCR Ig-8, migM,

migD
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1.5 Génération de la diversité du répertoire primaire

Comme mentionné précédemment, le grand nombre de génes d’immunoglobuline

différents fourni une grande source de diversité.

Comme il existe plusieurs

segments géniques de chaque famille, 1’association combinatoire des SG V(D)J

génére plusieurs possibilités différentes.

Tableau 4 : Estimation de la diversité combinatoire du répertoire primaire

des anticorps chez la souris (Adapté de Goldsby et al., 2001)

Familles Nombre estimé de | Nombre estimé de | Nombre estimé de
multigéniques de la | segments géniques | segments géniques | segments géniques
lignée germinale pour la chaine pour la chaine pour la chaine
lourde légére x légére A
\Y% 134 85 2
D 13 - -
J 4 4 3
Jonction
combinatoire 134x13x4=6968 85x4=340 2x3=6
VuDJyet VLo
Associations
combinatoires

des chaines lourdes
et des chaines

légeéres

6968x(340+6) =2,41x10° possibilités
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Au minimum, la diversité du répertoire primaire créée par les combinaisons
V(D)J et I’association combinatoire des chaines 1égéres et des chaines lourdes est
évaluée a environ 2,41x10° possibilités différentes chez la souris (calculé dans le
Tableau 4) mais cette diversité est considérablement augmentée par d’autres
facteurs, soit la flexibilité jonctionnelle, 1’addition de nucléotides P
(palindromique) et de nucléotides N (nontemplated). Un répertoire estimé a 10'°
récepteurs différents peut étre en principe généré chez la souris (Berek and
Milstein, 1988).

1.5.1 Flexibilité jonctionnelle

Lors des recombinaisons V(D)J, la jonction entre les séquences codantes ne se fait
pas toujours au méme endroit. Bien que la jonction des RSS se fait toujours de
fagon précise, celle des séquences codantes des segments géniques est souvent
imprécise. C’est ce qu’on définit par la flexibilité jonctionnelle. Cette flexibilité
crée diverses combinaisons de codons au niveau des jonctions codantes, ce qui
ameéne une plus grande diversité des anticorps. Il a été dit précédemment que la
diversité des séquences dans les régions variables n’est pas distribuée également
dans les six CDRs (dont les positions sont montrées a la Figure 8) mais est plutot
concentrée dans le CDR3 de la chaine lourde (Davis and Bjorkman, 1988). Ceci
est explicable par le fait que la troisiéme région hypervariable de la chaine lourde
est située 4 la jonction VyDJy. Etant donné que le CDR3 de la chaine lourde joue
un réle important dans la fixation de I’antigéne, la diversité des séquences
d’acides aminés créée par la jonction combinatoire des segments géniques et par
la flexibilité jonctionnelle apporte une contribution majeure a I’étendue de la

spécificité des anticorps.
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Chafine légére

Vi I
| ] autamt] L
CDR1 CDR2 CDR3
Chaine lourde Vv, D I,
[ ET ; l Rofee |
CDRI1 CDR2 CDR3

Figure 8 : Positions des régions hypervariables sur les chaines légére et

lourde

1.5.2 Addition de nucléotides P

L’addition de nucléotides P se fait lorsque le clivage de I’ADN laisse un court
segment simple brin a I’extrémité de la séquence codante, lors du processus de
recombinaison. L’addition de nucléotides par des enzymes de réparation de
I’ ADN crée une séquence palindromique dans la jonction codante, d’ou le nom de
nucléotides P. La variation de la position du clivage de I’ADN conduit a une

diversité dans la séquence des jonctions codantes.

1.5.3 Addition de nucléotides N

L’addition de nucléotides N se fait lors du processus de jonction D-Jy et Vy-DJy
par I’enzyme TdT (Desiderio et al., 1984). Jusqu’a 11 nucléotides peuvent étre
insérés aux jonctions, ce qui augmente de fagon significative la diversité au
niveau du CDR3 de la chaine lourde et par le fait méme, la diversité du répertoire

primaire des anticorps. La chaine légére ne comporte pas de nucléotide N puisque
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I’expression de la TdT cesse avant le réarrangement Vi-Ji. mais des exceptions
ont été rapportées (Benedict et al., 2000, Bentolila et al_, 1999).

1.5.4 Modéle de souris HC1

Le CDRS3 de la chaine lourde est le principal déterminant de la spécificité dans la
reconnaissance des antigénes, du moins dans le répertoire primaire (Davis et al.,
1998; Davis et al., 1997), et sa diversité est suffisante pour distinguer une variété
d’hapténes et de protéines (Xu and Davis, 2000). Ceci a été démontré a 1’aide
d’une souris transgénique contrainte a utiliser un seul SG Vy pour générer son
répertoire de lymphocytes B : la souris HC1. Comme le montre la Figure 9, le
minilocus HC1 contient un seul segment génique Vy humain fonctionnel (Vy5-
51), dix segments D, six segments Jy et les segments de la région constante Cp et
Cy (Taylor et al., 1994). La souris transgénique HC1 a été croisée sur un fond
IgH “Tgk™ (Chen et al., 1993). Avec ce génotype (HC1*® IgHIgk™), les seules
immunoglobulines fonctionnelles qui peuvent étre générées combinent une chaine
lourde contenant le SG Vy5-51 et une chaine légére A formée a partir d’un des
trois SG VA endogeénes de la souris. Le répertoire de la souris HC1 est donc trés
limité (environ 13 000 combinaisons différentes possibles) mais cette souris
conserve la possibilité de générer une diversité trés appréciable au niveau du
CDR3 de la chaine lourde.

YV,,3-43 V,;8-84 Dy Ji EpSH Cup Syl Cyl ErCH3

Figure 9 : Carte physique de la chaine lourde transgénique (minilocus HC1)
(Adapté de Xu and Davis, 2000) (V = segment variable, D = segment
diversité, J = segment jonction, C = segment constant, E = enhancer, S =

switch region, {y = pseudogéne)
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Des IgM spécifiques contre une variété d’hapténes et de protéines sont générés
chez la souris HC1 suite 4 une immunisation avec ces antigénes. Lors de la
réponse primaire, la séquence des IgM spécifiques varie uniquement dans le
CDR3 de la chaine lourde. La souris HC1 ne produit cependant pas d’anticorps
spécifiques contre des polysaccharides bacténiens. Ces résultats démontrent qu’un
large répertoire de SG V, tant Vi que Vi, n’est pas nécessaire dans I’induction

d’anticorps spécifiques a un grand nombre d’antigénes (Xu and Davis, 2000).

1.6 Activation des lymphocytes B et maturation d’affinité

Contrairement aux étapes du développement, les étapes de I’'activation, de la
prolifération et de la différentiation des lymphocytes B se produisent en
périphérie, dans les organes lymphoides secondaires, et nécessitent la présence de
I’antigéne. L’activation déclanchée par |’antigéne et la sélection clonale des
lymphocytes B naifs conduisent a la création de plasmocytes et de lymphocytes B

mémoires (MacLennan, 1994).

follicule primaire

zone
marginale

follicule
secondaire

centre
germinatif

Figure 10 : Structure de la rate
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Lorsqu’un antigéne est introduit dans la circulation sanguine, il est filtré par la
rate, dont la structure est illustrée a la Figure 10. Un antigéne des espaces
tissulaires drainés par le systéme lymphatique est, quant a lui, filtré par les
ganglions lymphatiques régionaux. Les antigénes pénétrent dans la rate par
I’artére splénique, qui se déverse dans la zone marginale. Dans cette zone,
I’antigéne est capté par des lymphocytes B matures naifs ayant un BCR qui
reconnait I’antigéne ou par des cellules dendritiques interdigitées. Ces deux types
de cellules sont des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles (CPA).
Elles internalisent |’antigéne et migrent vers le manchon lymphoide
pénartériolaire (PALS- periarteriolar lymphoid sheath) afin de le présenter sous
forme de peptide, via une molécule de classe II du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH de classe II), aux lymphocytes T auxiliaires CD4+
(Tw) qui peuplent cette région. Une fois activés, les lymphocytes Ty spécifiques
au peptide antigénique activent a leur tour les lymphocytes B, qui proliférent et
migrent vers les follicules primaires de la zone marginale. L’activation des
lymphocytes B par les lymphocytes T nécessite I’interaction des marqueurs de
surface CD40-CD40L et B7-CD28. Les follicules primaires se développent en
follicules secondaires, ou se forment les centres germinatifs. Les centres
germinatifs apparaissent environ une semaine aprés I’immunisation. Au cours de
la formation des centres germinatifs, les lymphocytes B activés subissent une
intense prolifération. Ces lymphocytes sont connus sous le nom de centroblastes.
Les centroblastes se distinguent entre autres par leur grande taille et 1’absence
d’Ig membranaire. En se divisant, les centroblastes donnent naissance aux

centrocytes, plus petites cellules, qui expriment une Ig membranaire.

Les centrocytes qui portent une immunoglobuline membranaire spécifique entrent
en interaction avec |’antigéne présenté sur les longs prolongements des cellules
dendritiques folliculaires et subissent une maturation d’affinité dans les centres
germinatifs. Cette maturation d’affinité, qui augmente considérablement la
diversité des anticorps, donnera lieu a des lymphocytes B exprimant un récepteur

de haute affinité pour I’antigéne. La maturation d’affinité est essentiellement le



23

résultat d’hypermutations somatiques (HMS) mais aussi de réarrangements
secondaires (Han et al., 1997, Hertz et al., 1998, Meffre et al., 1998, Papavasiliou
et al.,, 1997; Pelanda et al., 1997). Le processus de réarrangements secondaires
durant la maturation d’affinité est appelé «révision du récepteur», par opposition a
«édition du récepteun qui est le processus de réarrangements secondaires ayant
lieu dans la moelle osseuse lors du développement des lymphocytes B et qui sert a

éliminer les cellules autoréactives.

Les centrocytes ayant un récepteur de haute affinité sont donc sélectionnés
positivement, subissent une permutation isotypique, se différencient en
plasmocytes ou en lymphocytes B mémoire et quittent le centre germinatif, tandis
que les centrocytes doués d’une faible affinité (la majorité) subissent une
sélection négative et meurent par apoptose dans le centre germinatif. (La
permutation isotypique et la formation de plasmocytes peuvent aussi avoir lieu
hors des centres germinatifs.) (Fukuda et al., 1997; Kelsoe, 1996, MacLennan,
1994; Rajewsky, 1996; Ye et al., 1997)

Les plasmocytes n’ont pas d’immunoglobuline membranaire mais sécrétent plutot
des taux élevés d’anticorps. Les lymphocytes B mémoires, quant a eux, sont des
cellules qui expriment une immunoglobuline membranaire qui peut étre de type
IgM, IgG, IgA ou IgE et dont la durée de vie est beaucoup plus longue que celle
des lymphocytes B naifs. L’affinité du récepteur est aussi beaucoup plus élevée
due a la maturation d’affinité. Les lymphocytes B mémoires peuvent rester dans
les organes lymphoides secondaires mais aussi retourner dans la moelle osseuse.
La capacité qu’a le systéme immunitaire a développer une réponse secondaire

dépend de cette population de cellules.
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1.6.1 Hypermutations somatiques

Chez I’humain et la souris, les HMS sont présentes a un taux de 10° 3 103
mutations par paire de base par génération, ce qui représente un ratio d’environ
10 000 a 1 million de fois plus élevé que les mutations spontanées dans la plupart
des autres génes (Rajewsky et al., 1987). Ces mutations sont majoritairement des
substitutions d’une seule base et occasionnellement des insertions ou des
délétions. Elles sont ciblées dans les régions variables des chaines lourde et
légere, principalement dans les CDRs. Etant donné que les CDRs sont
directement impliqués dans la reconnaissance et la liaison a I’antigéne, une
mutation au sein de ces régions peut influencer I’affinité de 1’anticorps pour

I’antigéne.

1.6.2 Permutations isotypiques

Le processus de permutation isotypique est aussi appelé changement de classe
d’immunoglobuline (class switch recombination). Lors d’une permutation
isotypique, le segment génique Cp est remplacé par un autre segment génique C
en aval, soit Cy, Ce ou Ca, pour générer des anticorps de type IgG, IgE ou IgA
respectivement. Ceci permet a la spécificité de I’anticorps positivement
sélectionné de rester constante alors que les activités biologiques effectrices de la
molécule varient (ex : liaison au complément, liaison a différents récepteurs Fc,
persistance dans la circulation sanguine pour des durées de temps variables, etc).
Le changement de classe permet aussi aux anticorps d’étre distribués partout dans
le corps et a travers le placenta. Des séquences d’ADN appelées régions de
commutations (SR-Swirch region), localisées en amont de chaque segment Cy (a
I’exception de Cp), sont impliquées dans le processus de changement de classe
d’immunoglobuline (Honjo et al., 2004). 1l doit y avoir une recombinaison
intrachromosomique entre le SRy et un autre SR en aval pour que la permutation
isotypique ait lieu. Celle-ci est déclanchée par I’engagement de récepteurs de

surface comme CD40 et par des cytokines produites par les lymphocytes Ty
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activés. Différentes cytokines activent les promoteurs des différents SRs afin

d’induire un changement d’isotype en particulier (Luo et al., 2004).

1.6.3 Activation-induced cytidine deaminase (AID)

Bien que les hypermutations somatiques et les permutations isotypiques soient
deux processus différents, ils nécessitent tous les deux I’activité de la méme
enzyme, I’enzyme AID (activation-induced cytidine deaminase) (Muramatsu et
al., 1999). L’enzyme AID, un homologue de I’enzyme APOBEC-1
(apolipoprotein B (apoB) mRNA-editing enzyme catalytic polypeptide 1)
(Navaratnam et al., 1993), convertit les déoxycytidines en déoxyuraciles sur
I’ ADN simple brin.

1.6.4 Modéle de souris AID™

Les fonctions de I’enzyme AID ont clairement été démontrées avec des études
physiologiques sur des souris déficientes en AID. Les souris AID™” montrent une
perte compléte des processus de HMS et de permutation isotypique et une
accumulation de molécules d’IgM dans le sérum (Muramatsu et al., 2000). Ces
souris présentent aussi une augmentation du nombre de bactéries anaérobiques
non-pathogénes dans I’intestin gréle et une hypertrophie des structures
lymphoides qui le longent (Fagarasan et al., 2002). Chez I’humain, un défaut
génétique sur le géne codant pour AID résulte en syndrome d’hyper-IgM de type

2, une maladie héréditaire autosomale récessive (Revy et al., 2000).

Les souris AID™" sont relativement en bonne santé sous des conditions SPF
(specific pathogens free). 1l a été démontré qu’elles sont résistantes aux
infections avec une souche virulente du virus influenza, bien qu’elles montrent
des signes de morbidité plus élevés et un délai dans I’élimination du virus,

comparées aux souris de type sauvage (Harada et al.,, 2003). Les souris



26

déficientes en AID sont aussi plus susceptibles aux infections secondaires avec
des doses élevées de virus, ce qui laisse croire que des IgM non mutés procurent
une bonne protection contre une faible dose de virus mais que des anticorps ayant
subi des HMS et un changement de classe sont importants pour protéger contre

des infections virales a forte dose.
1.6.5S Réarrangements secondaires

Etant essentiellement le fruit du hasard, les réarrangements des génes des Ig
créent parfois des récepteurs autoréactifs. Dans le but d’éviter de possibles
réactions autoimmunes, les lymphocytes B immatures exprimant une
immunoglobuline qui reconnait un antigéne du soi revoient leur spécificité par un
processus appelé «édition du récepteur» (Gay et al., 1993; Tiegs et al., 1993). Ce
processus se fait par des réarrangements secondaires tant sur le locus de la chaine
légére que sur celui de la chaine lourde, illustrés a la Figure 11, grice a une
expression continue ou renouvelée des génes RAG (Pelanda et al., 1997), mais
selon des mécanismes différents. Sur le locus k, il y a remplacement d’un
segment entier VkJk déja existant par une recombinaison d’un segment Vk en
amont et d’un segment Jk en aval. Cette recombinaison se fait soit par délétion
ou inversion, selon I’orientation transcriptionnelle des génes de recombinaison.
Un tel mécanisme de réarrangement secondaire impliquant un segment génique V
ne peut pas avoir lieu sur le locus de la chaine lourde puisque plus aucun segment
D n’est disponible sur I’ADN suite au premier réarrangement VyDJy. Les
réarrangements secondaires impliquant un remplacement du segment Vy sont
plutét dépendant d’un heptamére cryptique, un RSS conservé présent a
Pextrémité 3° de la plupart des segments Vy. Cet heptamére cryptique permet a
un segment Vy en amont de se recombiner avec une région VyDJy déja existante
(Kleinfield and Weigert, 1989; Reth et al., 1986). Au stade pré-B, lorsque le
lymphocyte porte un réarrangement DJy, un réarrangement secondaire peut aussi

avoir lieu, générant une nouvelle combinaison DJy (Reth et al., 1986).
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Figure 11 : Représentation schématique d’un réarrangement secondaire

Une autre possibilité, non exclusive, expliquant les réarrangements secondaires
lors de la formation du pré-BCR est simplement la diversification du répertoire
(Zhang et al., 2003). Cette idée est supportée par des remplacements de segments
Vi observés chez des souris transgéniques dans un contexte de non-autoimmunité
(Bertrand et al,, 1998; Wilson et al, 2000). La formation de nouvelles
combinaisons de régions VyDJy suite au réarrangement secondaire a pour effet

d’augmenter la diversité au mveau du CDR3 de la chaine lourde.

En plus de leur réle dans le développement des lymphocytes B, les
réarrangements secondaires sont aussi impliqués dans la diversification du
récepteur durant la réponse immunitaire, processus nommé «révision du
récepteur». Ces réarrangements secondaires ont lieu dans les lymphocytes B
immatures recrutés a partir de la moelle osseuse aux organes lymphoides
secondaires durant la réponse immunitaire (Kuwata et al., 1999, Monroe et al.,
1999, Yu et al., 1999), recrutement qui se fait de maniére indépendante de
I’antigéne (Gartner et al., 2000; Nagaoka et al., 2000).
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1.6.6 Modéle de souris QM

Le remplacement de segment génique Vy a été observé in vivo dans plusieurs
modéles de souris transgéniques (Chen et al., 1995, Pelanda et al., 1997, Pewzner-
Jung et al., 1998; Sonoda et al., 1997), dont la souris Quasi-monoclonale (QM)
(Bertrand et al., 1998). La souris QM a été générée par une insertion ciblée de la
région VyDJy réarrangée 17.2.25, isolée a partir d’un hybridome spécifique pour
’hapténe 4-hydroxy-3-nitrophényl acétyl (NP), dans le locus endogéne Jy
(Cascalho et al., 1996). L’autre alléle de la chaine lourde a été rendu non
fonctionnel par délétion de tous les segments Jy. De plus, la souris QM a été
croisée avec une souris ayant un fond génétique Jx™; donc la chaine lourde
transgénique peut seulement se coupler a une chaine légére A. Théoriquement, le
répertoire primaire des lymphocytes B de la souris QM est monospécifique &
I’hapténe NP. Cependant, environ 20% des lymphocytes B périphériques des

souris QM présentent une autre spécificité.

Une étude a montré que des hybridomes générés a partir de splénocytes de souris
QM utilisaient un remplacement du segment Vi pour générer une spécificité autre
qu’a I’hapténe NP, aprés une immunisation avec différents antigénes (Madan et
al.,, 2000). De plus, des souris QM infectées avec le virus de la stomatite
vésiculaire (VSV), le virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) ou le
poliovirus ont généré des anticorps spécifiques neutralisants qui leur conféraient
une protection, méme si I’apparition des anticorps était retardée. Il a été démontré
que ces anticorps antiviraux ont été générés par un remplacement du segment Vi
de la région VyDIJy réarrangée 17.2.25 par un segment Vy endogéne localisé en
amont du transgéne (Lopez-Macias et al., 1999). Les auteurs de cette étude
concluent que les réarrangements secondaires et 1’hypermutation somatique
peuvent générer une diversité des lymphocytes B assez grande chez la souris QM
pour induire une réponse humorale antivirale protectrice et que ces mécanismes
pourraient aussi contribuer a la diversification du répertoire des lymphocytes B

chez les souris normales.
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1.7 Lymphocytes B1 et anticorps naturels

Les anticorps naturels sont définis comme étant les anticorps circulants dans le
sérum en absence de stimulation antigénique exogéne (Bos et al., 1988; Haury et
al., 1997). Ce sont majoritairement des IgM mais des anticorps de type IgG et
IgA peuvent aussi exister (Avrameas, 1991). Ces anticorps sont de faible affinité
mais ont une large spécificité et peuvent étre polyréactifs. Certaines spécificités
des IgM naturels ont été identifiées, dont celles a la phosphorylcholine
(Masmoudi et al., 1990), a la phosphatidylcholine (Hayakawa et al., 1984), aux
lipopolysaccharides (LPS) (Su et al., 1991) et au virus influenza (Baumgarth et
al., 1999).

Les lymphocytes B1 sont la source des anticorps naturels. Cette sous-population
de lymphocytes peut étre distinguée des lymphocytes B2 (lymphocytes B) par
plusieurs marqueurs de surface. Les lymphocytes Bl sont CD45", IgM"™",
CD23", CD43" et IgD"™®. Ils étaient originellement identifiés par leur expression
de CD5 mais une population de lymphocytes Bl CD5 a par la suite été identifiée.
Par consensus, les lymphocytes B1 CD5 sont appelés B1-a et les lymphocytes
CDS’, qui constituent environ 5-10% de la population de lymphocytes B1, sont
nommés B1-b. L’ensemble des lymphocytes B1 constituent la grande majorité
des lymphocytes B logés dans le péritoine et les cavités pleurales, représentent
environ 5% des lymphocytes B de la rate et sont absents des ganglions
lymphatiques (Kroese et al.,, 1992; Marcos et al., 1989). Les génes des
immunoglobulines des lymphocytes Bl proviennent de la méme lignée germinale
que ceux de la population B2, mais I’insertion de nucléotides N dans les régions
VuD et DJy se fait a une fréquence plus faible (Kantor et al., 1997) et ils ne
présentent habituellement pas d’hypermutation somatique (Forster et al., 1988).
La population de lymphocytes B1, contrairement a celle de lymphocytes B2, a la
capacité de s’auto-renouveler et son développement est plus important durant la

vie foetale et néonatale que durant la vie adulte (Kantor et al., 1995).
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Les anticorps naturels, avec d’autres composantes de I’immunité innée,
constituent la premiére ligne de défense contre les infections microbiennes
(Baumgarth, 2000; Boes et al., 1998, Ochsenbein et al., 1999) et peuvent aussi
conférer une protection contre des virus tels le virus influenza (Baumgarth et al.,
2000), poliovirus, LCMV et VSV (Ochsenbein et al., 1999). Des expériences ont
montré que la résistance a |’infection avec les virus influenza est dépendante
autant des lymphocytes B1 que des lymphocytes B2. Chez des souris sans
anticorps naturels de type IgM, la réponse en IgGn, T-dépendante est retardée et
la mortalité est accrue. Les auteurs concluent que les anticorps naturels de type
IgM sont nécessaires pour une réponse adaptative au virus influenza (Baumgarth
et al., 2000).

La protection antivirale des anticorps naturels peut se faire par différents
mécanismes. Premiérement, certains anticorps de type IgM spécifiques peuvent
directement neutraliser des virus comme VSV (Gobet et al., 1988; Ochsenbein et
al., 1999). Deuxiémement, puisque la molécule d’IgM est pentamérique, elle peut
former un large complexe antigéne-anticorps (complexe immun), en fixant
Jusqu’a dix déterminants antigéniques par molécule, ce qui est trés efficace pour
retenir les antigénes a la rate (Lutz, 1999). Ce processus contrdle la dissémination
des virus cytopathogénes comme VSV dans le sang, prévient I’infection des
organes périphériques et induit plus rapidement la réponse humorale adaptative.
Méme les agents pathogénes qui sont reconnus comme n’étant pas controlés par
des anticorps, tels LCMV et Listeria monocytogenes sont recrutés précocement
aux organes lymphoides secondaires par les anticorps naturels (Ochsenbein et al.,
1999). Finalement, les anticorps naturels de type IgM sont des activateurs
potentiels du déclenchement de la cascade du complément (Carroll, 1998; Fearon
and Locksley, 1996). En se fixant aux antigénes, les produits du clivage du
complément les concentrent dans la zone marginale de la rate (Ochsenbein et al.,
1999; Ochsenbein and Zinkemnagel, 2000). Les anticorps naturels jouent donc un
role important dans I’élimination des agents infectieux du sang et dans leur

recrutement aux organes lymphoides secondaires, augmentant ainsi leur
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présentation. Ils sont un lien important entre I’immunité innée et I’'immunité

adaptative.

1.8 Modéles viraux

Les virus peuvent étre divisés arbitrairement en deux groupes : les virus
cytopathogénes et les virus non ou peu cytopathogénes. Les virus
cytopathogénes, comme le VSV, le virus influenza et le poliovirus, interférent
avec les processus cellulaires, ce qui résulte ultimement a la mort de la cellule
qu’ils infectent. Ces virus sont capables de tuer leur hote si le systéme
immunitaire de celui-ci ne controle pas la réplication virale rapidement. Le
contrdle de I’infection est généralement assuré par une production rapide
d’anticorps neutralisants. Les virus non ou peu cytopathogénes ont plutot évolué
de maniére a se répliquer a I’intérieur de la cellule hote sans interférer avec les
processus essentiels a sa survie. Ces virus, comme le LCMYV, le virus de
I’hépatite C (VHC), le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) et le virus de
la dengue, induisent plutét des maladies ou des dommages causés par le propre
systéme immunitaire de I’hdte, notamment par une lyse des cellules infectées par
les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) ou par une activation immunitaire
chronique. Les anticorps neutralisants sont habituellement détectés tard dans une

infection avec un virus non ou peu cytopathogéne.

Dans le cadre de ce projet de recherche, trois virus, qui constituent des modeéles
expérimentaux appropriés ont été utilisés: le VSV-Indiana, le MHV-AS59 et le
LCMV-WE. Les deux premiers sont cytopathogénes. Par contre, I’apparition des
anticorps neutralisants est plus rapide dans le cas du VSV. Le demier est non-
cytopathogéne et I’'induction de la réponse humorale neutralisante se fait

tardivement.
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1.8.1 Virus de la stomatite vésiculaire (VSV)

Le VSV fait partie de la famille Rhabdoviridae et du genre Vesiculovirus. Les
virus de la famille Rhabdoviridae sont largement répandus dans la nature et sont
connus pour infecter les vertébrés, les invertébrés de méme que plusieurs espéces
de plantes. Chaque virus de la famille a une large gamme d’hétes, bien que

plusieurs se soient adaptés a un héte spécifique.

membrane

M N ARN  capside

Figure 12 : Représentation schématique du VSV (M=matrice,

N=nucléocapside, P=phosphoprotéine, L= protéine large, G=glycoprotéine)

Le VSV est un virus enveloppé a ARN simple brin négatif non-segmenté.
Comme montré a la Figure 12, les virions sont composés d’une membrane
extemne, dénvée de la membrane cellulaire, et d’une capside, qui contient le brin
d’ARN génomique négatif de 11,2 kilobases (kb). L’espace entre la membrane et
la capside loge environ 1800 molécules de la protéine virale M (matrice) et
environ 1200 molécules de la glycoprotéine G, qui forment un arrangement
d’environ 400 spicules trimériques (Doms et al., 1987, Kreis and Lodish, 1986)
autour de la membrane externe. Ces spicules sont visibles au microscope
électronique (Figure 13) puisque la majeure partie des ~500 acides aminés de la

glycoprotéine G est exposée a la surface du virion. Les particules virales ont la
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forme d’une balle de fusil, caractéristique des rhabdovirus animaux (Jackson et
al., 1987).

Figure 13 : Microscopie électronique du VSV (Adapté de Rose and Whitt,
2001)

L’ARN génomique de VSV forme un complexe serré avec environ 1200
molécules de la protéine N (nucléocapside), arrangées comme des billes le long
de ’ARN. Ce complexe ribonucléoprotéique est enroulé et compacté en une
hélice qu fait environ 35 tours a I’'intérieur de la capside. Les deux autres
protéines non-structurales, L (large protein) et P (phosphoprotein), sont associées
a la capside et sont présentes en environ 50 et 500 copies par virion,
respectivement. Ces protéines composent I’ARN-polymérase dépendante d’ ARN,
enzyme essentielle a la réplication virale puisque le génome est de polarité
négative (non-codant). La composition des protéines de chaque particule est
constante sauf pour la glycoprotéine G, dont la composition varie selon le
moment du bourgeonnement des virions dans le cycle de réplication viral. Les
particules de VSV produites t6t dans |’infection peuvent avoir trois fois moins de
glycoprotéines G par virion que celles produites tard dans I’infection (Lodish and
Porter, 1980).
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1.8.2 Infection causée par le VSV

Le VSV-Indiana (VSV-IND) et le VSV-New Jersey (VSV-NJ) sont deux
sérotypes du virus partageant environ 50% d’identité au niveau de la séquence des
acides aminées de la glycoprotéine G (Gallione and Rose, 1983; Rose and
Gallione, 1981). La souche Indiana fut la premiére a étre isolée, en 1925 (Cotton,
1927). Ces souches, que I’on retrouve communément en Occident, causent des
dommages économiques importants. Le VSV infecte le bétail, les chevaux et les
porcs, qui développent la stomatite vésiculaire, maladie caractérisée par des
Iésions et des vésicules sur la langue, les gencives, les pies et les sabots. Le virus
cause une infection aigué mais il est élimné rapidement par le systeme
immunitaire de I’héte et les animaux infectés récupérent de la maladie en 2

semaines (Letchworth et al., 1999).

La pathogenése de VSV est intimement liée a la réplication du virus Une
production rapide de nouveaux virions est cruciale dans la dissémination du virus
avant que la réponse immunitaire ne se mette en branle et élime le virus. Une
infection avec VSV résulte en une inhibition substantielle de la synthése des

protéines cellulaires en 3 a 4 heures apreés I’infection (Knipe et al., 1975).

1.8.3 Réponse immunitaire au VSV

Trés peu d’études ont été faites sur la réponse immunitaire anti-VSV chez I’héte
naturel. Le virus est éliminé complétement par le systéme immunitaire chez les
animaux de la ferme mais le type de réponse menant & cette élimination n’a pas
vraiment été étudié. Les recherches sur I'immunité contre VSV sont plutot
menées sur des modéles animaux, comme la souris, chez qui la pathogenése est
bien différente de celle chez I’h6te naturel. Mais, surtout, VSV a été utilisé
abondamment comme modeéle de virus cytopathogéne pour étudier I’immunité

chez la souris (Zinkemagel, 1997).
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Lorsque inoculé intranasalement chez des sounis comme les souches C57BL/6 ou
Balb/c, le virus peut infecter le cerveau et causer une paralysie progressive
(Bachmann et al., 1994, Lefrancois, 1984) jusqu’a une encéphalite létale
(Huneycutt et al., 1993; Reiss et al., 1998). La réponse immunitaire contre VSV
est rapide chez la souris (Bachmann et al., 1996). En effet, I’infection induit une
production rapide (3 a 5 jours) d’anticorps neutralisants de type IgM indépendante
de Iaide des lymphocytes Ty (Charan et al., 1987), suivie d’une production
d’anticorps neutralisants de type IgG dépendante de 1’aide des lymphocytes Tw (6
a 8 jours) (Leist et al., 1987). La réponse humorale est cruciale dans I’immunité
contre VSV et les anticorps neutralisants peuvent rester présents plus de 6 mois
chez I’animal (Leist et al., 1987). Tous les anticorps neutralisants sont
spécifiques a la glycoprotéine G (Kalinke et al., 1996; Kelley et al., 1972; Roost
et al., 1995; Roost et al., 1996). L’induction d’IgM indépendante de 1’aide des
lymphocytes Tu est reliée a I’arrangement dense et répétitif de |’épitope a la

surface de I’enveloppe du virus (Bachmann et al., 1995).

1.8.4 Virus de ’hépatite murine (MHV- murine hepatitis virus)

Le MHV est un membre du genre coronavirus, appartenant a la famille
Coronaviridae avec le genre torovirus. Les coronavirus sont de larges virus
enveloppés a ARN simple brin de polarité positive qui causent de fréquentes
affections chez I’humain et les animaux. Ils ont le plus grand génome de tous les
virus 2 ARN (27 a 32 kilobases) et se répliquent par un mécanisme unique qui

résulte en une grande fréquence de recombinaison (revu par Lai et Holmes, 1996).
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Figure 14 : Représentation schématique du MHV (Adapté de Luis
ENJUANES, Departement of Molecular and Cell Biology, CNB, Campus
Universidad Autonoma Cantoblance, Madrid, Espagne

http://virologie.free.fr/34-Coronaviridae/coronaviridae.htm)

Les virions de MHV, représentés schématiquement a la Figure 14 sont des
particules sphériques enveloppées d’environ 100 & 120 nanométre (nm)
parsemées de pointes qui donne au virus son apparence d’une couronne (d’ou le
nom corona, «couronne» en latin) (La1 and Cavanagh, 1997). Les molécules de la
glycoprotéine S (spicule) forment les longues pointes alors que les pointes plus
courtes sont formées par la glycoprotéine HE (hémagglutinine-estérase).
L’enveloppe contient aussi la protéine E (enveloppe) et la glycoprotéine M
(membrane), qui traverse la bicouche lipidique jusqu’a la capside (core)
(Machamer and Rose, 1987). Le génome, associé a la phosphoprotéine N
(nucléocapside), forme une longue hélice flexible a ’intérieure de la capside
(Macneughton and Davies, 1978; Sturman et al., 1980).

La glycoprotéine S a plusieurs fonctions biologiques importantes. Durant
I’infection, elle se lie aux récepteurs cellulaires, induit la fusion entre I’enveloppe

virale et la membrane de la cellule héte, controle I’entrée du virus dans la cellule



37

et est responsable de I’effet cytopathogene (Lai and Cavanagh, 1997). Parfois,
elle peut aussi induire des fusions entre cellules. Durant ou aprés la maturation
virale, la protéine S est clivée par des protéases cellulaires en protéines S1 et S2.
Ce clivage a pour effet d’augmenter 1’activité de fusion cellulaire ou la

pathogénicité du virus (Gombold et al., 1993; Sturman et al., 1985).

1.8.5 Infection causée par le MHV

La plupart des coronavirus infectent seulement une espéce animale ou un nombre
limité d’espéces reliées. Les différentes souches de MHV infectent les cellules
épithéliales thymiques, les oligodendrocytes, les astrocytes, les neurones, les
hépatocytes, les macrophages et les cellules endothéliales (Matthews et al., 2002)
et causent des affections respiratoires, entériques, hépatiques et neurologiques
chez la souris (Barthold et al., 1993). Le déterminant majeur du tropisme

cellulaire du virus est la protéine S (Navas et al., 2001; Phillips et al., 1999).

La souche MHV-JHM a été isolée en 1947 a |’école médicale de Harvard a partir
de cerveaux de souris paralysées (Cheever et al., 1949). Plusieurs souches ont été
isolées depuis, dont la souche MHV-A59, isolée a partir d’une souris atteinte
d’une hépatite aigué (Manaker et al,, 1961). Cette souche cause a la fois des
affections au foie et au cerveau et est souvent utilisée comme modéle de virus
neuroinvasif (Talbot et al., 2001). Suite a4 une injection intracérébrale ou
intranasale, le MHV-A59 pénétre dans le cerveau et cause une encéphalite alors

que I'infection au foie survient quelque soit la voie d’injection (Lavi et al., 1986).

1.8.6 Réponse immunitaire au MHV

L’infection par MHV est d’abord controlée par les lymphocytes T cytotoxiques
via différents mécanismes, soit par |’action lytique de la perforine, par 1’apoptose
induite par Fas-ligand ou par la sécrétion de cytokines comme I’interféron-gamma

et le TNF-alpha (facteur de nécrose tumoral- rumoral necrosis factor) (Kajino et
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al., 1998). Les CTL sont nécessaires dans le controle de I’infection du systéme
nerveux central (Gombold et al., 1995; Stohlman et al., 1995; Sutherland et al.,
1997). Le virus MHV induit une production d’anticorps neutralisants environ 7
jours post-infection et les titres en anticorps atteignent leurs maximaux entre 14 et
56 jours post-infection (Lavi et al., 1984). Ces anticorps, dont la cible est la
protéine S, préviennent surtout une réémergence du virus (Marten et al., 2001) et
controleraient la réplication virale au niveau du systéme nerveux central
(Matthews et al., 2001). Au niveau du foie, les anticorps ne sont pas essentiels a
I’élimination du virus mais les anticorps préexistants peuvent protéger contre des
infections létales et diminuer les dommages en controlant le titre viral (Buchmeier
et al., 1984).

1.8.7 Virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV-

lymphocytic choriomeningitis virus)

Le LCMYV, découvert en 1933, est le premier virus de la famille Arenaviridae a
avoir été isolé (Armstrong and Lillie, 1934). Les arenavirus causent des
infections chroniques, souvent asymptomatiques, chez les rongeurs d’Europe,
d’Afrique et des Amériques. Les humains peuvent étres infectés lorsqu’ils sont
en contact avec des excréments de rongeurs infectés par des arenavirus et
développer des symptomes associés a une encéphalite, & une méningite ou a une

fievre hémorragique (Buchmeier et al., 1980).

La famille Arenaviridae ne contient que le genre Arenavirus, qui peut étre divisé
en deux groupes antigéniques, soit celui de 1’ Ancien Monde, dont fait parti le
LCMV, et celui du Nouveau Monde.
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enveloppe
lipidique

T quee N brin ’ARN L

Figure 15 : Représentation schématique du LCMYV (L= polymérase virale,
N=nucléoprotéine, GP1= glycoprotéine 1, GP2= glycoprotéine 2, brin d’ARN
S= brin small, brin d’ARN L= brin large)

Le LCMYV est un virus non-cytopathogéne pléomorphique enveloppé a ARN bi-
segmenté ambisens (Iapalucci et al., 1989), tel que représenté a la Figure 15. I
est reliché des cellules par bourgeonnement de la membrane plasmique. Le
génome consiste en deux segments d’ARN simple brin désignés S (small) et L
(large). Le ratio molaire de S par rapport a L est d’environ 2 pour 1. Le segment
S contient deux génes qui codent pour la nucléoprotéine NP et les glycoprotéines
GP1 et GP2, qui sont d’abord exprimées en précurseur (GPC) avant le clivage
post-traductionnel (Buchmeier et al., 1987). Le segment L, quant a lui, code pour
deux protéines, la polymérase virale L et la protéine Z (zinc motif finger), dont la

fonction semble étre reliée a la régulation de la transcription (Lee et al., 2000).

La surface des virions, qui font de 50 2 300 nm de diamétre, est parsemée de

projections formées par des complexes tétraménques des glycoprotéines virales
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GP1 et GP2 (Burns and Buchmeier, 1991). Les deux glycoprotéines sont
présentes en quantité équimolaire a la surface des virions. La protéine structurale
majeure est la NP qui s’associe avec I’ARN viral pour former une structure en

forme de perle.

1.8.8 Infection causée par le LCMV

L’infection causée par le LCMV et les autres arenavirus est persistante tant chez
I’hdte naturel que in vitro. La persistance in vivo est due & une combinaison de
mécanismes de biologie moléculaire et a une incapacité du systéme immunitaire
de I’héte a éliminer le virus tandis que la persistance in vitro est due a une
réduction de I’expression des génes viraux et de la réplication. Mais, tant chez la
souris qu’en culture cellulaire, la persistance dépend d’une régulation a la baisse

de I’expression des glycoprotéines virales (Bruns et al., 1990),

L’infection par LCMV chez la souris de laboratoire cause une infection
chronique, une infection aigué ou la mort. Les symptémes cliniques conduisent
habituellement a une méningite. A ’occasion, des affections au systéme nerveux
central plus sévéres, comme une hydroencéphalite, peuvent survenir lors d’une
infection aigué (Armstrong and Lillie, 1934). Quelle que soit la route d’infection,
les macrophages sont habituellement les cellules initialement infectées. Lorsque
I’infection se répand, d’autres cellules deviennent infectées, comme les cellules
épithéliales et les cellules de la zone marginale de la rate. Une nécrose des
follicules lymphoides de la rate et des ganglions est souvent observée, ce qui
induit la destruction des cellules présentatrices d’antigénes par les lymphocytes T
cytotoxiques et empéche une réponse immunitaire efficace (Gonzalez et al., 1980,
Mims and Tosolini, 1969; Odermatt et al., 1991; Walker et al., 1982).
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1.8.9 Réponse immunitaire au LCMV

La réponse immunitaire murine contre le LCMYV peut étre a la fois protectrice et
délétére; elle illustre bien la balance entre la protection immunitaire et
I’'immunopathologie. C’est 1’action des CTL avec une libération de perforine qui
est en jeu dans le controle de I’infection par LCMV (Kagi et al., 1994,
Zinkemagel et al., 1985), mais les lymphocytes T sont aussi responsables de
I’induction de dysfonction de la barriére hémato-encéphalique en attaquant les
cellules infectées de cette région (Andersen et al., 1991; Buchmeier et al., 1980;
Walker et al., 1975).

Une forte réponse d’anticorps spécifiques a la nucléoprotéine NP de LCMV
apparait environ 8 jours aprés !’infection (Battegay et al., 1993), mais ces
anticorps ne semblent pas jouer un rdle dans le contréle de I’infection aigué
puisqu’ils ne sont pas neutralisants (Cemy et al., 1988; Kimmig and Lehmann-
Grube, 1979; Moskophidis et al., 1987). Ce n’est que plus tard, entre les jours 30
a 60 post-infection (Battegay et al., 1993; Bruns et al., 1983; Buchmeier et al,
1981), que des anticorps neutralisants spécifiques de la glycoprotéine GP1
apparaissent (Pinschewer et al., 2004). Ces anticorps semblent jouer un réle dans
la protection contre une réinfection (Baldridge and Buchmeier, 1992; Seiler et al.,
1998a; Wright and Buchmeier, 1991). In vitro, les anticorps préviennent

I”attachement du virus aux cellules hotes (Borrow and Oldstone, 1992).

Méme si les anticorps ne jouent pas un role significatif dans le controle de
I’infection, leur importance dans la résistance au LCMV ne devrait pas étre sous-
estimée. En effet, un transfert passif d’anticorps monoclonaux anti-LCMV avant
I’infection et jusqu’a deux jours post-infection protége les souris contre une
chorioméningite létale en diminuant la charge virale dans les tissus, dont le
cerveau, et en atténuant la réponse CTL (Ferrantelli et al., 2002; Seiler et al.,
1998b; Wright and Buchmeier, 1991). De plus, une étude a montré qu’une souris

transgénique (la souris H25) exprimant la chaine lourde pu de ’anticorps
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monoclonal KL25 anti-LCMYV a développé une réponse humorale neutralisante en
seulement 8 jours post-infection. Cette induction précoce d’1gM neutralisantes a
significativement augmenté la capacité de la souris transgénique H25 a éliminer le
virus et 4 étre protégée contre I’immunopathologie suite a I’injection intracérébral
du virus (Seiler et al., 1998b).
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2.0 Matériel et méthodes

2.1 Lignées cellulaires

La lignée cellulaire Vero a été isolée a partir de reins de singes verts africains
adultes (Cercopithecus aethios) en 1962 par Y. Yasumura et Y. Kawakita a
I’Université Chiba au Japon. La lignée cellulaire MC57G est un fibrosarcome
isolé d’une tumeur chez une souris C57BL/6 aprés traitement au
methylcholanthréne. D’autre part, la lignée BHK-21 (baby hamster kidney) a été
isolée en 1961 a partir de reins de hamsters nouveau-nés par 1. A Macpherson et
M.G.P Stoker. Lalignée L929 est dérivée de tissu connectif sous-cutané de souris
C3H/An. Toutes ces lignées proviennent de I’ATCC (American Type Culture
Collection). La lignée cellulaire DBT (delayed brain tumor) a été établie a partir
d’une tumeur cervicale d’une souris CD1 inoculée avec la souche Schmidt-
Ruppin du virus du sarcome de Rous. Cette lignée a été obtenue du Dr. Michael
Buchmeier du Scripps Research Institute de La Jolla (CA, USA) et fournie par le
Dr. Pierre Talbot (INRS-Institut Armand-Frappier). Toutes les lignées ont été
cultivées dans le milieu MEM (Earle 's Modified Essential Medium) (Invitrogen,
Burlington, Ontario) additionné de 5% (volume/volume, v/v) de sérum de bovin
feetal décomplémenté pendant 30 minutes a 56°C (SBF) (Wysent, St-Bruno,
Queébec).

2.2 Production virale

2.2.1 Production du virus de la stomatite vésiculaire sérotype
Indiana (VSV-IND)

Le virus VSV-IND a été produit sur des cellules BHK. Les cellules ont été
cultivées jusqu’a une confluence de 50% dans le milien MEM 2 5% (v/v) de SBF.

Les flacons ont été vidés du milieu jusqu’a ce qu’il ne reste que 5 millilitres (mL)
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puis les cellules ont été infectées avec VSV-IND (fourni par le Dr. Rolf
Zinkemnagel, Institut of Experimental Immunology, Zurich, Suisse) a une
multiplicité d’infection (MOI) de 0,01 et laissées a température de la piéce (TP)
pendant 2 heures. Les flacons ont ensuite été remplis de milieu MEM (environ 40
mL ont été ajoutés) et incubés 24 heures a 37 °C dans une atmosphére contenant
5% (v/v) de CO; Les surnageants ont été collectés, centrifugés a 2000
tours/minute pendant 30 minutes & 4°C (Sorvall Legend RT, Mandel, Guelph,
Ontatio), aliquotés et congelés a —~80°C. Le dosage des particules infectieuses par

test de plages est décrit a la section 2.3.1.

2.2.2 Production du virus de I’hépatite murine sérotype AS9
(MHV-AS9)

Le virus MHV-AS9 a été produit sur des cellules DBT cultivées dans le milieu
MEM a 5% (v/v) de SBF. Les cellules ont été infectées a une confluence de 90%
avec MHV-A59 (passage 4, fourni par le Dr. Pierre Talbot, INRS-Institut
Armand-Frappier) a une MOI de 0,0001. Les cellules ont été mises en contact
avec le virus dans un volume minimal pendant 1 heure & 37 °C a une atmosphére
de 5% (v/v) de CO,, avec agitation manuelle aux 10 minutes. Ensuite, 12 mL de
milieu MEM contenant 1% (v/v) de SBF ont été ajoutés a chaque flacon et
I’incubation a été poursuivie durant 24 heures. Les surnageants ont été récoltés et
centrifugés pendant 20 minutes a 2500 tours/minute. Le virus ainsi produit est
issu du cinquiéme passage sur les cellules DBT. Il a été aliquoté et conservé a
—-80°C. Le dosage des particules infectieuses par un test de plages est décnt 4 la

section 2.3.1.

2.2.3 Production du virus de la chorioméningite lymphocytaire
sérotype WE (LCMV-WE)
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Le virus LCMV-WE a été produit sur des cellules L929 cultivées jusqu’a une
confluence de 80% dans le milieu MEM 4a 5% (v/v) de SBF. Les flacons ont été
vidés du milieu et 5 mL de milieu MEM frais contenant le virus LCMV-WE
(fourni par le Dr. Rolf Zinkeragel, Institut of Experimental Immunology, Zurich,
Suisse) a une MOI de 0,01 ont été ajoutés. Les flacons ont été incubés 1 heure a
température de la piéce avec agitation manuelle aux 10 minutes puis 20 mL de
milieu MEM ont été ajoutés par flacon. L’incubation s’est poursuivie durant 48
heures dans I’incubateur a 37 °C contenant une atmosphére de 5% (v/v) de CO;
puis les surnageants ont été récoltés et aliquotés. Du milieu MEM frais a de
nouveau été ajouté et ’incubation a été prolongée de 24 heures. Les sumageants
ont de nouveau été récoltés et aliquotés. Le dosage des particules infectieuses des
deux fractions (48 heures et 72 heures) par un test de foyers infectieux est décnt a

la section 2.3.2,

2.3 Titrage des virus

2.3.1 Titrage de VSV-IND et MHV-AS59

Les dosages des titres infectieux de VSV-IND et de MHV-AS9 ont été réalisés
par la méme méthode, soit par un test de plages de lyse. Le test est effectué sur
des cellules Vero pour VSV-IND et sur des cellules DBT pour MHV-A59. Les
cellules ont d’abord été cultivées jusqu’a confluence dans des plateaux de 24 puits
(Coming, New York, USA). Les échantillons viraux ont été immergés dans un
bain sonicateur durant 15 secondes, pour dissocier les agrégats, et dilués a
différentes concentrations dans un plateau de 96 puits 4 fonds ronds (Corning)
dans du MEM a 2% (v/v) de SBF. Le milieu des plateaux de 24 puits a été aspiré
sous vide et 0,16 mL des dilutions préparées ont été ajoutés aux puits. Les
plateaux ont été incubés 1 heure a 37°C dans une atmosphére contenant 5% (v/v)

de CO; avec agitation manuelle aux 15 minutes. Puis, deux gouttes (environ 0,2
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mL) d’une solution de méthylcellulose/MEM' ont été déposées par puit 4 1’aide
d’une pipette de 10 mL (I’inoculum de MHV-AS59 a d’abord été aspiré des puits).
Les plateaux ont été a nouveau incubés a 37°C. Aprés 24 heures pour VSV-IND
et 48 heures pour MHV-AS59, la solution de méthylcellulose/MEM a été aspirée et
les cellules infectées ont été fixées et colorées avec une solution fixateur/colorant®
environ 3 heures avant d’étre rincées a I’eau du robinet. Les plages de lyses ont

été dénombrées afin de déterminer le titre infectieux.

2.3.2 Titrage de LCMV-WE

Le titrage de LCMV-WE a été fait par une méthode de titrage de foyers infectieux
sur des cellules MC57G. L’échantillon viral a été dilué a différentes
concentrations directement dans un plateau de 24 puits dans du MEM a 2% (v/v)
de SBF. Des cellules MC57G, resuspendues dans du MEM a 5% (v/v) de SBF,
2% (v/v) de pénicilline/streptomycine (Invitrogen) et 1% (v/v) de glutamine 100X
(Invitrogen), ont été déposées immédiatement aprés dans les puits. Les plateaux
ont été incubés de 4 a 6 heures a 37°C dans une atmosphére contenant 5% (v/v)
de COg, puis 2 gouttes (environ 0,2 mL) de la solution de méthylcellulose/MEM
ont été déposées par puit 4 ’aide d’une pipette de 10 mL. L’incubation s’est
poursuivie durant 48 heures. La solution méthylcellulose/MEM a été aspirée et
les cellules lavées 2 fois au HBSS (Hank's Balance Salt Solution) (Invitrogen)
avant d’étre fixées 30 minutes a la formaldéhyde 4% (Sigma-Aldrich, St-Louis,
MO, USA). Toutes les étapes ont été réalisées a TP et les cellules ont été lavées
de 3 a 5 fois au tampon phosphate (PBS) entre chaque étape subséquente. Une
solution de HBSS contenant 0,5% (v/v) de Triton-X 100 (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA) a été déposée dans les puits pendant 20 minutes pour perméabiliser les
cellules. Afin de bloquer les liaisons non-spécifiques, une solution de PBS

contenant 10% (v/v) de SBF a ensuite été ajoutée et laissée de 60 a 90 minutes.

' 1% poids/volume (p/v) de méthylcellulose (Sigma, Steinheim, Suisse), 10% v/v MEM 10X
(Invitrogen), 5% v/v SBF, 1% Penicillin/Streptomycin 100X (Invitrogen), 0,5% v/v glutamine
100X (Inwvitrogen), 1,7% v/v bicarbonate de sodium7,5% (Invitrogen), 35,8% v/v ddH,O

2 50% v/v EtOH 96%, 0,5% p/v crystal violet, 0,8% p/v NaCl, 45% v/v ddH,0, 5% formaldéhyde
37%
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Puis un premier anticorps, celui de rat anti-LCMV présent dans le sumageant de
I’hybridome VL4>, a été mis en contact avec les cellules. Un anticorps secondaire
de chévre anti-rat conjugué a la peroxydase (Jackson Immunoresearch, West
Grove, PA, USA) dilué 1:400 dans du HBSS a ensuite été déposé, suivi d’un
anticorps tertiaire de porc anti-chévre conjugué a la peroxydase (Biosource,
Camarillo, CA, USA) dilué 1:400 dans du HBSS. Chaque anticorps est incubé
individuellement de 60 a 90 minutes. Finalement, un substrat composé de 0,2 M
Na;HPO,*2 H,0 (Sigma-Aldrich), de 0,1 M de C¢HsO7 (Sigma-Aldrich), de 50%
de H:0, de 0,04% (poids/volume, p/v) d’ortho-phenyldiamine (Sigma-Aldrich) et
de 0,00004% (v/v) de H,O, 30% (Sigma-Aldrich) est déposé sur les cellules et
laissé jusqu’a ce que des foyers d’infection apparaissent sur le feuillet cellulaire,
soit environ 30 minutes. Les foyers d’infection sont dénombrés afin de

déterminer le titre infectieux.

2.4 Production et purification d’un anticorps

monoclonal anti-CD8 dépléteur

L’hybridome de rat YTS 169* a été cultivé dans du milieu RPMI (Invitrogen) &
10% (v/v) de SBF. Le surnageant des cellules a été récolté durant plusieurs
semaines 4 intervalle de 4 4 5 jours. Le surnageant a été passé sur une colonne de
protéine G (Amersham Biosciences, Piskataway, NJ, USA) afin d’en purifier les
anticorps monoclonaux (AcMo) anti-CD8 sécrétés par I’hybridome YTS 169.
Les fractions contenant les AcMo ont ensuite été regroupées et dialysées trois fois

contre un volume de 750X de PBS pour échanger le tampon.

L’efficacité de la déplétion des cellules T CD8+ par le AcMo anti-CD8 a été
testée en cytométrie en flux (FACS Calibur, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,

USA) avec des anticorps anti-CD8 marqués a la fluorescéine (BD Biosciences)

3 fourni par le Dr. Rolf Zinkemagel, Institut of Expenmental Immunology, Zurich, Suisse cultivé
dans le milieu RPMI (Invitrogen) a 10% (v/v) de SBF
4 fourni par le Dr. Rolf Zinkernagel, Institut of Experimental Inmunology, Zurich, Suisse
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sur des cellules de rates de souris C57BL/6 ayant regu 100 microgramme (ug) de

AcMo anti-CD8 trois jours et un jour précédents le prélévement.

2.5 Infection des souris

2.5.1 Typage des souris HC1

Entre 21 et 31 jours aprés la naissance, 2 millimétre (mm) de queue étaient coupés
sur les souriceaux de la lignée HC1. Chaque échantillon de queue a été incubé
durant toute une nuit 4 55°C dans un tampon de di gestion’ contenant la protéinase
K (Roche, Mannheim, Allemagne), afin d’extraire I’ ADN, puis 10 minutes a 95°C
pour inactiver la protéinase K. Les échantillons ont été ensuite été centrifugés 10
minutes 4 13 000 tours/minute (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Hamburg,
Allemagne). Trois microlitres (uL) de chaque échantillon d’ADN de souris ont
été ajoutés au mélange pour la réaction de polymérisation en chaine (PCR) (2 uL
de tampon PCR 10X, 1,2 uL de MgCl; 25 millimolaire (mM), 0,5 pL de dNTPs
10 mM, 1 uL d’amorce Forward (5° GCCTCAGGAGATGAGCTAGAGC 3°)
1:10, 1 pL d’amorce Reverse (5° TAGAGACAGCACTGTGCGTTGG 3°) 1:10,
0,4 uL de polymérase Taq 5 unités/uL (Invitrogen) et 11,9 puL de H:O distillée).
Toutes les réactions de PCR ont débuté par une période de 5 minutes 4 94°C, ont
subi 35 cycles d’élongation et se sont terminées par une période d’élongation de 4
minutes & 72°C. A Dintérieur d’un cycle d’élongation, les périodes de
dénaturation, d’appariement et d’élongation étaient toutes de 40 secondes. La
température de dénaturation était de 95°C, celle d’appariement de 60°C et celle
d’élongation de 72°C.

Quatre microlitres de la réaction PCR ont ensuite été déposés sur un gel d’agarose
a 2% (p/v) et soumis & une électrophorése de 100 volts pendant environ 45

minutes. Les produits amplifiés ont été détectés avec 1’appareil Alphalmager

3 100mM Tris-HCI pH 9, 500mM KCl, 5% NP40, 5% Tween 20 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA)



49

3400 (Alphalnnovatech, San Leandro, CA, USA). L’apparition d’une unique
bande représentant un fragment de 171 pb confirme que la souris analysée

posséde le transgéne HC1 dans son génome.

2.5.2 Infection par VSV-IND

Dans un premier temps, des souris C57BL/6 (Charles River Laboratories, St-
Constant, Québec), QM®, HC1° et AID ™" ont été infectées par voie intraveineuse
(iv) avec une forte dose de VSV-IND, soit 2x10® unités formatrice de plages (ufp)
dans un volume de 0,2 mL. A 1 heure, 2 heures, 5 heures, 8 heures, 24 heures et
48 heures post-infection (p-i), des prélévements sanguins ont été effectués dans le
but de déterminer le titre viral dans le sang puis les souris ont été sacrifiées par
inhalation de CO.. Le grand lobe du foie, la rate et les reins ont été prélevés dans
le méme but. Les organes prélevés ont été conservés intacts a —80°C jusqu’au
moment du titrage. Avant le titrage, les organes ont été homogénéisés sur glace
au Polytron (Kinematica AG, Luzerne, Suisse) dans du milieu MEM (1mL pour la
rate, 2 mL pour le foie et les reins) puis centrifugés 2 fois pendant 10 minutes a
1500 tours/minute. Le titre de VSV-IND dans le surnageant des organes et dans
le sang a été déterminé par un test de plages de lyse tel que décrit a la section
23.1

Dans un deuxiéme temps, des souris C57BL/6, HC1, QM et AID™" ont été
infectées par voie iv avec 0,2 mL de solution virale de VSV-IND a différentes
doses infectieuses. L’état et la survie des souris ont été évalués quotidiennement,
de méme que toutes les souris dans les infections décrites plus bas. Les sours
présentant les points limites suivants ont été euthanasiées : perte massive de poids
et poils ébouriffés (souris moribonde), perte de mobilité des membres inférieurs et

réflexe de retournement lent ou paralysie des membres inférieurs.

¢ fournies par le Dr. Rolf Zinkernagel, Institut of Experimental Immunology, Zurich, Swsse
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Afin d’évaluer I’apparition d’anticorps anti-VSV-IND neutralisants, des
échantillons sanguins ont été récoltés aux jours 0, 4, 8, 12, 20 et 40 post-infection
par le sinus rétro-orbital a I’aide d’une pipette Pasteur stérile. Les souris étaient
préalablement anesthésiées par inhalation d’isoflurane (Baxter, Mississauga,

Ontario).

2.5.3 Infection par MHV-AS9

Des souris C57BL/6, HC1, QM et AID™" et des souris C57BL/6 et QM déplétées
en cellules T CD8+ ont été infectées par voie iv avec 0,2 mL de solution virale de
MHV-AS9 a différentes doses infectieuses. Pour dépléter les souris C57BL/6 et
QM, 100 pg de ’anticorps monoclonal anti-CD8 provenant de I’hybridome YTS
169 ont été injectés par voie intrapéritonéale (ip) trois jours et un jour précédents
I’infection. Afin de détecter la présence d’anticorps anti-MHV-A59 neutralisants
et spécifiques, des échantillons sanguins ont été récoltés aux jours 0, 4, 8, 12, 20

et 40 p-1.

2.5.3 Infection par LCMV-WE

Des souris C57BL/6, HC1, QM et AID™" ont été infectées par voie iv avec 0,2 mL
de solution virale d¢ LCMV-WE a 2x10* uff (unité formatrice de foyer
infectieux). Des échantillons sanguins ont été récoltés aux jours 0, 30, 60, 90 et

120 post-infection dans le but de détecter des anticorps anti-LCMYV neutralisants.



51

2.6 Tests de neutralisation des anticorps

2.6.1 Dosage du titre neutralisant des anticorps anti-VSV-IND et

anti-MHV-A59 dans les sérums des souris infectées

Des plateaux de 96 puits a fonds plats (Comning) de cellules Vero dans du MEM a
5% (v/v) de SBF ont été préparés 24 heures a 1’avance pour le test de
neutralisation de VSV-IND, alors que des plateaux de 24 puits de cellules DBT
dans du milieu MEM a 10% (v/v) de SBF ont été préparés 48 heures a I’avance
pour le test de neutralisation de MHV-AS59. Les cellules étaient confluentes lors

du test.

Les échantillons sanguins récoltés aux jours 0, 4, 8, 12, 20 et 40 p-i chez les
différentes souris ont été centrifugés a 3000 tours/minute pendant 10 minutes
immeédiatement aprés les prélévements. Les sérums, préservés a —20°C, ont été
dilués 1:40 dans du MEM a 2% (v/v) de SBF. Pour les échantillons des jours 8,
12, 20 et 40 p-1, 20 uL du sérum ont préalablement été déplétés en IgM, en les
mettant en contact avec 20uL de B-Mercaptoéthanol 0.1M (Bio-Rad) pendant 1
heure & TP. Aprés la dilution 1:40, tous les échantillons (ceux contenant les
immunoglobulines totales — non traités au B-Mercaptoéthanol - et ceux contenant

que les IgG) ont été décomplémentés dans un bain a 56°C pendant 30 minutes.

Des dilutions successives d’un facteur 2 des échantillons ont été effectuées dans
un plateau de 96 puits a fonds ronds dans du MEM a 2% (v/v) de SBF. Chaque
dilution a ensuite été mise en contact dans une proportion de 1:1 avec une dilution
de VSV-IND ou de MHV-AS59 selon le cas. (Les échantillons viraux ont d’abord
été immergés dans un bain sonicateur durant 15 secondes pour séparer les
agrégats.) Les plateaux ont été incubés pendant 90 minutes (60 minutes pour
MHV-A59) a 37°C dans une atmosphére contenant 5% (v/v) de CO2 pour
permettre la neutralisation du virus par les anticorps présents dans le sérum, puis

les mélanges sérum-virus ont été déposés sur les tapis cellulaires. Aprés une
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heure d’incubation dans les mémes conditions que la neutralisation, deux gouttes
(environ 0,2 mL) de solution de méthylcellulose/MEM ont été déposées par puit a
I’aide d’une pipette de 10 mL (I’inoculum de sérum-MHV-A59 a d’abord été
enlevé des puits). Les plateaux ont été a nouveau incubés. Aprés 24 heures pour
VSV-IND et aprés 48 heures pour MHV-A59, la solution de
méthylcellulose/MEM a été enlevée et les cellules infectées ont été fixées et
colorées avec la solution fixateur/colorant environ 3 heures avant d’étre rincées a
I’eau. Les plages de lyses ont été dénombrées afin de déterminer le titre
neutralisant des anticorps, qui se défini par la plus grande dilution de sérum qui
réduit de 50% la quantité de plages dénombrées dans le témoin négatif (virus seul
+ MEM a 5% (v/v) de SBF).

2,6.2 Dosage du titre neutralisant des anticorps anti-LCMV-WE

dans le sérum des souries infectées

Le test de neutralisation de LCMV-WE se fait par la méme méthode que le titrage
mais dans des plateaux de 96 puits a fonds plats plutét que dans des plateaux de
24 puits. Les échantillons de sérum ont été dilués 1:10 dans du MEM a 2% (v/v)
de SBF dans la premiére rangée des plateaux puis directement dilués
successivement d’un facteur 2 dans les autres rangées. Une dilution virale de
LCMV-WE dans du MEM a 2% (v/v) de SBF a été mise en contact avec les
échantillons de sérum et incubée 90 minutes a 37°C dans une atmosphére
contenant 5% (v/v) de CO.. Des cellules MC57G dans du MEM a 5% (v/v) de
SFV, 2% de pénicilline/streptomycine et 1% de glutamine 100X ont ensuite été
déposées dans les puits. Aprés 3 a 4 heures d’incubation dans les mémes
conditions, une goutte (environ 0,05 mL) de la solution méthylcellulose/MEM a
été déposée par puit a 1’aide d’une pipette de 10 mL. L’incubation a été
poursuivie durant 48 heures. Les étapes qui suivent sont identiques a celles
décrites pour le titrage de LCMV-WE. Les volumes des solutions sont cependant
réduits puisque le test s’effectue dans un plateau de 96 puits plutét que dans un

plateau de 24 puits. Le titre neutralisant est déterminé par la plus grande dilution
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de sérum qui réduit de 50% le nombre de foyers infectieux du témoin négatif
(virus seul+ MEM a 2% (v/v) de SBF).

2.7 Test de spécificité des anticorps a MHV-AS9 par
ELISA

Les antigénes de MHV-AS9 ont été préparés sur des cellules L929 et fournis par
le Dr. Pierre Talbot, INRS-Institut Armand-Frappier. Les échantillons
d’antigénes positif (MHV-A59 + cellules L929) et négatif (cellules L929
seulement) ont été désagrégés 2x30 secondes dans le bain sonicateur et dilués
dans du PBS 1X. Dans des plateaux ELISA (Coming) différents, 100 uL de ’une
ou I’autre des solutions d’antigéne ont été déposés par puit. Les plateaux avec la
solution d’antigéne positif, de méme que ceux avec la solution d’antigéne négatif

ont été laissés a TP pour la nuit.

Le lendemain, les puits ont été vidés des solutions d’antigénes et le blocage a été
réalisé en déposant du diluant ELISA (10% (v/v) de SBF, 0,2% (v/v) de Tween-
20 (Bio-Rad), dans du PBS 1X) pour une heure a TP, a raison de 150 pL par puit.
Les puits ont été vidés et les échantillons de sérums murins pré-dilués 1:40 ont été
déposés dans les puits de la premiére rangée et dilués en série directement dans
les autres rangées, dans du diluant ELISA. Aprés 90 minutes a TP, les
échantillons ont été lavés 5 fois avec du tampon de lavage (Tween-20 a 0,1%
(v/v) dans du PBS 1X).

L’ anticorps secondaire (anticorps de chévre anti-souris conjugué a la peroxydase
(Jackson Immunoresearch) pour les souris C57BL/6, QM et AID™" et anticorps de
chévre anti-humain conjugué a la peroxydase (Jackon Immunoresearch) pour les
souris HC1) a été pré-dilué selon les recommandations du manufacturier et

déposé a raison de 100uL par puit. Aprés 90 minutes a TP, I’ anticorps secondaire
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a été lavé 5 fois avec le tampon de lavage et 100 pL de substrat’ ont été déposés
par puit et incubés dans I’obscurité. La réaction a été inhibée 30 minutes plus tard
par I’ajout de 100ul d’acide chlorhydrique (HCI) 1 normal par puit. L’absorbance
de chacun des puits, a une longueur d’onde de 490 nm, a été mesurée avec le
lecteur ELISA 680 (Bio-Rad). Le titre en anticorps spécifiques correspond a la
plus grande dilution dont la densité optique lue sur 1’antigéne L.929/MHV-A59

(positif) est supérieure ou égale a 3 fois celle lue sur I’antigéne L929 (négatif).

70,04% (p/v) d’ortho-phenyldiamine (Sigma), 0,000033% (v/v) de H;0, 30% (Sigma) dans

tampon citrate pH 5 (1% (p/v) C¢HgO; (Fisher) 1,4 % (pfv) NaH,PO, 2H,0 (USB) dans H,O
distillée
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3.0 Résultats

La réponse innée des souris immunodéficentes QM, HC1 et AID™ a d’abord été
analysée en suivant la dissémination de VSV-IND dans le sang et les organes
périphériques jusqu’a 48 heures apres I’infection (résultats présentés a la section
3.1). La réponse humorale de ces mémes souris a ensuite été étudiée en
déterminant la spécificité des anticorps anti-MHV-A59 (section 3.3.2) et le titre
des anticorps neutralisants dans le sérum des souris infectées par VSV-IND
(section 3.2.2), MHV-A59 (section 3.3.3) ou LCMV-WE (section 3.4.2). Pour
chaque expénence, la souris C57BL/6 a servi de témoin, ce fond génétique étant

celui de chacune des lignées de souris transgéniques utilisées dans cette étude.

3.1 Dissémination virale

Des souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™ ont été infectées par voie intraveineuse
avec 2x10° ufp de VSV-IND. Le recrutement du virus a la rate et sa
dissémination dans les organes périphériques ont été mesurés a différents temps
apres I’infection, soit 1 heure, 2 heures, 5 heures, 8 heures, 24 heures et 48 heures.
Le titre viral a été déterminé dans le sang, la rate, le foie et les reins. Ces
cinétiques ont été réalisées dans le but de suivre le recrutement du virus a la rate
par les anticorps naturels, pour chacune des souris immunodéficientes, et pour
comparer la charge virale dans le sang et les organes périphériques entre chaque
souris afin d’évaluer I’importance de la diversité du répertoire primaire des

anticorps naturels dans ces processus.
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Figure 16 : Dissémination de VSV-IND dans la rate, le sang et les organes
périphériques a différents temps post-infection. |
Des souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™" ont été infectées par voie intraveineuse
avec 2x10% ufp de VSV-IND. A chaque temps, 3 souris de chaque groupe ont été
sacrifiées et le titre viral a été déterminé par un test de plages de lyse dans a) la
rate entre 1 heure et 8 heures; b) le sang entre 1 heure et 8 heures, c) le grand lobe
du foie entre 1 heure et 8 heures; d) les reins entre 1 heure et 8 heures; e) la rate
entre 1 heure et 48 heures; f) le sang entre 1 heure et 48 heures, g) le grand lobe
du foie entre 1 heure et 48 heures; h) les reins entre 1 heure et 48 heures.
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3.1.1 Recrutement de VSV-IND a la rate

Dans les huit premieéres heures suivant I’infection, le titre viral dans la rate des
souris C57BL/6 est trés stable, alors que les titres chez les souris QM, HC1 et
AID” varient avec le temps, tel qu’illustré 4 la Figure 16a. Aux toutes premiéres
heures (jusqu’a environ 3 heures post-infection), c’est dans la rate de la souris
C57BL/6 que le titre viral est le plus important, alors qu’a 5 heures post-infection,
c’est dans la rate de la souris QM que I’on retrouve le plus grand titre. Le titre de
la souris QM augmente considérablement entre 1 heure et 5 heures, passant
d’environ 100X moins élevé a 100X plus élevé que le titre de la souris C57BL/6.
Le titre viral dans la rate de la souris HC1 est nettement plus bas que celui de la
souris témoin aux premiéres heures post-infection mais il s’en rapproche vers 8
heures post-infection sans toutefois I’égaler. Le titre viral dans la rate de la souris
AID™ est a peu prés constant entre 1 heure et 5 heures et est clairement plus bas
que celui de la souris C57BL/6, mais il augmente progressivement entre 5 heures
et 8 heures pour finalement dépasser celui de la souris témoin. A 8 heures post-
infection, les titres chez les quatre souris sont a peu prés les mémes et sutvent une
méme diminution progressive jusqu’a 48 heures post-infection (Figure 16e). Le
recrutement viral semble donc se faire en majorité dans les huit premiéres heures

apreés une infection.

La diversité des anticorps naturels semble jouer un rdle dans le recrutement de
VSV alarate. La souris C57BL/6, qui a le répertoire primaire le plus diversifié,
montre un titre viral supérieur a celui des souris immunodéficientes dans les
premiéres heures post-infection. Le titre viral le plus bas est observé chez la
souris HC1, qui est celle dont le répertoire primaire est le plus limité. La souris
AID™, qui n’est pas compromise au niveau de son répertoire primaire, mais qui
produit uniquement des IgM, a un titre plus élevé que la souris HC1, de méme
que la souris QM, dont une proportion des lymphocytes B1 ne sont pas limités
dans leur diversité. Le fait que la souris AID"" montre un titre viral plus bas que

la souris C57BL/6 pourrait laisser supposer que des anticorps naturels de type IgG
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entrent en jeu dans le recrutement de VSV 4 la rate et/ou que le faible taux
d’hypermutations somatiques que subissent les lymphocytes B1 est important
dans la réponse innée. L’augmentation du titre viral dans la rate entre 2 heures et
8 heures post-infection chez les souris immunodéficientes montre qu’il y a un
recrutement progressif du virus, probablement capturé sous forme de complexes
immuns avec les anticorps naturels. Cette augmentation n’est pas observée chez
la souris CS7BL/6, ce qui laisse croire que ses anticorps naturels circulants sont

capables de neutraliser directement le virus.

3.1.2 Charge virale dans le sang

La courbe du titre viral dans le sang de 1 heure a 48 heures post-infection suit
sensiblement la méme cinétique pour toutes les souris (Figure 16f). Les titres
viraux augmentent entre 2 heures et 8 heures p-i pour ensuite atteindre un plateau
et redescendre entre 24 heures et 48 heures. Chez la souris C57BL/6 cependant,
la diminution du titre viral se fait plutét entre 8 heures et 24 heures p-i et le
plateau est atteint entre 24 heures et 48 heures p-i. Les titres viraux dans le sang
des souris QM et HC1 sont toujours plus élevés que ceux dans le sang de la souns
CS57BL/6, alors que ceux de la souris AID™" et de C57BL/6 sont comparables.
L’augmentation observée des titres de VSV dans le sang durant les 5 premiéres
heures n’est probablement pas due a la réplication virale car le virus ne se
réplique pas dans ce cours laps de temps (Konieczko et al., 1994). L’hypothése
que les virions soient séquestrés dans d’autres organes et redistribués
graduellement dans le temps pourrait expliquer que le virus est moins détectable

au début de I’infection.

Le fait que le titre viral soit plus faible dans le sang de la souris C57BL/6 et que
sa diminution se fasse plus rapidement par rapport aux souris immunodéficientes
confirme que la diversité des anticorps naturels a un rdle a jouer dans
I’élimination du virus en circulation et dans son recrutement a la rate. Les

anticorps naturels ayant un plus grand répertoire primaire neutralisent directement
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le virus de maniére plus efficace et ont probablement plus de facilité a former des
complexes immuns qui seront mieux retenus a la rate, ce qui par conséquent,

réduit la charge virale en circulation.
3.1.3 Dissémination de VSV-IND dans les organes

Jusqu’a 5 heures post-infection, les titres viraux dans le foie des souris C57BL/6,
QM, HC1 et AID™ sont sensiblement les mémes (Figure 16¢). Entre 5 heures et
8 heures post-infection, il y a une augmentation marquée du titre viral dans le foie
sauf chez la souris HC1. Entre 8 heures et 48 heures post-infection, les titres
viraux dans le foie diminuent progressivement (Figure 16g). Tel que montré a la
Figure 16h, les titres viraux dans les reins des souris C57BL/6, QM, AID™ et
HC1 subissent quelques variations dans le temps mais sont quand méme assez
constants entre 1 heure et 48 heures post-infection. L’augmentation observée
dans le foie et les reins, aprés 5 heures post-infection, est probablement due au fait
que ces organes filtrent le sang et accumulent le virus qui n’a pas été neutralisé ni

recruté a la rate.

En général, c’est chez la souris C57BL/6 que le titre viral dans les reins est le plus
faible mais la différence n’est pas trés marquée. Aucune corrélation entre la
diversité des anticorps naturels et la dissémination virale dans les organes
périphériques comme le foie et les reins, n’est évidente lorsqu’on observe les
titres chez les souris immunodéficientes et chez la souris de type sauvage puisque

les titres viraux sont comparables.

3.2 Réponse humorale a VSV-IND

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™" ont été infectées avec différentes doses
de VSV-IND. Le titre en anticorps neutralisants aux jours 4, 8, 12, 20 et 40 post-

infection a été déterminé par un test de neutralisation (décrit a la section 2.6.1).
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Le but de cette expérience était de comparer la production d’anticorps contre un
virus cythopathogéne qui induit une réponse rapide d’anticorps neutralisants, et
dont la protection est conférée uniquement par les anticorps, entre les souris
immunodéficientes et la souris témoin C57BL/6. Nous avons aussi évalué

I’influence de la dose virale sur la production d’anticorps neutralisants.

3.2.1 Survie des souris suite a I’infection avec VSV-IND

La mortalité des souris a été rapportée pour comparer la susceptibilité des
différentes souris immunodéficientes au virus mais aussi pour évaluer I’influence

de la dose virale sur la survie.

A part une seule souris morte® au jour 15 & la dose de 1x10® ufp, les souris
CS57BL/6 ont toutes survécu a I’infection avec VSV-IND (Figure 17a). Les
souris immmunodéficientes sont par contre beaucoup plus susceptibles a cette
infection. La mortalité des souris QM et HC1 est directement proportionnelle a la
dose virale et la phase critique apparait entre les jours 6 et 14 (Figures 17b et
17¢). Les souris HC1 présentent la plus grande susceptibilité au virus car, a forte
dose (2x10° ufp), aucune souris n’a survécu au dela du jour 12. A 1x10* ufp, une
seule souris a survécu jusqu’a la fin des 40 jours, de méme que pour I’infection
avec 1x10° ufp (résultat non-montré). Les souris AID™" sont aussi sensibles a
I’infection avec VSV-IND mais le taux de mortalité est moins important que chez
la souris QM ou HC1 (Figure 17d).

8 La «mort des souris» désigne autant |’euthanasie lorsque les souris atteignaient les points limites
(décrits a la section 2.5.2) que la constatation du décés lorsque celui-ci se produisait entre les
périodes d’observation.
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Figure 17 : Survie des souris suite a I’infection avec VSV-IND

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID " ont été infectées par voie intraveineuse
avec différentes doses de VSV-IND. Dans chaque groupe, le nombre de souris
infectées était de 5 ou de 6. Les points limites et la survie ont été évalués
quotidiennement chez a) les souris C57BL/6, b) les souris QM, c) les souris HC1,
d) les souris AID™",

Une grande diversité du répertoire primaire semble donc étre plus importante que
I’hypermutation somatique et la permutation isotypique pour une protection
contre VSV. Bien qu’avant I’immunisation, la souris QM posséde des
lymphocytes B qui ont une spécificité autre qu’a I’hapténe nitrophényl, la
proportion de ces lymphocytes ne semble pas suffisante pour conférer une bonne
protection. Durant la réponse immunitaire, les lymphocytes B spécifiques au NP
peuvent changer de diversité par des réarrangements secondaires mais ce
mécanisme, qui prend un certains temps avant de générer des nouvelles

spécificités, n’est pas efficace au point de protéger toutes les souris a des doses
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fortes de virus. Donc ces résultats suggérent que la pleine capacité de
diversification du répertoire des lymphocytes B est bénéfique pour une protection

compléte contre un virus cytopathogéne.

3.2.2 Production d’anticorps neutralisant contre VSV-IND

Comme le montre la Figure 18, 1’apparition d’anticorps neutralisants chez la
souris HCI est retardée de quelques jours par rapport & I’apparition d’anticorps
neutralisants chez la souris C57BL/6. Le titre en IgM de la souris HC1 (valeur
des Ig totales moins celle des IgG) atteint une valeur maximale au jour 12 et
diminue par la suite, mais cette valeur est moins grande que celle du titre des
anticorps neutralisants de C57BL/6. Chez la souris HC1, les IgG sont a peine
détectables et ce, pas avant le jour 40, alors que chez la souns C57BL/6, la
commutation de classe de IgM a IgG est observable dés le jour 8. Le titre en IgM
de la souris C57BL/6 diminue a partir du jour 8 alors que celui en IgG augmente

entre les jours 8 et 20 pour ensuite atteindre un plateau entre les jours 20 et 40.
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Figure 18 : Cinétique du développement d’anticorps neutralisants contre
VSV-IND chez la souris HC1

Les souris HC1 et C57BL/6 ont été infectées avec 1x10* ufp de VSV-IND par
voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été récoltés a différents temps
post-infection et les anticorps neutralisants anti-VSV ont été titrés par un test de
neutralisation. Les immunoglobulines totales ont été titrées aux jours 0, 4 et 8
alors que les IgG ont été titrées aux jours 8, 12, 20 et 40. Ces résultats sont la
moyenne des titres des anticorps anti-VSV-IND neutralisants des souris
survivantes dans chaque groupe en fonction du temps.

La souris HC1, malgré son répertoire primaire limité génére donc des IgM
neutralisants contre VSV. La diversité de ses anticorps est conférée
majoritairement par la région CDR3 de la chaine lourde, di au fait qu’elle ne
posseéde qu’une seule région Vy fonctionnelle. De plus, la diversité de la chaine
Iégere est assez restreinte en raison du nombre limité de segments géniques VA et
JA. Donc la diversité de la région CDR3 de la chaine lourde a elle seule est
suffisante pour générer des anticorps neutralisants contre VSV. Ces anticorps,
bien que neutralisants, n’ont cependant pas une trés forte capacité protectrice,
probablement en raison du délai de leur apparition. En effet, 80% des souris
infectées avec VSV-IND a 1x10* ufp sont mortes entre les jours 8 et 15 malgré la

présence des anticorps neutralisants anti-VSV.
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Chez la souris QM, I’apparition d’anticorps neutralisants est retardée de quelques
Jjours par rapport a la souris C57BL/6 et ce, peut importe la dose virale (Figure
19).
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Figure 19 : Cinétique du développement d’anticorps neutralisants contre
VSV-IND chez la souris QM

Les souris QM et C57BL/6 ont été infectées avec a) 2x10° ufp; b) 1x10* ufp; ¢)
1x10* ufp de VSV-IND par voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été
récoltés a différents temps post-infection et les anticorps neutralisants anti-VSV
ont été titrés par un test de neutralisation. Les immunoglobulines totales ont été
titrées aux jours 0, 4 et 8 alors que les IgG ont été titrées aux jours 8, 12, 20 et 40.
Ces résultats sont la moyenne des titres des anticorps anti-VSV-IND neutralisants
des souris survivantes dans chaque groupe en fonction du temps.

Les anticorps neutralisants de la souris QM prennent jusqu’a 40 jours pour

atteindre le titre de ceux de la souris C57BL/6. La commutation de classe se fait
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aussi plus tardivement comparée a la souris CS7BL/6. A 2x10° ufp, la
commutation de classe n’est pas encore observable au jour 20 chez la souris QM,
cependant, elle I’est aux doses plus faibles, soit 1x10* et 1x10° ufp. La dose virale
a donc un effet sur la commutation de classe, probablement a cause d’une plus
grande pression sélective, ce qui a directement un effet sur la survie des souris.
En effet, il est intéressant de noter que la commutation de classe corréle avec la
survie des souris puisque dés que la commutation de classe survient, les souris
survivent. Finalement, la cinétique du titre en anticorps neutralisants des deux
types de souris est trés similaire peu importe la dose virale et il y a une légere
diminution du titre en fonction de la dose virale et ce, autant chez la souris
C57BL/6 que chez la souris QM.

La souris QM, qui a été modifiée génétiquement pour que ses lymphocytes B
soient spécifiques au nitrophényl, génére des anticorps neutralisants contre VSV-
IND. Une proportion des lymphocytes spécifiques au virus provient possiblement
des 20% des lymphocytes B qui présentent une spécificité autre qu’au NP avant
immunisation mais la majorité des anticorps neutralisants sont siirement générés
suite a une révision du récepteur lors de la réponse immunitaire, tel qu observé
précédemment (Lopez-Macias et al, 1999). Comme ce processus prend un
certain temps avant de générer une nouvelle spécificité, il est normal qu’on
observe ce décalage dans I’appantion des anticorps entre les deux souris. Mais on
peut tout de méme constater que les réarrangements secondaires sont suffisants

pour générer des anticorps neutralisants et protecteurs.

Tel qu’illustré par la Figure 20, les anticorps neutralisants de type IgM de la
souris AID"" apparaissent en méme temps que les anticorps neutralisants de la
souris C57BL/6. La dose virale est cependant trés déterminante dans le titre
neutralisant. Alors que chez la souris C57BL/6, une légére diminution du titre en
fonction de la dose virale est observable, c’est une diminution trés marquée qui
survient chez la souris AID™" lorsqu’on passe de I’infection avec 2x10° ufp a celle

avec 1x10° ufp. A la plus forte dose, la valeur du titre en IgM neutralisantes de la
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sourts AID™" atteint celle des IgG de la souris C57BL/6 et diminue quelque peu a
partir du jour 8 pour atteindre un plateau entre les jours 20 et 40. On observe le

méme plateau lors de I’infection avec 1x10° ufp.
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Figure 20 : Cinétique du développement d’anticorps neutralisants contre
VSV-IND chez la souris AID™

Les souris AID™" et C57BL/6 ont été infectées avec a) 2x10° ufp; b) 1x10" ufp de
VSV-IND par voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été récoltés a
différents temps post-infection et les anticorps neutralisants anti-VSV ont été
titrés par un test de neutralisation. Les immunoglobulines totales ont été titrées
aux jours 0, 4 et 8 alors que les IgG ont été titrées aux jours 8, 12, 20 et 40. Ces
résultats sont la moyenne des titres des anticorps anti-VSV-IND neutralisants des
souris survivantes dans chaque groupe en fonction du temps.

La souris AID™" produit des anticorps neutralisants et protecteurs contre VSV-
IND, malgré le fait que ses lymphocytes B ne subissent pas d’hypermutation

somatique ni de permutation isotypique.
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3.3 Réponse humorale 4 MHV-A59

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID " ont été infectées avec différentes doses
de MHV-A59. La spécificité 8 MHV-A59 des anticorps présents dans le sérum
des souris a d’abord été analysée par ELISA (Enzyme like immunosorbent assay)
(décrit a la section 2.7). Le titre en anticorps neutralisants aux jours 4, 8, 12, 20 et
40 post-infection a été déterminé par un test de neutralisation (décrit a la section
2.6.1). Le but de cette expérience était de comparer la production d’anticorps
neutralisants contre un virus cythopathogéne dont I’infection n’est pas controlée
directement par des anticorps neutralisants, entre les souris immunodéficientes et
la souris témoin C57BL/6. L’infection du virus MHV-AS59 est contrélée par les
lymphocytes T cytotoxiques et I’induction d’anticorps neutralisants se fait
quelques jours plus tard que dans le cas de VSV-IND. Des souris C57BL/6 et
QM déplétées en lymphocytes T CD8+ ont aussi été infectées avec MHV-A59 3
110 ufp afin de déterminer I’influence de I’absence des lymphocytes T
cytotoxiques sur I’induction des anticorps neutralisants. Nous avons formulé
’hypothése que les anticorps neutralisants pourraient é&tre induits plus
précocement chez les souris déplétées en lymphocytes T CD8+ infectées avec
MHV-A59.

3.3.1 Survie des souris suite a I’infection avec MHV-AS59

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™" ont été infectées avec une ou différentes
doses de MHV-A59. La mortalité des souris a été rapportée pour comparer la
susceptibilité des différentes souris immunodéficientes au virus (Figure 21). Nous
avons aussi évalué I’influence de la dose virale sur la survie et sur la production

d’anticorps.

A 5x10° ufp, toutes les souris C57BL/6 ont survécu a I’infection. A une dose

Iégérement supérieure, soit 1x10* ufp, 3 souris C57BL/6 sur 5 étaient mortes au
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Jour 17, ce qui étonne puisque les souris QM et AID"” montrent un taux de survie
supérieur & cette dose. En effet, les souris QM, infectées avec 1x10* ufp ont
toutes survécu et une seule souris AID™" est morte. 1l est possible que des
différences dans le nombre ou I’activité des CTL existent entre ces souches et
comme le contrdle de I’infection est d’abord assumé par les CTL et non par les
anticorps neutralisants, il est probable que les souris n’aient pas le méme taux de
survie. Les souris HC1 sont les plus susceptibles a I'infection par MHV-A59 car
elles sont toutes mortes a cette dose. Certaines souris HC1 ont cependant survécu

a des doses plus faibles comme 5x10° ufp et 1x10° ufp.
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Figure 21 : Survie des souris suite  I’infection avec MHV-A59

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™" ont été infectées par voie intraveineuse
avec différentes doses de MHV-A59. Dans chaque groupe, le nombre de souris
infectées était de 5. Les points limites et la survie ont été évalués
quotidiennement chez a) les souris C57BL/6 b) les souris QM c) les souris HC1 d)
les souns AID™".
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3.3.2 Production d’anticorps spécifiques 3 MHV-A59

Des anticorps spécifiques au virus MHV-A59 sont détectables chez la souris
C57BL/6, la souris QM et la souris AID™, tel que montré a la Figure 22. Chezla
souris C57BL/6 on observe le changement graduel d’isotype des anticorps
spécifiques 8 MHV-AS9 : la spécificité des IgM diminue a partir du jour 8 p-i
alors que celle des IgG reste constante et élevée du jour 8 au jour 40. Chez la
souris AID™", les IgM détectées entre les jours 4 et 40 sont spécifiques a I’antigéne
de MHV-A59, avec un titre maximum autour du jour 12 p-i. Seuls les anticorps
de type IgG produits & partir du 12° jour post-infection reconnaissent les antigénes
de MHV-A59 chez la souris QM. Finalement, aucun anticorps spécifique a
MHV-AS59 n’a été détecté chez la souris HC1.
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Figure 22 : Spécificité des anticorps a MHV-AS59

Les souris HC1, AID™, QM et C57BL/6 ont été infectées avec 1x10* ufp de
MHV-A59 par voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été récoltés a
différents temps post-infection et la spécificité des anticorps pour MHV-A59 a été
testée par ELISA. Les IgM ont été analysées aux jours 0, 4, 8, 12, 20 et 40 alors
que les IgG ont été analysées a partir du jour 8. Ces résultats sont la moyenne des
titres des anticorps spécifiques 8 MHV-A59 chez a) les souris C57BL/6; b) les
souris QM,; c) les souris HC1; d) les souris AID™" en fonction du temps.

Puisque la souris HCI n’a produit aucun anticorps spécifique 8 MHV-AS59, il
apparait que la pleine diversité du répertoire primaire des anticorps est nécessaire
pour reconnaitre le virus. Les résultats obtenus avec QM montrent que les
réarrangements secondaires prennent un certain temps avant de générer des
lymphocytes B avec une nouvelle spécificité. En effet, chez la souris QM des
anticorps specifiques apparaissent seulement entre les jours 12 et 20 alors que les
souris C57BL/6 et AID ™" générent des anticorps spécifiques entre les jours 4 et 8.
Avec les résultats de la souris AID™", on constate que des anticorps spécifiques a
MHV-A59 de type IgM peuvent étre induits sans 1’apport d’hypermutations

somatiques.
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3.3.3 Production d’anticorps neutralisants contre MHV-A59

A la dose infectieuse de 1x10* ufp, il y a eu induction d’anticorps neutralisants de
type IgM et IgG chez la souris C57BL/6 (Figure 23). La commutation de classe
est observable dés le jour 8 et le titre en IgG reste relativement constant jusqu’au
jour 40. L’apparition des anticorps neutralisants concorde parfaitement avec la

présence des anticorps spécifiques.

Chez la souris HCI1, aucun anticorps neutralisant n’est détectable a 1x10* ufp et
ce, durant les 40 jours qu’a duré I’expérience (Figure 23a). Ceci n’est pas du tout
surprenant puisque aucun anticorps spécifique n’avait été détecté dans le sérum.
Par contre, a 1x10° ufp, des anticorps neutralisants de type IgM ont pu étre
détectés chez certaines souris HC1, mais & des titres trés faibles (Figure 23b). La
diversité du répertoire primaire des anticorps semble donc étre primordiale pour

induire une réponse humorale efficace contre MHV-AS9.
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Figure 23 : Cinétique du développement d’anticorps neutralisants contre
MHV-A59

Les souris HC1, AID™", QM et C57BL/6 ont été infectées avec MHV-AS59 par
voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été récoltés a différents temps
post-infection et les anticorps neutralisants anti-MHV-59 ont été titrés par un test
de neutralisation. Les immunoglobulines totales ont été titrées aux jours 0, 4 et 8
alors que les IgG ont été titrées aux jours 8, 12, 20 et 40. Ces résultats sont la
moyenne des titres des anticorps anti-MHV-AS59 neutralisants chez a) les souris
HCI1 infectées avec 1x10* ufp; b) les souris HC1 infectées avec 1x10° ufp; ¢) les
souris QM infectées avec 1x10* ufp; d) les souris QM déplétées en lymphocytes T
CD8+ infectées avec 1x10* ufp; e) les souris AID™" infectées avec 1x10* ufp en
fonction du temps.
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La cinétique de neutralisation de MHV-A59 par les anticorps de type IgM de la
souris AID™" est trés similaire a celle des anticorps de la souris C57BL/6 (Figure
23e). Il n’y a pas de délai dans I’apparition des IgM neutralisantes chez la souris
AID™ et celles-ci atteignent un titre aussi élevé que celles de la souris C57BL/6.
Le maximum est atteint autour du jour 12 puis le titre redescend et reste
relativement constant et élevé jusqu’au jour 40, comme les IgG de la souris
C57BL/6. De plus, les courbes de spécificité et de neutralisation suivent
exactement la méme cinétique. Donc des anticorps spécifiques, neutralisants et
protecteurs peuvent étre générés contre MHV-A59 en absence d’hypermutation

somatique et de permutation isotypique, et ce, avec la méme cinétique.

Contrairement a la souris AID™", I’apparition des anticorps neutralisants chez la
souris QM suite a I’infection avec MHV-A59 a 1x10* ufp est retardée de quelques
Jours par rapport a celle chez la souris C57BL/6 (Figure 23c). Ce retard est aussi
observé chez la souris QM déplétée en lymphocytes T CD8+ (Figure 23d). Les
IgG sont détectables sensiblement en méme temps que les IgM chez la souris QM
et leurs titres sont plus faibles que ceux des anticorps de la souris C57BL/6 alors
que, chez la souris QM déplétée, les IgG apparaissent quelques jours aprés les
IgM. Les titres de ces deux immunoglobulines augmentent continuellement
Jusqu’au jour 40 sans toutefois atteindre celui des anticorps neutralisants de la
souris C57BL/6 déplétée. Il apparait, en observant les résultats de la souris QM,
que des anticorps spécifiques, neutralisants et protecteurs peuvent étre générés
suite a des réarrangements secondaires. La déplétion des CTL n’a pas accéléré
I’induction des anticorps neutralisants, contrairement a ce qu’il avait été pensé,
mais ceux-ci atteignent un titre plus élevé & 40 jours tant chez la souris C57BL/6
déplétée que chez la souris QM déplétée. Cependant, 4 une dose virale de 1x10*

ufp, aucune souris déplétée n’a survécu a I’infection (résultat non montré).
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3.4 Réponse humorale 2 LCMV-WE

Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID™ ont été infectées avec 2x10* uff de
LCMV-WE. Le titre en anticorps neutralisants aux jours 30, 60, 90 et 120 post-
infection a été déterminé par un test de foyers infectieux (décrit 4 la section 2.6.2).
Le but de cette expérience était de comparer la production d’anticorps
neutralisants contre un virus non-cythopathogéne qui induit une réponse tardive et
peu efficace d’anticorps neutralisants, entre les souris immunodéficientes et la
souris témoin CS7BL/6.

3.4.1 Survie des souris suite a I’infection avec LCMV-WE

La mortalité des souris a été rapportée pour comparer la susceptibilité des
différentes souris immunodéficientes au virus (Figure 24). Les souris AID™" sont
les plus sensibles & I’infection par LCMV-WE avec un taux de survie qui atteint
25% au jour 133. De plus, seules les souris AID™ présentent une courbe de survie
qui diminue en fonction du temps alors que, chez les autres souris, le taux de
survie reste stable apreés le jour 10. Toutes les souris QM ont survécu au virus, les

souris C57BL/6 présentent un taux de survie de 90% et les souris HC1 de 70%.
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Figure 24 : Survie des souris infectées par LCMV-WE

Les souris C57BL/6, HC1, QM et AID™" ont été infectées par voie intraveineuse
avec 2x10* uff de LCMV-WE. Dans chaque groupe, le nombre de souris variait
entre 10 et 13. Les points limites et la survie des souris ont été évalués
réguliérement jusqu’a 133 jours post-infection.

Bien que I'infection par le LCMV ne soit pas contrdlée par les anticorps, on
observe des différences majeures dans le taux de survie aux premiers jours post-
infection entre les différentes souris immunodéficientes. Comme les anticorps
neutralisants apparaissent entre les jours 30 et 60 post-infection (Battagay et al.,
1993) et que la phase critique de survie se situe entre les jours 10 et 18 p-i, les
résultats obtenus laisse croire que la diversité du répertoire des anticorps naturels
est importante dans la protection contre LCMV. En effet, la mortalité de la souris
HC1, qui a un répertoire primaire d’anticorps naturels limité, est nettement plus
élevée que celle des souris C57BL/6 et QM. Des études supplémentaires seront
requises pour valider cette hypothése. Aprés la phase critique, seules les souris
AID™" présentent un taux de survie qui diminue avec le temps, ce qui suggére

fortement que les hypermutations somatiques et la permutation isotypique sont
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des mécanismes importants pour générer des anticorps neutralisants contre

LCMV et que ces anticorps neutralisants pourraient avoir un effet protecteur.

3.4.2 Production d’anticorps neutralisants contre LCMV-WE

Aucun signe de neutralisation du virus n’a été détecté lors des tests de
neutralisation avec les sérums des souris transgéniques. Seules les souris
C57BL/6 ont produit des anticorps neutralisants contre LCMV-WE, qui sont
détectables autour du jour 30 et dont le titre, trées faible, augmente

progressivement jusqu’au jour 120 (Figure 25).
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Figure 25 : Cinétique du développement d’anticorps neutralisants contre
LCMV-WE chez les souris C57BL/6

Les souris HC1, AID™, QM et C57BL/6 ont été infectées avec LCMV-WE &
2x10* uff par voie intraveineuse. Des échantillons sanguins ont été récoltés aux
Jours 0, 30, 60, 90 et 120 post-infection et les anticorps neutralisants anti-LCMV-
WE ont été titrés par test de foyers infectieux. Seules quatre souris du groupe
C57BL/6 (10 souris) ont produit des anticorps neutralisants contre LCMV-WE.
Le résultat présenté est la moyenne des titres des anticorps anti-LCMV-WE
neutralisants de ces quatre souris C57BL/6.
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Contrairement aux résultats du taux de survie, ces résultats montrent que les
anticorps neutralisants ont un réle mineur 4 jouer dans la protection de 1’animal
contre LCMV. Aucun anticorps neutralisants n’a été détecté chez les souris QM
(qui sont pourtant toutes restées en vie) ni chez les souris HC1 et AID™”
survivantes. De plus, le titre des anticorps neutralisants chez la souris C57BL/6
est trés faible, comparé au titre neutralisant des anticorps anti-VSV ou anti-MHV,
par exemple. Cependant, on peut tout de méme affirmer que I’induction efficace
d’anticorps neutralisants contre LCMV nécessite une pleine capacité de

diversification des lymphocytes B.
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4.0 Discussion

La diversité des anticorps est le résultat de plusieurs facteurs distincts, dont, en
premier lieu, I’organisation des génes codant pour les immunoglobulines en
multiples segments. Le réarrangement des segments géniques génére le répertoire
primaire des anticorps. Lorsque le lymphocyte B reconnait et répond a un
antigene, des mécanismes de maturation d’affinité (I’hypermutation somatique et
les réarrangements secondaires) augmentent la diversité des anticorps. Il est
généralement assumé qu’une pleine diversité des anticorps assure une meilleure
réponse humorale antivirale. Cette affirmation n’avait cependant jamais été

évaluée expérimentalement.

Le but de ce projet de maitrise était d’évaluer les fondements de cette affirmation,
notre hypothése étant que la pleine diversité des lymphocytes B n’est pas
nécessaire dans I’induction d’anticorps neutralisants et protecteurs lors de
certaines réponses immunitaires antivirales. Cette étude a évalué la contribution
du répertoire primaire des lymphocytes Bl et des lymphocytes B2, des
mécanismes de maturation de I’affinité et de la permutation isotypique dans

Pinduction d’une réponse antivirale neutralisante et protectrice.

Plusieurs études dans la littérature ont montré que des souris transgéniques
immunodéficientes limitées dans leur capacité a diversifier leur répertoire de
lymphocytes B sont capables de générer des anticorps spécifiques a certains
antigénes. La souris HCI, contrainte 4 utiliser un seul segment Vy fonctionnel
pour générer son répertoire primaire de lymphocytes B, reconnait une variété
d’hapténes et de protéines (Xu and Davis, 2000). La souris QM, dont le
répertoire primaire est quasimonospécifique a ’hapténe NP, génére des anticorps
spécifiques et neutralisants contre le virus de la stomatite vésiculaire (VSV), le
virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) et le poliovirus grice a des
réarrangements secondaires au niveau du transgéne (Lopez-Macias et al., 1999).

Finalement, la souris AID™, qui ne peut faire ni d’hypermutation somatique ni de
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permutation isotypique, résiste a une infection avec une souche virulente du virus
influenza. Le titre en IgM neutralisantes de la souris AID™" est méme l1égérement
supérieur & celui de la souris AID™" & partir du jour 7 p-i, moment ou les
lymphocytes B de cette derniére commencent & subir des permutations
isotypiques (Harada et al., 2003). Nous avons donc, 4 partir de ces études,
formulé quatre objectifs qui sont : 1- Evaluer le rdle de la diversité des anticorps
naturels dans le recrutement d’un antigéne viral 4 la rate et dans sa dissémination
vers les organes périphériques, 2- Evaluer le rdle du répertoire primatre des
lymphocytes B dans I'induction d’un réponse humorale antivirale neutralisante et
protectrice, 3- Confirmer I’importance des réarrangements secondaires dans
I’induction d’anticorps neutralisants et protecteurs contre certains virus et 4-
Evaluer la contribution des hypermutations somatiques et de la permutation

isotypique dans la génération d’anticorps antiviraux neutralisants et protecteurs.
4.1 Diversité du répertoire des lymphocytes Bl

Il a été montré que le recrutement du VSV a la rate quelques heures aprés
I’infection est beaucoup plus efficace chez une souris possédant des anticorps, la
souris de type sauvage C57BL/6, que chez des souris déficientes en
immunoglobulines, comme les souris uMT et RAG-1"" (Ochsenbein et al , 1999).
De plus, le titre viral dans les organes périphériques était plus important chez les
souris sans anticorps que chez la souris de type sauvage. Cette étude a démontré
que les anticorps naturels contrlent la dissémination des virus cytopathogénes
comme VSV dans le sang, préviennent I’infection des organes périphériques et
induisent plus rapidement la réponse humorale adaptative en retenant I’antigéne

au niveau de la rate sous forme de complexes immuns.

Nous avons poussé plus loin I’étude d’Ochsenbein en reprenant les mémes
manipulations mais avec des souris limitées dans leurs capacités a diversifier leur
répertoire d’anticorps afin d’évaluer I’importance de la diversité des anticorps

naturels dans le recrutement viral a la rate et dans la dissémination vers les
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organes. Les souris C57BL/6, QM, HC1 et AID"" ont été infectées par voie
intraveineuse avec 2x10° ufp de VSV-IND. Le recrutement du virus 2 la rate et sa
dissémination vers les organes ont été mesurés a différents temps aprés I’infection

en déterminant le titre viral dans le sang, la rate, le foie et les reins.

4.1.1 Recrutement du VSV 2 la rate chez la souris HC1

Les résultats obtenus montrent que la diversité des anticorps naturels a un rdle a
Jouer dans le recrutement du VSV 4 la rate et dans sa dissémination dans le sang.
Elle n’influence cependant pas I'infection des organes périphériques comme le
foie et les reins (Figure 16), possiblement parce que la dose infectieuse était trop
élevée pour voir des différences. Les titres viraux obtenus dans la rate et le sang
des souris laissent croire que la pleine diversité du répertoire des anticorps
naturels est effectivement bénéfique pour un recrutement rapide a la rate et pour
diminuer la charge virale dans le sang (Ochsenbein et al., 1999). En effet, dans
les trois premiéres heures post-infection, c’est dans la rate de la souris C57BL/6
que le titre viral est le plus important (environ 100X plus important que chez les
autres souris) et dans le sang de cette méme souris que la charge virale est la plus
faible (environ 100X plus faible que chez les autres souris) (Figures 16a et 16b).
Afin d’affirmer avec plus d’assurance la relation entre le recrutement de VSV i la
rate et le titre viral dans le sang, il serait intéressant d’effectuer cette expérience
chez des souris C57BL/6 splénectomisées, chez lesquelles le titre viral dans le

sang devrait étre trés élevé.

La sounis HC1 présente le titre viral le plus bas dans la rate parmi toutes les souris
et son titre viral dans le sang est beaucoup plus élevé que celui de la souris
C57BL/6, ce qui concorde avec le fait que la souris HC1 est la souris la plus
limitée dans son répertoire d’anticorps naturels parmi les souris transgéniques. En
effet, le minilocus HC1 ne contient qu’un seul segment génique Vy fonctionnel et
les deux alléles de la chaine lourde des immunoglobulines ont été rendus non

fonctionnels. La diversité limitée (CDR3 de la chaine lourde et chaine légére A)
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de ses anticorps naturels résulte donc en un recrutement du VSV moins efficace a

la rate et a une charge virale plus importante dans le sang.

Un pool d’anticorps naturels avec un plein potentiel de diversification serait donc
plus apte a reconnaitre le virus et 4 former des complexes immuns rapidement et
en nombre plus important. II a effectivement été montré que les antigénes viraux
recrutés a la rate sont trappés en complexes immuns, majoritairement dans la zone
marginale (Hangartner et al,, 2003). Bien que les anticorps naturels soient
généralement des IgM de faible affinité, il semble qu’une certaine proportion des
anticorps naturels circulants chez la souris C57BL/6 soient plus spécifiques et
neutralisent directement le virus, comme il a été montré auparavant dans la
littérature (Gobet et al., 1988, Ochsenbein et al., 1999), en plus de former des
complexes immuns. Cette affirmation est appuyée par le fait que le titre viral
dans la rate de cette souris reste constant entre 1 heure et 8 heures post-infection
alors qu’il augmente graduellement chez les autres souris. Les anticorps naturels
de la souris HC1, comme ceux de la souris QM et AID™", formeraient donc
principalement des complexes immuns avec le virus, qui sont retenus 4 la rate
lorsque la circulation sanguine les y améne, plutét que de le neutraliser. Mais
comme le titre viral est nettement plus bas dans la rate de la souris HCI, la
formation de complexes immuns est moins efficace chez cette souris que chez les

autres souris immunodéficientes.

4.1.2 Recrutement du VSV a la rate chez la souris AID™

Comme les lymphocytes Bl ne subissent pas de maturation d’affinité, le
répertoire primaire potentiel des lymphocytes B1 de la souris C57BL/6 et de la
souris AID™ devrait théoriquement étre le méme puisque la souris AID™ est
limitée uniquement dans des mécanismes qui ont lieux lors de la maturation
d’affinité. On s’attendait donc a voir, dans la rate et dans le sang, des titre viraux
semblables entre la souris AID™" et la souris témoin. Or, dans le sang, les titres

viraux entre les deux souris sont trés proches mais dans la rate, jusqu’a environ 7
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heures p-i, le titre viral est plus faible chez la souris AID™" (Figures 16a et 16b).
Le fait que la souris AID"" montre un titre viral dans la rate plus bas que celui de
la souris C57BL/6 laisse supposer que des anticorps naturels de type IgG
pourraient étre en jeu dans le recrutement du VSV 2 la rate et/ou que le faible taux
d’hypermutations somatiques que subissent les lymphocytes B1 apporte une

diversité supplémentaire importante dans la reconnaissance du VSV.

4.1.3 Recrutement du VSV 2 la rate chez la souris QM

Contrairement a la souris AID™", la souris QM est théoriquement limitée dans son
répertoire primaire de lymphocytes B. En effet, sa lignée germinale est
programmée pour générer des anticorps spécifiques a ’hapténe NP. Cependant,
environ 20% des lymphocytes B périphériques ne sont pas spécifiques au NP suite
a un remplacement du segment génique Vy au niveau du transgéne. Dans la
population de lymphocytes Bl péritonéaux, on retrouve un nombre élevé de
lymphocytes ayant subi un réarrangement secondaire (remplacement Vy) par
rapport aux lymphocytes en périphérie (Cascalho et al., 1997). Ces lymphocytes
seraient majoritairement des lymphocytes Bl-a. La monoclonalité et la pression
environnementale (antigénes environnementaux et auto-antigénes) de la cavité
péritonéale induiraient les lymphocytes B1 a changer de spécificité. La sélection
est si forte que chez les souris QM non-immunisées, environ 90% des anticorps
circulants ne se lient pas au NP. Les nouvelles spécificités acquises par les
lymphocytes B1 permettent aux anticorps naturels d’étre assez diversifiés pour
reconnaitre VSV et former des complexes immuns, qui sont retenus 4 la rate. En
effet, on voit que le titre viral dans la rate de la souris QM est plus bas que celui
de la souris C57BL/6 au tout début de I’infection mais que par la suite, il
augmente progressivement pour enfin le dépasser (Figure 16a). De plus, la
diversité des anticorps naturels acquise chez la souris QM semble trés importante
puisque le recrutement viral est plus important, a partir de 2 heures post-infection,
dans la rate de cette souris que dans la rate de la souris AID”" et HC1. Comme

une certaine proportion des lymphocytes B1 reste quand méme spécifique au NP,
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le nombre de molécules d’immunoglobuline qui peuvent potentiellement
reconnaitre le virus est plus bas que chez une souris de type sauvage. 1l est donc
normal que le recrutement se fasse moins rapidement chez la souris QM que chez

la souris C57BL/6.

4.1.4 Influence de la diversité des anticorps naturels sur la
réponse adaptative et role possible des anticorps naturels

dans la réponse anti-LCMV

La diversité des anticorps naturels semble donc avoir uniquement une importance
sur le titre viral au niveau de la rate et du sang, puisque dans le foie et les reins,
les titres de VSV chez les 3 souris transgéniques et chez la souris témoin sont
comparables. Une proportion de virus qui n’a pas été neutralisé ni complexé avec
les anticorps naturels s’accumule progressivement dans ces organes qui filtrent le

sang.

Afin de conclure avec plus d’assurance sur I’influence de la diversité des
anticorps naturels dans le recrutement viral a la rate, des tests
d’immunohistochimie pourraient étre faits sur des cryosections de rate. Ceci
permettrait de confirmer et comparer la présence de dépéts antigéniques du VSV
dans la zone marginale. De plus, la neutralisation par les anticorps naturels
pourraient étre directement démontrée avec du sérum non dilué de souris
C57BL/6 non immunisée. Il y aurait aussi lieu de répéter les expériences
d’infection des souris. Un plus grand nombre de données expérimentales sur le
titre viral dans les quatre organes ciblés entre 1 heure et 48 heures post-infection
pour chaque souris permettraient de tirer des conclusions plus facilement. En
effet, les résultats obtenus dans le cadre de ce mémoire de maitrise sont parfois
difficile a interpréter, comme par exemple le fait que le titre de VSV augmente
entre 2 heures et 8 heures post-infection dans le sang (figure 16b) et entre 5

heures et 8 heures post-infection dans le foie (figure 16¢), chez la souris QM
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principalement. L’hypothése retenue pour expliquer que le virus est moins
détectable au début de I’infection dans ces organes est que les virions soient
séquestrés dans d’autres organes puis redistribués graduellement dans le temps.
L’hypothése d’un début de réplication virale pour expliquer 1’augmentation du
titre a partir de 5 heures post-infection pourrait étre proposée, puisqu’une étude a
montré que deux lignées cellulaires (BHK2; et raf embryo fibroblasts (REF))
produisent une quantité maximale de virons 12 heures post-infection avec VSV-
IND (Konieczko et al. 1994), mais il faudrait des données expérimentales in vivo

pour avancer cette hypothése.

Donc, en dépit du fait qu’il serait idéal de répéter les expériences concernant les
anticorps naturels, on peut quand méme dire que les organes lymphoides
secondaires, lieu de la réponse adaptative, semblent accumuler plus rapidement
les antigénes viraux lorsque la diversité des anticorps naturels de 1’animal est
compléte. Ceci aurait comme effet d’induire plus rapidement et plus efficacement
la réponse humorale adaptative, ce qui a été observé dans les expériences de cette
présente étude (Figures 18, 19 et 20). Effectivement, I’induction des anticorps
neutralisants suite a I’infection avec VSV a généralement été plus rapide et plus

forte chez la souris C57BL/6 que chez les souris immunodéficientes.

En observant les résultats obtenus suite a I’infection avec le virus LCMV (Figure
24), il y a lieu de croire que les anticorps naturels auraient un role a jouer dans la
survie des souris dans les premiers jours post-infection. Les anticorps naturels, en
se liant au virus sous forme de complexes immuns, diminueraient la charge virale,
ce qui a une influence sur la survie des souris. A une dose de 200 uff toutes les
souris immunodéfientes comme les souris C57BL/6 ont survécu a I’infection
(résultat non-montré) alors qu’a une dose de 2x10* uff, il y a eu mortalité,
principalement chez les souris HC1 et AID™". Nous avons vu que les anticorps
naturels de ces deux souris semblent étre moins efficaces pour recruter VSV 4 la
rate en raison de leur moins grande diversité. 1l se pourrait donc que la diversité

des anticorps naturels soit aussi importante pour protéger les souris contre LCMV.
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1l avait d’ailleurs été montré qu’un transfert passif d’anticorps monoclonaux anti-
LCMYV, avant I’infection et jusqu’a deux jours post-infection, protége les souris
contre un choriomémingite létale en diminuant la charge virale (Ferrantelli et al.,
2002; Seiler et al., 1998b; Wright and Buchmeier, 1991). Les anticorps naturels
pourraient donc agir au méme titre. Le mécanisme proposé est celui d’une
meilleure induction de la réponse CTL, responsable du contrdle de I’infection
avec LCMYV, suite a I’internalisation des complexes immuns via les récepteurs Fc
et les récepteurs du complément par les cellules présentatrices d’antigénes. 11 est
connu que les CPA internalisent mieux les antigénes sous cette forme que
lorsqu’ils sont libres (Sallusto and Lanzavecchia, 1994; Shibuya et al., 2000;
Thomnton et al., 1994; Youd et al., 2002). Un apprétement et une présentation
plus efficaces de I’antigéne auraient donc comme effet d’induire une réponse
cellulaire plus efficace, sur laquelle 1a survie des souris dépend. 1l serait donc
intéressant de tester cette hypothése en examinant la cinétique d’induction de la
réponse CTL chez les différentes souris immunodéficientes suite a I’infection par
LCMV.

4.2 Réponse antivirale humorale adaptative

Afin d’évaluer I'importance du répertoire primaire, des mécanismes de maturation
d’affinité (hypermutations somatiques et réarrangements secondaires) et de la
permutation isotypique dans I’induction d’une réponse antivirale protectrice, nous
avons infecté les souris C57BL/6, HC1, QM et AID™" avec différentes doses de
VSV, de MHV ou de LCMV.

Chez la souris C57BL/6, le VSV induit une production d’anticorps de type IgM
indépendante des lymphocytes T environ 3 4 5 jours post-infection (Charan et al.,
1987), suivie d’une production d’IgG dépendante des lymphocytes T vers les
Jours 6 a 8 post-infection (Leist et al., 1987), ce qui a été observé lors de nos

expérimentations (Figures 18, 19 et 20).
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Le MHYV, quant a lui, induit aussi une réponse humorale rapide mais qui apparait
quelques jours plus tard comparée a la réponse induite par VSV. L’activation des
lymphocytes B se fait de maniére T-dépendante et les anticorps apparaissent aprés
le contréle de I’infection par les CTL (Kajino et al., 1998; Lavi et al., 1984). Les
résultats obtenus avec les sérums de la souris C57BL/6 montrent que les anticorps
spécifiques et neutralisants de type IgM apparaissent entre les jours 4 et 8 post-
infection et que les IgG spécifiques et neutralisants présentent un titre élevé déja

au jour 8 post-infection (Figures 22 et 23).

Le suivi de la survie des souris suite 4 I’infection avec MHV a montré des
résultats surprenants. A 5x10° ufp, toutes les souris C57BL/6 ont survécu a
Pinfection alors qu’a une dose légérement supérieure, soit 1x10* ufp, 3 souris
C57BL/6 sur 5 étaient mortes au jour 17. A la méme dose, les souris QM ont
toutes survécu et une seule souris AID™ est morte. 1l est possible que des
différences dans le nombre ou I’activité des CTL existent entre ces souches et
comme le contrdle de I’infection est d’abord assumé par les CTL et non par les
anticorps neutralisants, il est probable que les souris n’aient pas le méme taux de
survie. A titre d’exemple, aucune des souris C57BL/6 déplétées en lymphocytes
T CD8+ ou QM déplétées en lymphocytes T CD8+ infectées avec 1x10* ufp de
MHV-A59 n’a survécu au challenge infectieux (résultats non-montrés). Une
autre hypothése retenue pour expliquer ce résultat chez est le phénoméne du
Antibody-dependent enhancement of infection (ADE). Ce phénoméne, dans
lequel la réplication virale est augmentée plutdt que diminuée par les anticorps, a
été observé in vitro pour un nombre important de virus, dont certains coranavirus
(Cummings et al,, 2005; Hohdatsu et al., 1998). Une augmentation de
Iinfectivité virale pourrait donc avoir influencé la survie des souris C57BL/6,
dont les anticorps anti-MHV ont été induits plus efficacement que chez les souris

immunodéficientes.

Finalement, le LCMV, un virus non-cytopathogéne, induit une réponse faible et

tardive d’anticorps neutralisants. En effet, c’est entre les jours 30 4 60 post-
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infection (Battegay et al., 1993; Bruns et al., 1983; Buchmeier et al., 1981), que
des anticorps neutralisants spécifiques de la glycoprotéine GP1 du virus
apparaissent (Pinschewer et al., 2004). Nous avons obtenu un titre neutralisant
dans le sérum des souris C57BL/6 au jour 30, et ce titre a augmenté
progressivement jusqu’au jour 120 (Figure 25). Cependant, ce titre est trés faible
compare 4 la littérature et nous avons détecté des anticorps anti-LCMV chez
seulement quatre des dix souris infectées. Bien que le LCMV soit connu pour
étre un virus peu efficace pour induire des anticorps neutralisants, ce qui aurait
une influence sur la persistance de I’infection, les résultats obtenus laissent croire
que nous avons eu des difficultés techniques indéterminées a détecter les

anticorps neutralisants durant le test de neutralisation.

4.2.1 Role du répertoire primaire des lymphocytes B dans
I’induction d’une réponse humorale neutralisante et

protectrice

Dans I'induction d’une réponse adaptative précoce, forte et protectrice contre les
virus qui induisent des anticorps neutralisants rapidement (VSV et MHYV), la
pleine diversité du répertoire primaire des anticorps semble étre un facteur plus
important que la maturation d’affinité. En effet, la souris HC1 était la plus
susceptible aux virus VSV et MHV comparée aux souris QM et AID™" (Figures
17 et 21). Toutefois, des anticorps neutralisants contre VSV et dans une moindre
mesure contre MHV, ont été générés chez la souris HC1. La diversité de la
région CDR3 de la chaine lourde 4 elle seule est donc suffisante pour induire la

production d’anticorps neutralisants.

L’apparition des anticorps neutralisants anti-VSV chez la souris HC1 est retardée
de 4 jours par rapport 4 la souris C57BL/6 (Figure 18). La diversité du répertoire
primaire du BCR et un plus faible recrutement de I’antigéne 4 la rate durant les 8
premiéres heures post-infection (Figure 16a) ont donc une influence sur la

rapidité d’induction de I’activation et de la prolifération des lymphocytes B par un
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antigéne T-indépendant. Comme la protection de la souris contre VSV est
conférée uniquement par les anticorps, le retard dans I’induction de la réponse

humorale influence grandement la survie des souris HC1 (Figure 17¢).

Les résultats obtenus suite a I’infection avec VSV chez la souris HC1 pourraient
laisser croire que I’induction d’anticorps neutralisants chez cette souris est
seulement efficace de maniére indépendante des lymphocytes T. En effet, les
anticorps neutralisants détectés sont de type IgM et leur titre commence a
descendre environ 8 jours aprés leur apparition. Toutefois, les lymphocytes Ty de
la souris HC1 sont tout 4 fait fonctionnels (A. Lamarre, résultats non-publiés; Xu
and Davis, 2000). Lors de I’infection avec MHV, des anticorps neutralisants de
type IgM ont été détectés et le virus MHV n’est pas connu pour induire une
production d’anticorps indépendante des lymphocytes T. La difficulté qu’'a la
souris HCI a procéder a la permutation isotypique provient probablement d’un

effet du transgene plutt que d’un manque de stimulation par les lymphocytes T.

Les anticorps anti-MHYV ont été détectés a un trés faible titre neutralisant chez la
souris HC1 (Figure 23) et leur spécificité n’a pas été détectée par test ELISA
(Figure 22). La dose virale utilisée était cependant faible, soit 1x10° ufp. Nous
avons di utiliser cette dose car a 1x10* ufp, aucune souris ne survivait apres le
jour 8 (Figure 21¢). Contrairement aux souris infectées avec 1x10* ufp de VSV
mortes au jour 8, aucun anticorps neutralisant n’a été détecté chez les souris
infectées avec 1x10* ufp de MHV. Ceci est conforme au fait que les anticorps
apparaissent apres le contréle de I’infection par les CTL, entre les jours 4 et 8
(résultats de la souris C57BL/6). N’empéche que les souris HC1 étaient plus
susceptibles, a dose virale égale, que les souris C57BL/6; les anticorps

neutralisants pourraient donc aussi avoir un rdle a jouer dans la protection contre
MHV.

La diversité du répertoire primaire des anticorps semble donc étre importante dans

la protection contre des virus cytopathogénes qui induisent une réponse rapide
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d’anticorps neutralisants comme VSV. Dans I’infection avec LCMV, qui est un
virus non-cytopathogéne qui induit une production tardive d’anticorps
neutralisants, la souris HC1 est beaucoup moins compromise. Son taux de survie
suite a I'infection avec LCMV (Figure 24) est relativement élevé comparé au
taux de survie suite a I’infection avec VSV ou MHV. Cependant, la mortalité des
souris HC1 est beaucoup plus importante dans les premiers jours post-infection
comparée a la mortalité des autres souris immunodéficientes. Comme discuté
auparavant, la diversité des anticorps naturels auraient un rdle a jouer dans la
protection contre LCMYV lors des premiers jours post-infection, en induisant une
réponse cellulaire plus efficace, puisque la souris HCI est limitée a ce niveau par
rapport aux autres souris. Comme aucun anticorps neutralisant n’a été détecté
chez la souris HCI, une diversité compléte du répertoire primaire des
lymphocytes B est donc essentielle dans pour induire réponse humorale contre
LCMV.

En résumé, la région CDR3 de la chaine lourde est déterminante dans la
reconnaissance de I’antigéne, mais une diversité appréciable uniquement dans
cette région par rapport aux autres CDRs n’assure pas nécessairement une
protection compléte contre les virus VSV, MHV et LCMV. 1l a été montré que la
souris HC1 est capable de produire des anticorps spécifiques de types IgM et IgG
contre des protéines et des hapténes (Xu and Davis, 2000) mais les virus
représentent des antigénes beaucoup plus complexes qui nécessitent une pleine
diversité du répertoire primaire pour étre efficacement reconnus. Malgré tout, la
diversité de la région CDR3 de la chaine lourde 4 elle seule est suffisante pour
générer, 4 un titre appréciable, des anticorps neutralisants de type IgM contre le
virus VSV.
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4.2.2 Contribution des réarrangements secondaires dans

Pinduction d’anticorps neutralisants et protecteurs

Lors du développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse, les
réarrangements secondaires servent a éliminer les lymphocytes auto-réactifs en
donnant une nouvelle spécificité au récepteur (Gay et al., 1993; Tiegs et al,
1993). Lors d’une réponse immunitaire, des réarrangements secondaires peuvent
aussi survenir, ce qui contribue 4 augmenter considérablement la diversité des
anticorps. En effet dans la présente étude, nous avons constaté que la souris QM,
dont le répertoire primaire des lymphocytes B est spécifique a I’hapténe NP,
génére des anticorps contre les virus VSV et MHV. Toutefois, aucun anticorps
contre LCMV n’a pu étre détecté chez la souris QM, contrairement i une
précédente étude qui montrait que la souris QM pouvait générer des anticorps

neutralisants contre VSV, LCMV et poliovirus (Lopez-Macias et al., 1999).

Les IgM et les IgG qui neutralisent VSV sont induites plus tardivement (environ
quatre jours plus tard) chez la souris QM que chez la souris C57BL/6 (Figure 19),
ce qui avait été aussi observé précédemment (Lopez-Macias et al., 1999). Ce
retard est explicable par le fait que le pool de lymphocytes précurseurs B qui ont
le potentiel de reconnaitre I’antigéne, chez la souris QM naive, est limité (80%
des lymphocytes B de la souris QM sont spécifiques au NP). L’activation, la
prolifération et la production d’anticorps neutralisants en quantité suffisante pour
étre détectés nécessitent donc plus de temps. Les anticorps anti-VSV de la souris
QM atteignent le méme titre neutralisant que ceux de la souris C57BL/6
seulement au jour 40 (aussi observé dans 1’étude de Lopez-Macias), ce qui est
explicable par le fait que la prolifération des lymphocytes B hautement
spécifiques et leur différenciation en plasmocytes sont décalées chez la souris
QM. Néanmoins on voit que la maturation d’affinité (combinaison de
réarrangements secondaires et d’hypermutations somatiques) est assez efficace

pour génerer des lymphocytes B avec un récepteur de haute affinité, puisque seuls



91

les lymphocytes présentant une Ig membranaire de haute affinité deviennent des

lymphocytes sécréteurs d’anticorps (revu par Mac Lennan, 1994).

Toutefois, comme la protection de la souris contre VSV est conférée uniquement
par les anticorps, la souris QM est plus susceptible au virus, probablement & cause
du délai dans I’apparition des anticorps. En effet, a forte dose, environ la moitié
des souris QM sont mortes vers le jour 10 (Figure 17). En observant les courbes
de neutralisation des immunoglobulines des souris QM (Figure 19), on remarque
que, au jour 10, il n’y a pas encore d’IgG dans le sérum, alors que chez la souris
C57BL/6, le titre neutralisant des IgG atteint a peu prés son maximum. On
observait aussi la méme chose chez la souris HC1, soit que la phase critique se
situe autour du jour 10 et qu’aucun IgG n’est présent dans son sérum i ce temps.

Les anticorps de type IgG seraient donc important dans la protection contre VSV.

Contrairement a I’infection avec VSV, aucune souris QM n’est morte suite a
I'infection avec MHV (Figure 21). Comme le virus est d’abord contrélé par les
CTL, la pleine diversité des anticorps est moins essentielle pour la protection
(bien que les anticorps neutralisants puissent avoir un rdle 4 jouer, comme
observé précédemment avec la souris HC1). Le fait que certaines souris C57BL/6
et que les souris déplétées en lymphocytes T CD8+, tant QM que C57BL/6, soient
toutes mortes avec 1x10* ufp de MHV (résultat non-montré) confirme que la

protection est d’abord assurée par les CTL.

Comme dans le cas de VSV, les anticorps anti-MHV apparaissent plus
tardivement chez la souris QM que chez la souris CS57BL/6 (Figure 23). lIiIs
n’atteignent toutefois pas les mémes titres neutralisants. Les seuls anticorps
spécifiques 8 MHV qui ont été détectés chez la souris QM sont de type IgG
(Figure 22), ce qui est surprenant puisque dans le test de neutralisation, on
observe des anticorps de type IgM. L’hypothése suggérée pour expliquer ce
résultat est un manque de sensibilité du test ELISA puisque le titre neutralisant

des IgM anti-MHYV était faible. Le titre des anticorps neutralisants anti-MHV de
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la souris HC1 était auss: trés faible et la spécificité n’a non plus été détectée en
ELISA.

La déplétion des lymphocytes T CD8+ n’accélére pas I’induction d’anticorps
neutralisants, tant chez la souris C57BL/6 que chez la souris QM, mais elle a
augmenté leurs titres. Ces observations confirment que la charge virale,
normalement diminuée par les CTL au début de I’infection, influence la force de

la réponse humorale induite.

En bref, les réarrangements secondaires sont suffisants pour générer des anticorps
neutralisants et protecteurs contre des virus cytopathogénes comme VSV et
MHV. Dans la littérature, il a été montré qu’ils sont aussi efficaces pour générer
des anticorps contre LCMV (Lopez-Macias et al., 1999). Le fait que nous
n’avons pas observé d’anticorps neutralisant anti-LCMYV chez la souris QM est
probablement dii a un probléme technique dans le test de neutralisation de
LCMV, comme mentionné précédemment. En effet, les anticorps anti-LCMV
détectés chez la souris C57BL/6 atteignent un faible titre neutralisant, a la limite

de la détection, ce qui n’est pas conforme a la littérature.

4.2.3 Contribution de I’hypermutation somatique et de la
permutation isotypique dans I’induction d’une réponse

humorale neutralisante et protectrice

L’hypermutation somatique, ciblée principalement dans les régions
hypervariables, influence grandement I’affinité d’un récepteur pour un antigéne
et, avec les réarrangements secondaires, peut donner lieu i des récepteurs
hautement spécifiques. Malgré tout, les souris AID™, qui ne peuvent faire
d’hypermutation somatique, sont capables de générer des anticorps neutralisants
et protecteurs contre VSV et MHV.
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Chez la souris AID™", une forte dose de VSV (2x10° ufp) induit une production
d’anticorps neutralisants qui atteint le titre de la souris C57BL/6 alors qu’a plus
faible dose (1x10° ufp), le titre neutralisant des anticorps anti-VSV est plus bas
que celui de la souris témoin (Figure 20). Ceci est explicable par le fait que les
IgM sont d’abord induit de maniére indépendant des lymphocytes T et que cette

induction est dépendante de la quantité d’antigéne.

Comme le répertoire primaire des anticorps des souris C57BL/6 et AID™" est le
méme, il n’y a pas de délai dans I’apparition des anticorps. Cependant, ces
anticorps sont de type IgM uniquement puisque la souris AID™" ne peut faire de
permutation isotypique. En observant la courbe de survie des souris AID™ suite a
Iinfection avec VSV (Figure 17), on remarque que c’est vers le jour 10 que
survient la phase critique, comme dans le cas des souris QM et HC1. Le fait que
la souris AID"" ne produit pas d’IgG pourrait expliquer la mortalité observée chez
quelques souris. A plus forte dose virale, les souris seraient mieux protégée a
cause d’un haut titre en IgM (Harada et al., 2003), qui compense pour I’absence
d’IgG, ce qui expliquerait aussi que le taux de survie est plus élevé suite a
Iinfection avec 2x10° ufp versus 1x10° ufp de VSV.

Dans le cas de MHV, I’hypermutation somatique et la permutation isotypique ne
semblent aucunement essentielles dans la génération d’anticorps spécifiques et
neutralisants car les anticorps de la souris AID™" apparaissent exactement en
méme temps que ceux de la souris C57BL/6 et leurs titres atteignent sensiblement
le méme maximum. A D’opposé, ils semblent primordiaux dans !’induction
d’anticorps neutralisants et dans la protection des souris contre LCVM. En effet,
seules les souris AID™ sont trés susceptibles au virus et présentent une courbe de
survie qui diminue en fonction du temps au dela de la phase critique du jour 10. 11
est donc logique de croire que des anticorps de type IgG pleinement diversifiés
confére une protection contre LCMV méme si ces anticorps apparaissent
tardivement. Pourtant, aucun anticorps neutralisants n’a été détecté chez les

souris QM et HC1 et ces souris présentent un taux de survie élevé (100% dans le
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cas de QM et 66% dans le cas de HC1). Comme mentionné précédemment, la
technique de détection des anticorps neutralisants n’est pas trés sensible. Un test
de spécificité ELISA serait siirement plus approprié pour détecter des anticorps
anti-LCMV chez les souris immunodéficientes. Ceci permettrait aussi de

déterminer I’isotype des anticorps et de conclure si la protection est assurée par
les IgG.

A la lumiére des résultats obtenus, des anticorps neutralisants et protecteurs
peuvent étre générés en absence d’hypermutation somatique et de permutation
isotypique contre les virus VSV et MHV mais pas contre LCMV. Le fait que
I’antigéne soit T-dépendant, comme MHYV, ou T-indépendant, comme VSV et le
virus de I'influenza (Mozdzanowska et al., 2000; Szomolanyi-Tsuda and Welsh,

2004), ne semble pas influencer grandement cette réponse.

4.3 Influence du type d’infection virale dans I’induction

de la réponse humorale

En comparant les résultats de la réponse humorale contre chaque virus chez les
souris transgéniques, on se rend compte que le type d’infection produite par le
virus influence la présence ou I’absence d’anticorps mais surtout le titre de ceux-
ci. Plus I'induction de la réponse humorale est rapide chez la souris de type
sauvage, moins la diversité du répertoire primaire semble importante pour générer
des anticorps a haut titre neutralisant et plus les réarrangements secondaires sont
efficaces. L’absence d’hypermutation somatique et de permutation isotypique ne
semble néanmoins pas influencer grandement le titre des anticorps neutralisants
en réponse a VSV ou MHV.

Les raisons influengant I’apparition tardive des anticorps neutralisants anti-LCMV
sont mal comprises mais il apparait évident que la pleine capacité de

diversification des lymphocytes B est essentielle pour leur induction efficace. Il
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semble que la glycoprotéine GP-1 de LCMV ait coévolué de maniére a étre peu
reconnue par le répertoire naif des lymphocytes B de la souris. Chez des hotes
non naturels, comme le cochon d’Inde et I’Homme, des anticorps neutralisants
contre LCMV peuvent étre générés plus efficacement (Seiler et al.,, 1998b;
Hangartner et al., 2003). Il semble que la fréquence de lymphocytes B
spécifiques a8 LCMV soit trés rare ou bien que ces lymphocytes sont générés par
une maturation d’affinité impliquant des hypermutations somatiques
substantielles. Chose certaine, le répertoire des lymphocytes B est primordial
dans la reconnaissance du virus (Mozdzanowska et al., 2000; Szomolanyi-Tsuda
and Welsh, 2004) et, contrairement & VSV et MHV, la pleine capacité de
diversification des anticorps semble essentielle pour induire la production

d’anticorps neutralisants contre LCMV.
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Conclusion et perspectives

Cette étude a évalué I’importance de la diversité des anticorps dans I’induction
d’une réponse antivirale protectrice. Il était généralement présumé qu’une grande
diversité des anticorps assure une meilleure réponse immunitaire contre un grand
nombre de pathogénes potentiels, mais cette affirmation n’avait jamais été

vérifiée concrétement.

Dans un premier temps, nous avons évalué I’importance de la diversité des
anticorps naturels dans le recrutement du virus de la stomatite vésiculaire 4 la rate
et dans sa distribution quelques heures aprés I’infection. Par la suite nous avons
estimé I'tmportance de la diversité du répertoire primaire des anticorps dans
I’induction d’une réponse antivirale, en vérifiant I’influence de la diversité de la
troisiéme région hypervariable de la chaine lourde (CDR3). Nous avons aussi
évalué la contribution des mécanismes d’hypermutation somatique et de
permutation isotypique dans la génération d’une réponse humorale neutralisante
et protectrice. Finalement, I’efficacité des réarrangements secondaires dans

I’induction d’une réponse antivirale humorale a été confirmée.

Tout d’abord, les résultats obtenus montrent que les anticorps naturels ayant un
plus grand répertoire primaire neutralisent le VSV de maniére plus efficace et ont
probablement plus de facilité a former des complexes immuns qui sont mieux
retenus i la rate, ce qui par conséquent réduit la charge virale en circulation.
Cependant la diversité des anticorps naturels ne semble pas influencer grandement
Pinfection des organes périphériques comme le foie et les reins, du moins, a la
dose infectieuse utilisée. Les anticorps naturels contrdlent donc la dissémination
des virus cytopathogénes comme VSV dans le sang et induisent plus rapidement
la réponse humorale adaptative en retenant I’antigéne sous forme de complexes
immuns au niveau des organes lymphoides secondaires, lieu de la réponse
adaptative. L’accumulation des antigénes viraux se fait plus rapidement lorsque

la diversité des anticorps naturels de 1’animal est compléte et I’induction des
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anticorps neutralisants a généralement été plus rapide et plus forte chez la souris
C57BL/6 que chez les souris immunodéficientes. Ces observations confirment
que les anticorps naturels constituent un lien entre I’immunité innée et I’immunité

acquise.

Nous avons par la suite observé que la pleine capacité de diversification du
répertoire des lymphocytes B est bénéfique pour une protection compléte contre
un virus cytopathogéne comme VSV. La diversité du répertoire primaire en
particulier, semble étre plus importante que 1’hypermutation somatique et la
permutation isotypique pour conférer cette protection. Malgré tout, la diversité de
la région CDR3 de la chaine lourde 4 elle seule est quand méme suffisante pour

générer des anticorps neutralisants de type IgM contre VSV.

Nous avons confirmé que les réarrangements secondaires sont suffisants pour
générer des anticorps neutralisants et protecteurs contre VSV-IND et MHV-AS9,
bien que I’apparition de ces anticorps ainsi que la commutation de classe chez la

souris QM soient retardées de quelques jours par rapport 4 la souris C57BL/6.

Subséquemment, nous avons constaté que la souris AID™" produit des anticorps
spécifiques, neutralisants et protecteurs contre VSV-IND et MHV-A59, avec
sensiblement la méme cinétique que la souris de type sauvage, malgré le fait que
ses lymphocytes B ne subissent pas d’hypermutation somatique ni de permutation

isotypique.

Finalement, les résultats obtenus suggérent que la diversité du répertoire des
anticorps naturels semble importante dans la protection contre LCMV durant les
premiers jours post-infection. Les anticorps naturels, en se liant au virus et en
formant des complexes immuns, diminueraient la charge virale, influengant ainsi
la survie des souris. Les résultats suggérent aussi que I’induction efficace
d’anticorps neutralisants contre LCMV nécessite une pleine capacité de

diversification des lymphocytes B. Cependant, les expériences pourraient étre
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reprises pour confirmer cette affirmation, en raison des difficultés techniques

indéterminées rencontrées lors du test de neutralisation de LCMV.

En résumé, cette étude a montré que la pleine diversité des anticorps n’est pas
nécessaire pour produire des anticorps neutralisants et protéger la souris contre
certains virus, en particulier les virus cytopathogénes, mais qu’elle est bénéfique
pour une réponse immunitaire rapide contre ceux-ci. De plus, elle semble
nécessaire pour !’induction d’une réponse humorale contre les virus non-

cytopathogeénes.

Ces conclusions constituent des prémices importantes pour nombre de recherches
en immunologie car les virus VSV, MHV et LCMV constituent d’excellents
modeles pour des virus causant d’importants problémes de santé publique. Les
virus cytopathogénes comme le poliovirus, I'influenza et le virus de la rage sont
tous des virus qui induisent une production rapide d’anticorps neutralisants et
peuvent facilement étre comparés 4 VSV (revue par Seiler et al., 1998b).
L’infection causée par le LCMV, qui induit tardivement et faiblement des
anticorps neutralisants et persiste chez I’hdte naturel, ressemble 4 celles causées
par les virus de I’hépatite B (HBV) (Chisari and Ferrari, 1995; Rehermann et al ,
1996) et de I’hépatite C (HCV) (Hoofnagle, 1997), par le VIH (Fauci, 1996) mais
aussi a des infections bactériennes, telles que la tuberculose (Mackaness, 1968) et
la lépre (Britton, 1993). Le LCMV est d’ailleurs fréquemment utilisé comme
modele pratique pour étudier I’infection avec le HCV chez I’humain. Maintenant
qu’il semble clair que la diversité des lymphocytes B1 est importante dans le
contréle de I'infection avec LCMV et que la diversité des lymphocytes B2 est
importante dans I’induction d’une réponse humorale efficace, une étude plus
poussée avec ce virus pourrait permettre de comprendre la réponse immunitaire
contre HCV. Les personnes infectées avec HCV deviennent dans 75% a 85%
infectés chroniquement alors que moins de 25% des patients résoudent I’infection
aigué (Cooper et al., 1999; Grakoui et al., 2003; Lechner et al., 2000, Thimme et
al., 2002; Thimme et al., 2001). L’évaluation du réle de la diversité des anticorps
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naturels dans le recrutement de LCMV 4 la rate et dans sa distribution aux
organes périphériques, de méme que sur I’initiation de la réponse cellulaire
pourrait donner des indices sur les causes de I'incapacité qu’on la majorité des
patients a développer une réponse contre HCV, ce qui méne i la persistance du

virus chez la majorité des individus.
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