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Résumé

Les coronavirus humains (HCoV) sont des virus respiratoires ayant la capacité d’atteindre et
d’infecter le systéme nerveux central (SNC). Plusieurs observations démontrant leur caractére
neuroinvasif et neurotrope les ont associés a la SEP. Toutefois, les mécanismes de propagation
de ces virus dans le cerveau demeurent toujours inconnus. Un mécanisme possible de
neuroinvasion consiste au passage a travers la barriere hémato-encéphalique (BHE), soit par
I’infection des cellules endothéliales composant celle-ci, par la transcytose des virus libres a
travers ces cellules ou encore par le passage de leucocytes circulants infectés. Afin de vérifier
cette hypothese, des tests de susceptibilité a 1’infection par le HCoV de cellules endothéliales
humaines de microvaisseaux cérébraux (HBMEC) et de cellules mononucléaires du sang
périphérique (PBMC) furent réalisés. La détection de particules infectieuses a été effectuée par
immunoperoxydase indirecte, les protéines virales ont été détectées par immunofluorescence
indirecte et cytométrie en flux et finalement, la détection d'ARN viral a été réalisée par RT-PCR.
Les résultats obtenus ont démontré I’infection productive des cellules endothéliales primaires par
le HCoV-229E, ce qui représente un mode de propagation virale possible au SNC. De plus, les
expériences réalisées avec les cellules mononucléaires provenant de donneurs sains ont révélé
que les monocytes et les macrophages supportent la réplication de HCoV-229E, appuyant ainsi
I’hypothése du transport viral. L’ensemble des données souligne la possibilité que le HCoV

pénétre le SNC par la voie sanguine apres virémie et/ou par I’infection de cellules monocytaires.
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1. REVUE DE LITTERATURE

1.1 Systeme nerveux central (SNC)-Généralités

Le systéme nerveux est responsable de communiquer avec les différentes
structures de 1’organisme et d’orchestrer les réactions métaboliques dans le but ultime de
maintenir ’homéostasie. Le systéme nerveux comporte deux divisions principales, soit le
systeme nerveux central (SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP). Le SNC est
constitué de I’encéphale (cerveau) et de la moélle épiniere qui s’étend du niveau cervical
au niveau coccygien. Ces organes sont responsables du processus d’intégration
impliquant I’interprétation et 1’analyse de I’information sensorielle recue par la voie des
fibres sensorielles. Aussi, I’émission de signaux le long des fibres motrices produisant
une réaction appropriée dans les muscles et les glandes est effectuée par cette unité
centrale. Les fonctions principales du SNC sont ainsi 1’analyse des informations
sensitives et la coordination des commandes motrices. De plus, ’encéphale est
responsable des mécanismes déterminants, entre autres, la pensée, l’intelligence,
I’apprentissage, la mémoire et les émotions. La moélle épiniére, quant a elle, forme un
passage pour les nerfs se dirigeant ou s’éloignant de I’encéphale et assiste la coordination
de nombreuses activités nerveuses comme les réflexes et les mouvements locomoteurs

rudimentaires.

Le SNC est protégé par la boite crénienne englobant I’encéphale et le rachis
vertébral enfermant la moélle épiniere. De plus, un second revétement constitué d’un

tissu fibreux, les méninges couvrent ces organes.

Le SNC est organisé en substance grise (SG) et en substance blanche (SB) : la SG
est principalement constitué de corps cellulaires organisés en noyaux, de dendrites et
d’axones non-myélinisés*. C’est le lieu des connexions interneuronales et de
I’intégration de I’information. La SB est faite de faisceaux d’axones myélinisés et est

avant tout un organe de conduction.

*La structure des neurones sera présentée a la section suivante.



1.1.1 Organisation cellulaire du SNC

Le SNC est formé de neurones agglomérés qui bénéficient d’un grand apport

sanguin et soutenus par les cellules gliales (névroglie).

Neurones

Les neurones sont les unités fonctionnelles du systeme nerveux et ont la capacité
de générer des influx électriques en réponse a un stimulus. Ces cellules sont formées de
trois parties : 1. Le corps cellulaire, contenant le noyau et les organites cytoplasmiques.
Il est le lieu de synthése des neurotransmetteurs (Nt), agents chimiques indispensables a
la transmission des influx nerveux d’une cellules a I’autre. Les corps cellulaires sont
exclusivement situés dans le SNC. 2. Les dendrites, minces prolongements du corps
cellulaire constituent la partie sensorielle de la cellule. 3. L’axene, prolongement unique
et épais provenant du corps cellulaire a comme fonction la transmission de I’influx

nerveux vers un effecteur grice a la présence de Nt emmagasinés a P’intérieur de

vésicules synaptiques situées au niveau des boutons terminaux de I’axone (Figure 1A).

Par ailleurs, les neurones ont longtemps été caractérisés par leur incapacité a se
diviser dans le systéme nerveux adulte. La perte de la capacité de régénération des
axones coinciderait avec la formation de myéline. Ainsi, une ou des protéines de la
myéline serai(en)t la cause de ce phénomene (Bandtlow, 2003). Toutefois, on reconnait
maintenant que la neurogénése des neurones adultes est possible mais exclusive a
certaines régions du SNC, principalement la moelle épiniere. En effet, aprés un
sectionnement complet le long de la moelle épiniére d’une souris adulte, la réparation
fonctionnelle de celle-ci a été observée et ce, sans aucune intervention (Seitz et al., 2002).
Bien que les mécanismes de régénération spontanée de la moelle épiniére sont encore
inconnus, les différents systémes expérimentaux ont permit d’observer la croissance des
axones, le maintien de la capacité de neurogénese, un rdle possible des cellules gliales et
la mise en place d’un environnement «embryonique» lors d’une telle 1ésion (Holder et al.,

1989 et 1991).



Cellules gliales (névroglie)

Les cellules gliales sont de 5 a 50 fois plus nombreuses que les neurones et
contrairement a ces derniers, elles peuvent se multiplier dans le systeme nerveux adulte.
Il se trouve quatre variétés de cellules gliales dans le SNC: les astrocytes, les
oligodendrocytes, les microglies et les épendymocytes. La névroglie soutient, nourrit et

protege les neurones.

Astrocytes : De forme étoilée, les astrocytes sont constitués d’un corps cellulaire
et de prolongements cytoplasmiques diversement ramifiés. IIs se caractérisent par
I’abondance de grains de glycogéne, principale réserve énergétique cérébrale. La
membrane plasmique astrocytaire posséde des récepteurs pour les neurotransmetteurs, des
neuropeptides, cytokines et facteurs de croissance. Les prolongements astrocytaires
entretiennent d’importantes relations entre eux, avec les neurones et avec les capillaires
sanguins. Ils constituent un véritable réseau tri-dimensionnel jouant un r6le de support
structural au sein du parenchyme du SNC. Concernant les relations avec les neurones, les
prolongements astrocytaires entourant les synapses favorisent la sélectivité de la
transmission nerveuse en empéchant la diffusion des Nt. De plus, par 1’intermédiaire
d’acides aminés excitateurs sécrétés par les neurones et par les astrocytes, ces deux types
cellulaires établissent entre eux d’importantes relations. Par ailleurs, les astrocytes
envoient des prolongements cytoplasmiques qui entourent presque complétement les
capillaires sanguins et les séparent des cellules nerveuses. Entre ces prolongements et
I’endothélium composant les capillaires sanguins se trouve une lame basale, synthétisée
en partie par les cellules endothéliales et en partie par les astrocytes. L’anatomie des
capillaires sera décrite plus en détail a la section 1.1.2. Les astrocytes seraient également
capables d’agir en tant que cellules présentatrices d’antigénes (CPA) (Girvin et al., 2002)
démontrant la présence d’outils immunitaires au SNC. Pour des raisons structurales, les
astrocytes ont également un role dans les échanges entre le liquide céphalo-rachidien

(LCR) et le SNC (Figure 1B).

Oligodendrocytes et myéline : Ils possédent un corps cellulaire de petit volume

d’ou partent quelques prolongements. Les cellules de ce type dans la substance grise sont



situés contre les corps cellulaires des neurones. Celles de la substance blanche, se
disposent entre les fibres nerveuses (axones) et assurent la formation de la gaine de
myéline par ’enroulement en couches superposées de leurs prolongements autour des
axones. L’oligodendrocyte envoie un certain nombre de prolongements qui s’enroulent
autour des axones adjacents. La myéline centrale contient 70 % de lipides et 30 % de
protéines. Cette richesse en lipides exclut I’eau et les ions qui y sont dissous et fait de la
myéline un bon isolant électrique et maximise alors la qualité de transmission de I’influx
nerveux et augmente la vitesse de conduction. Le cholestérol, les phospholipides et les
glycolipides sont les principaux lipides de la myéline centrale. Les principales protéines
spécifiques de la myéline du SNC sont la PLP (ProteoLipid Protein), la MBP (Myelin
Basic Protein) et la MAG (Myelin Associated Glycoprotein). Les sections d’axones
myélinisées, internodes, sont séparées par les nceuds de Ranvier, dépourvus de myéline,
I’axone a ce niveau est entouré par des prolongements astrocytaires. Les nceuds de
Ranvier constituent une zone de faible résistance électrique. La conduction nerveuse le
long de I’axone myélinisé s’effectue de fagcon saltatoire d’un nceud de Ranvier a 1’autre

(Figure 1C et D).

Microglies : Les cellules microgliales représentent 5 a 20 % de la population
gliale totale et se rencontrent plus fréquemment dans la substance grise. Ces cellules
dérivent probablement des monocytes qui colonisent le SNC lors de I’embryogenése et
dans les premiéres semaines de vie. Du point de vue immunitaire, les cellules
microgliales peuvent s’activer et se transformer en cellules présentatrices d’antigénes
(Girvin et al., 2002) et exprimer les molécules du CMH de classe I et II. Elles sécrétent
également de nombreuses molécules pro-inflammatoires dont plusieurs cytokines, des
protéases, des anions superoxyde et de 1’oxyde nitrique (NO) connu pour étre

neurotoxique (voir section 1.1.2.2) (Figure 1E).

Ependymocytes et systéme ventriculaire de Pencéphale : Les cellules
épendymaires sont des cellules gliales hautement différenciées (Barres, 1999) constituant
le revétement du systéme ventriculaire de 1’encéphale (cavités) par la formation d’un

épithélium cubique ou prismatique simple cilié et jouant ainsi un rdle dans les échanges



entre le LCR et le SNC. Leur pdle basal émet un prolongement cytoplasmique qui
s’enchevétre avec les prolongements des astrocytes sous-épendymaires. L’origine des
ventricules découle des transformations considérables subies par le tube neural lors de
I’embryogenese. La forme que prend cette cavité dans chaque région de 1’encéphale
traduit les modifications locales et les pressions mécaniques exercées par ce dernier en se
développant. De plus, lors du développement, les cellules souches (vraisemblablement
des cellules gliales) a I’origine des cellules neurales résident dans la lumiére de la zone
ventriculaire et il semblerait que suite a la maturation de 1’encéphale, que quelques
cellules totipotentes persistent. Toutefois, la majorité des cellules nouvellement formées
dans la zone ventriculaire sont vouées a la mort tandis que certaines deviendront des
neurones (Barres, 1999). Les ventricules sont le lieu d’élaboration du LCR par des

cellules spécialisées (Figure 1F).

Les informations générales concernant le SNC ont été tiré de Essentials of human

anatomy and physiology. Marieb, 2000.
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Figure 1. Les différentes cellules constituant le SNC

(A) Schématisation de neurones; (B) Image en fluorescence d’astrocytes; (C)
Organisation d’un oligodendrocyte avec des neurones; (D) Image en fluorescence
d’oligodendrocytes; (E) Image en fluorescence de microglies; (F) Organisation des
cellules épendymaires au niveau du systéme ventriculaire.



1.1.2 La barriére hémato-encéphalique (BHE)

1.1.2.1 Structure et fonctions

Le maintien de I’homéostasie au niveau de 1I’encéphale est d’une extréme
importance étant donné que tous les faits et gestes et fonctions vitales du corps humain y
sont régis. Pour assurer une certaine exclusion du SNC aux fluctuations de la
composition sanguine, les capillaires sanguins cérébraux sont dotés de caractéristiques les
différenciant fortement des capillaires périphériques : le recouvrement cellulaire des
capillaires est continu et il y a présence de jonctions serrées intercellulaires ; aucune
ouverture n’y est détectable. On y retrouve une faible activité de pinocytose (absorption
de molécules plasmatiques de tailles importantes) et des interactions avec les
prolongements astrocytaires (Miller, 1999). Toutefois, il y a une demi-douzaine de zones
au cerveau appellé organes « circumventriculaires », comme le plexus choroide, qui sont
alimentés par des capillaires poreux. La BHE, terme donné a I’organisation particuliere
des capillaires sanguins cérébraux, est constituée selon le « three cells model » de cellules
endothéliales, de péricytes et de prolongements astrocytaires (Pardridge, 1999). La

barriére est représentée schématiquement a la Figure 2.

La BHE que les chercheurs ont longtemps crue absolue et impénétrable est en fait
une interface dynamique et sélective entre le flux sanguin et le cerveau. Les cellules
endothéliales, composantes clé de la BHE, régulent le perméabilité de cette derniére.
Elles sont effectivement trés riches au niveau des processus de transport spécialisé de
petites molécules et nutriments indispensables au métabolisme cérébral, tel le glucose, les
acides aminés, les acides monocarboxyliques, les hormones thyroidiennes et plusieurs
vitamines hydrosolubles. Les cellules endothéliales, au méme titre que toute cellules
épithéliales, sont des cellules polarisées qui possédent une face apicale (du coté de la
lumiére de la cavité, ici il s’agit du vaisseau) et une face basolatérale (du cdté de la lame

basale, I’encéphale).



Les péricytes sont des cellules phagocytaires partageant une membrane basale
commune avec les cellules endothéliales. 11 y aurait un péricyte pour trois cellules
endothéliales. La démonstration de la présence de marqueurs macrophagiques, de leur
capacité de phagocytose et de présentation antigénique nous donne des pistes quant a
certains de leurs roles (Thomas, 1999). Leurs fonctions ne sont encore que spéculations,
mais il semblerait qu’ils agiraient en tant que muscle lisse au niveau des capillaires
cervicaux en contrdlant le diametre des vaisseaux par constriction/dilatation (Pardridge,
1999) et qu’ils pourraient influencer les réponses immunitaires au SNC par la production

d’agents immunomodulateurs (Miller, 1999).

Les prolongements astrocytaires recouvrent prés de 99 % de la surface des
vaisseaux. Bien que cette proximité ne constitue pas un contact direct, étant donné que
les prolongements et les cellules endothéliales sont séparés par la lame basale, les
astrocytes ont un role important dans le développement et le maintien de la BHE. En
effet, ils seraient responsables de favoriser I’étanchéité de la barriére, en plus d’influencer
I’expression de molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales par la sécrétion de

facteurs solubles non-identifiés a ce jour (Miller, 1999; Hickey, 1999).
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Jonctions serrées

extensions

Cellules astrocytaires

endothéliales

lame basale

Figure 2. Schématisation d’un capillaire sanguin cérébral

La BHE est constituée selon le « three cells model » de cellules endothéliales, de
péricytes et de prolongements astrocytaires (Pardridge, 1999). Par leurs caractéristiques
spéciales; recouvrement endothélial continu, jonctions serrées, faible activité de
pinocytose et I’interaction avec les extensions astrocytaires, les capillaires sanguins
cérébraux assurent le maintien de 1’homéostasie au SNC.

1.1.2.2 Molécules et phénoménes entrainant I’altération de la BHE

Une BHE saine sait réguler de maniére efficace la circulation des molécules et des
cellules du sang vers le cerveau et vice-versa. Par contre, I’infiltration excessive et
incontrolée des cellules immunitaires, par exemple, peut survenir lorsque la barri¢re subit

des dommages.

D’une part, plusieurs molécules pro-inflammatoires peuvent contribuer a ce
phénoméne. En effet, la dégradation de la lame basale par certaines protéases telles les

gélatinases et les collagénases, faisant partie de la famille des métalloprotéases de la



matrice (MMP), est possible (Chambers et Matrisian, 1997). Plusieurs types cellulaires
produisent ce type de molécules, telle les cellules endothéliales, épithéliales et les cellules
leucocytaires, en réponse a la présence de facteurs inflammatoires comme les cytokines
(Borregaard et Cowland, 1997; Welgus et al., 1992; Leppert et al., 1995) ou suite a une

infection virale (Dhawan et al.,1995; Miletti et Talbot, 2001-communication personnelle).

De plus, I’oxyde nitrique (NO), généré par certaines cellules immunitaires
activées ou infectées (Baskin et al., 1997), s’avére étre préjudiciable pour I’intégrité de la
BHE. Bien que ce radical libre posséde des roles importants au niveau du SNC (sécrété
par certains neurones, il est un intermédiaire dans la neurotransmission (Schmidt et
Walter, 1994)), il peut induire des dommages tissulaires et médier la neurotoxicité

(Rubbo et al., 1996).

Aussi, des constituants viraux peuvent étre toxiques & la BHE. Une étude
démontre effectivement que les gp120 et gpl160 du VIH-1 sont toxiques aux cellules
endothéliales et neuronales humaines et de rat, entrainant des changements

morphologiques et la mort de ces cellules (Kanmogne et al., 2002).

D’autre part, des troubles ou accidents physiologiques, tel un manque dans
I’apport d’oxygéne au cerveau (anoxie), ont comme conséquence I’hyperperméabilité de
la BHE, entrainant ainsi des oedémes du cerveau. Des études in vitro utilisant un modéle
de BHE ont permis de déterminer que le manque d’oxygéne interrompt I’expression de la
protéine Zonula occludens-1 impliquée dans la formation des jonctions serrées entre les

cellules endothéliales composant la BHE (Fischer et al., 2002).
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1.1.3 La surveillance immunitaire au SNC

Le cerveau fut longtemps considéré comme un organe immunoprivilégié en se
basant sur le nombre faible de cellules présentatrices d’antigénes, 1’absence de vaisseaux
lymphatiques et la présence de la BHE. Toutefois, il y a de plus en plus d’observations
suggérant que le cerveau est sous surveillance immunologique. En effet, la découverte du
dynamisme de la BHE permet d’admettre qu’elle peut étre influencée par divers facteurs
exogénes (médicaments) et endogénes tel les cytokines et ainsi permettre une certaine

circulation de cellules sanguines au SNC.

La mise en évidence de la capacité de sécrétion de cytokines et de présentation
d’antigénes de cellules résidentes du SNC, les cellules gliales, apporte une preuve
tangible de la présence au SNC des éléments nécessaires a la réaction immunitaire.

(Ransohoff et Tani, 1998; O’Keffe ez al., 1999 ; Girvin et al., 2002).

Quatre groupes de leucocytes sont retrouvés au SNC; les cellules T et B, les
Natural Killer (NK) et les monocytes/macrophages (Hickey, 1999). En effet, les cellules
immunitaires activées en circulation (monocytes, lymphocytes T et cellules B), sous des
conditions normales, peuvent franchir la BHE grice aux molécules d’adhésion présentes a
la surface des cellules endothéliales. Ainsi, régle générale, pour qu’il y ait adhésion et
migration, les cellules immunitaires et les cellules endothéliales formant la barriere
doivent étre activées. L’entrée des cellules T, par exemple, n’est pas spécifique a
I’antigéne. C’est-a-dire qu’une cellule T spécifique a I’ovalbumine, si elle est activée
pourra pénétrer au SNC (Meyermann et al., 1996). Toutefois, en I’absence de leur
antigéne, les cellules ressortent du SNC, sans incident, pour rejoindre la circulation
sanguine (Hickey et al., 1991). Comme seule une minorité de cellules immunitaires sont
activées, leur circulation dans le SNC est donc restreinte et heureusement, car ce dernier
est particuliérement vulnérable aux Iésions pouvant résulter d’une réaction immunitaire.
Une étude, utilisant des rats comme modéle, a permis de constater qu’en conditions
d’inflammation, aprés injection d’une molécule pro-inflammatoire telle que le LPS au

niveau du parenchyme cérébral, une accumulation importante de lymphocytes T dans le
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cerveau était observée comparativement aux conditions basales (Hickey et al., 1991). De
plus, plusieurs expériences in vitro consistant en la co-culture de cellules endothéliales et
d’astrocytes sur des membranes poreuses, ont démontré la migration des lymphocytes T
activés a travers un modele de BHE. Ces mémes études ont démontré le passage des
lymphocytes au niveau du cytoplasme des cellules endothéliales ou au niveau des
jonctions serrées entre les cellules endothéliales et ce, sans bris apparent de la barriére

(Lou et al., 1996; Wong et al., 1999).

Les molécules d’adhésion responsables de I’attachement et de la migration des
leucocytes au niveau des cellules endothéliales sont les sélectines et les intégrines. Les
sélectines sont impliquées au niveau de I’adhésion initiale et les intégrines, dont ICAM-1,
V-CAM-1 et PE-CAM-1, quant a elles jouent un role dans I’attachement secondaire et la
migration (Wong et al., 1999). Les observations suivantes permettent d’appuyer le role
important des molécules d’adhésion dans ce phénoméne. En effet, durant I’activation
d’une réponse immunitaire au SNC, étape clé dans la progression de la sclérose en
plaques (sujet plus amplement discuté a la section 1.2), il se produit une régulation a la
hausse de I’expression des intégrines au niveau des microvaisseaux. Cette observation est
aussi démontrée in vitro en exposant des cellules endothéliales cérébrales a des cytokines
comme TNFa, IFNy et IL-1 (Mc Carron et al., 1993a; 1993b). Aussi, I’exposition des
cellules endothéliales humaines a des lymphocytes activés a pour conséquence
I’augmentation de I’expression de E-sélectine au niveau des cellules endothéliales (Lou et
al., 1996). De plus, le traitement des cellules endothéliales stimulées par un anticorps
contre la E-sélectine réduit la migration des lymphocytes (Wong et al., 1999), démontrant
I’importance de ces molécules dans la migration efficace des cellules immunitaires.
Aussi, des souris knock-out pour la P-sélectine furent examinées pour leur susceptibilité a
la méningite induite par cytokine; I’infiltration leucocytaire et la perméabilité de la
barriére sont significativement inhibées comparativement aux souris de type sauvage
développant une inflammation sévere des méninges caractérisée par I’accumulation de
leucocytes au SNC et par I’augmentation de la perméabilité de la BHE (Tang et al.,

1996).



Ainsi, les lymphocytes T activés, en réponse a un agent infectieux ou tout autre
stimulus, peuvent accéder au SNC en traversant la BHE, la quantité de cellules
migratrices est d’autant plus élevée lorsque le corps est au prise avec une infection.
L’inflammation au SNC est toutefois rare, puisqu’il existe apparemment plusieurs points
de controle dans la cascade menant a celle-ci. Les cellules T activées entrent au SNC;
elles reconnaissent leur antigéne ou elles quittent en retournant dans la circulation
sanguine. Dans le premier cas, la cascade menant a I’inflammation est amorcée.
Toutefois, méme si la cellule ne trouve pas son antigéne, la sécrétion de molécules pro-
inflammatoires, par celle-ci peut permettre davantage de circulation au SNC et entrainer

de I’inflammation.

1.1.4 Voies d’entrée des virus au SNC

Pour certains virus, aprés la phase initiale d’infection, survient une phase de

dissémination par I’emprunt de la voie nerveuse et/ou la voie sanguine.

Plusieurs virus utilisent les voies nerveuses pour se propager davantage dans
I’organisme, soit de maniére exclusive, soit associé a une diffusion par virémie. Les
fibres sensorielles, motrices et autonomes peuvent étre utilisées. Le virus de la rage est
un exemple de virus utilisant exclusivement le transport neuronal pour se rendre au SNC.
L’événement clé initiant ce phénomene est |’infection des terminaisons axonales au
contact des tissus infectés. De cette fagon, le virus est transporté passivement par le flux
axonal. Un autre bel exemple de transport neuronal est celui impliquant le réovirus
mammaire. En effet, lorsqu’injecté au niveau du coussinet de la patte chez la souris, le
virus est rapidement incorporé par les fibres nerveuses sensorielles et motrices pour étre
transporté vers la moelle épiniére (Flamand et al., 1991). Par ailleurs, les souches JHM et
A59 du MHYV sont neuroinvasives et peuvent se rendre au SNC suite a une infection par
voie intranasale (in), en empruntant le nerf olfactif (Barnett et Perlman, 1993) tout
comme le poliovirus, le VSV et le HSV (Anderson et Field, 1982) qui utilisent aussi ce

mode de transport.
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La présence du virus dans le sang (virémie), second mode de dissémination, peut
avoir plusieurs origines. Effectivement, le virus peut étre transporté du site de
multiplication locale par le drainage des canaux lymphatiques et étre ainsi acheminé dans
la circulation sanguine. Aussi, I’entrée directe du virus par les capillaires irriguants la

zone de multiplication locale est possible.

La virémie associée a I’inoculation intranasale de souris par le coronavirus murin
neurotrope MHV-JHM a été démontrée (Barthold et Smith, 1992). Dans le méme ordre
d’idée, les virus produits aprés I’inoculation de MHV-A59 (responsable d’hépatites et
d’infections neurologiques) du c6té apical de cellules rénales murines polarisées sont
relargués préférentiellement du c6té basolatéral (Rossen er al., 1995). Ceci pourrait
fournir des voies supplémentaires d’entrée au SNC par les souches du MHV dont I’acces

par les nerfs est bien établi.

De plus, dans une étude effectuée par Cabirac et al., en 1993, impliquant
I’inoculation intranasale et intraoculaire de primates par le coronavirus JHM OMPI, la
présence d’ARN et d’antigénes viraux dans le cerveau et aussi, des produits viraux furent
détectés au niveau des vaisseaux sanguins. Ceci suggére donc que la propagation au SNC

s’est effectuée par la voie sanguine.

Aprés I’établissement d’une virémie, la pénétration des virus au SNC peut
survenir de plusieurs fagons dépendemment du type de virémie. D’une part, la virémie
peut étre qualifiée de plasmatique, le virus étant retrouvé a I’état libre dans le sang ou

d’autre part, associée aux cellules sanguines.

Les mécanismes de passage a travers la BHE sont illustrés a la Figure 3. Le virus
libre peut : 1- passer dans les espaces intercellulaires des capillaires fenétrés au niveau du
plexus choroide de I’encéphale ou a travers une barriére endommagée (telle que vu a la
section 1.1.2.2; 2-se multiplier dans les cellules endothéliales et de cette fagon, €tre en
mesure de franchir la barriére par le relarguage de virus infectieux du c6té basolatéral ou

par lyse cellulaire. Voici des exemples de virus utilisant I’infection des cellules
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endothéliales afin d’atteindre le SNC : le virus de I’immunodéficience du singe (SIV)
(Strelow et al., 2002), le coronavirus humain sérotype 229E (HCoV-229E) (Cabirac et
al., 1995), le virus de I’immunodéficience humain (VIH) (Moses et Nelson, 1994), le
virus de la forét de Semliki (SFV) induisant une encéphalomyélite démyélinisante dans le
SNC de souris (Soilu-Hanninen et al., 1994); 3- étre transporté, tel le VIH (Hocini H. ez
al., 2001), par transcytose a I’aide du syst¢tme endosomal cellulaire. Le virus traverse

ainsi le cytoplasme a I’intérieur de vésicules et sort cOté cerveau.

Cerveau

Figure 3. Mécanismes de passage des virus a travers la BHE

1- Les virus libres peuvent traverser la BHE en passant dans les espaces intercellulaires.
2- La multiplication des virus dans les cellules endothéliales permet le relarguage de
ceux-ci au SNC par bourgeonnement ou par lyse cellulaire. 3- La transcytose des virus a
I’intérieur de vésicules est aussi possible. 4- Les virus associés aux cellules sanguines
peuvent franchir la barriére lors du trafic normal de ces cellules au SNC. §- Le contact
entre les cellules sanguines infectées et les cellules endothéliales peut permettre le
bourgeonnement des virus a I’intérieur de ces derniéres, le virus traversant par la suite la
cellule dans une vésicule afin d’atteindre le SNC.
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Plus récemment, une découverte intéressante concerne l’implication des
lipoprotéines-ApoE, responsables du transport des LDL vers les cellules de I’organisme
incluant les neurones, dans I’encéphalite humaine sévére causée par le virus herpes
simplex de type 1 (HSV-1). En effet, bien que le transport neuronal du virus jusqu’au
SNC est un fait, la propagation par voie sanguine est aussi possible et I’étude portant sur
des souris démontre que la présence d’ApoE est essentielle & la pénétration du virus de
I’herpes dans le cerveau et que celui-ci a la capacité de lier la lipoprotéine (Burgos ez al.,

2002).

Concernant le virus associé aux cellules leucocytaires, celui-ci peut : 4-€tre transporté
au SNC au cours du trafic normal des cellules immunitaires (voir section 1.1.3 sur la
surveillance immunitaire au SNC); 5-bourgeonner suite au contact des cellules sanguines

infectées et des cellules endothéliales (se référer a I’exemple suivant).

Les lymphocytes T infectés semblent jouer un rdle décisif dans I’incidence et le
développement d’infections virales au SNC. Prenons par exemple la paraparésie
spastique tropicale (TSP) et la myélopathie associée au HTLV-1 (HAM), qui sont des
affections neurologiques causées par le virus de la leucémie humaine de type 1, HTLV-1.
Le virus infecte de fagon chronique les lymphocytes T et I’entrée du virus dans le SNC se
fait par I’intermédiaire de la migration des lymphocytes & travers la BHE. En effet,
I’exposition des lymphocytes infectés a des cellules endothéliales cérébrales de rat eu
comme conséquence 1’augmentation de 1’expression de molécules d’adhésion et de la
perméabilité de ces derniéres. De plus, le contact entre les lymphocytes infectés et les
cellules endothéliales permet le bourgeonnement des virus vers les cellules endothéliales.
Les virus sont ainsi internalisés dans des vésicules qui traversent par transcytose les

cellules endothéliales pour accéder au SNC (Romero et al., 2000).

L’encéphalite induite par le VIH survenant chez plus du tiers des individus
séropositifs implique aussi les lymphocytes T. Les lymphocytes et monocytes infectés
transmigrent a travers la barriere hémato-encéphalique, processus facilité en partie par la

protéine virale Tat qui induit I’expression de molécules d’adhésion sur les cellules



endothéliales et la production de chimiokines par les astrocytes et les microglies (Wu et
al., 2000). La migration est aussi facilitée par I’oxide nitrique dérivé des cellules
endothéliales et des monocytes-macrophages et par 1’augmentation de la production de
I’activité de gélatinase B par les monocytes-macrophages infectés par le VIH (Nottet,
1999). De plus, il a été démontré que les cellules phagocytaires mononucléaires tel que
les microglies sont susceptibles au VIH-1 et produisent de grandes quantités de
chimiokines. Les microglies infectées modulent de fagon significative la migration des
monocytes a travers un modeéle de BHE et au niveau du cerveau de souris tout en régulant
a la baisse les protéines formant les jonctions serrées entre les cellules endothéliales

(Persidsky et al., 2000).

Certains virus peuvent utiliser plus d’un mécanisme afin d’accéder au SNC. Tel est le
cas du virus de la rougeole, causant la panencéphalite sclérosante sub-aigué (SSPE), et du
VIH pouvant atteindre le SNC par I’infection des cellules endothéliales des capillaires
sanguins ou par I’intermédiaire de leucocytes infectés (Cosby et al., 2002; Moses et

Nelson, 1994; Wu et al., 2000).

1.1.5 Inflammation au SNC

Une fois rendu au SNC, la capacité du virus 2 endommager les cellules neurales
dépend de son tropisme mais aussi de la permissibilité de ces cellules a I’infection.
Lorsque les cellules du SNC deviennent le lieu de la multiplication virale, cette derniére
active la population de microglies adjacentes. De plus, la production locale d’IFN-
alpha/béta induit I’expression des molécules du CMH sur les cellules du SNC,
principalement les astrocytes et les microglies et amorce la phagocytose par ces derniéres.
Par la phagocytose, I’activation des microglies s’accroit et a pour conséquence la
régulation a la hausse des molécules du CMH, la capacité a présenter des antigénes et la
sécrétion de chimiokines. Ceci entraine la régulation 4 la hausse des molécules
d’adhésion sur les cellules endothéliales composant la BHE. 11 s’ensuit la transmigration

de lymphocytes T CD8+ activés, attirés par I'IFN-gamma sécrété par les NK en contexte



d’infection virale. La présence d’IFN-gamma favorise ensuite une réponse immunitaire
essentiellement gouverné par les lymphocytes T CD4+. Ainsi, une importante régulation
A la hausse des molécules du CMH et la sécrétion de substances chimiotactiques et
toxiques se produisent en rafale. Conséquemment, une grande quantité de cellules
inflammatoires, incluant les macrophages et les cellules B est appellée sur le site
d’infection. Un examen histologique réveéle la présence d’agrégats leucocytaires
périvasculaires et des cellules sanguines en processus de migration au SNC. Des
cytokines pro-inflammatoires sont produites au SNC altérant la barriére et favorisant

I’expression de sélectines et intégrines sur celle-ci (Hickey, 1999).

Le déroulement de I’infection dépend alors de la balance et de la spécificité de la
population lymphoide. Généralement, un délai dans le recrutement de lymphocytes
effecteurs permet au virus de se propager dans le SNC tandis qu’une réponse rapide et
spécifique empéchera de facon efficace I’étendue de I’infection (Dorries, 2001). Par
contre, la réponse immunitaire peut s’avérer trés nuisible suite a I’activation d’une
population de cellules T autoréactives. Ce probléme sera discuté plus amplement a la

section 1.2.3 dans le contexte des maladies auto-immunitaires.

1.2 Sclérose en plaques (SEP)
1.2.1 Description de la pathologie

La sclérose en plaques est une maladie auto-immunitaire caractérisée par
I’inflammation chronique du SNC, la destruction de la gaine de myéline des fibres
nerveuses et une perte de fonction de 1’organe cible, le cerveau (Shi ez al., 2001). Cette
maladie fut décrite pour la premiére fois par un neurologue frangais, le Dr Jean-Martin
Charcot en 1868. Touchant deux fois plus de femmes que d’hommes, la maladie se
déclenche entre 20 et 40 ans (Bar-Or et al., 1999) faisant d’elle la maladie neurologique
la plus répandue chez les jeunes adultes de notre pays. Toutefois, des enfants (une
centaine au Québec) et des personnes dans la cinquantaine peuvent aussi manifester des
signes de la maladie. On estime 4 50 000 le nombre de canadiens atteints, dont 12 000

québécois. Chaque jour, il est estimé que trois nouveaux cas sont enregistrés au Canada.
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La SEP peut se traduire par des troubles visuels, de la faiblesse extréme, des troubles de
I’équilibre et de la coordination, de la raideur musculaire, des difficultés d’élocution et de
déglutition, des troubles sensoriels et la paralysie. La destruction de la gaine de myéline
entourant les axones, remplacée par du tissu scléreux, nuit a la transmission des influx
nerveux et est responsable des troubles neurologiques observés chez les patients (Talbot,
1995). La sévérité des symptomes est plus souvent liée a la localisation des aires
endommagées au niveau du cerveau et de la moelle épiniére qu’a la gravité et progression
de la maladie. Différentes formes de SEP ont été identifiées. La plupart des personnes
atteintes, 70 %, présentent d’abord la forme cyclique au moment du diagnostic,
caractérisée par des poussées suivies de rémissions partielles ou complétes. Environ la
moitié de ces patients voit leur état s’aggraver dans les dix années suivant le diagnostic en
développant la forme progressive secondaire tandis que 20 a 25 % présenteront une forme
bénigne caractérisée par quelques poussées entrecoupées de longues rémissions. Environ
10 a 15 % souffrent de la forme dite progressive primaire, au moment du diagnostic,

évoluant lentement mais progressivement.

La maladie serait la conséquence de I’entrée de cellules inflammatoires au SNC,
plus spécifiquement, par ’entrée de populations particuliéres de cellules T ou B dites
autoréactives contre un antigéne du SNC; de telles cellules réagissant contre les épitopes
de la MBP ou de la PLP ont été trouvées chez des patients SEP (Ota et al., 1990).
Lorsqu’activé, le lymphocyte T autoréactif peut engendrer des dommages directs, par une
activité cytotoxique, la libération de cytokines ou encore de fagon indirecte par la
production dépendante des cellules T d’anticorps pathogéniques (Nauclér et al., 1996).
La pénétration des cellules au SNC est sans aucun doute favorisée par I’augmentation de
la perméabilité de la BHE détectée au niveau de tissus sclérosés (Gay et Esiri, 1991). Les
cellules inflammatoires prédominantes dans le cerveau de patients atteints de SEP sont les
lymphocytes et les macrophages (Martino et al., 2000). Cette inflammation endommage
la myéline rapidement aprés I’entrée des cellules au SNC, menant a la dénudation des

axones et aux symptdmes neurologiques (Noseworthy et al., 2000).
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1.2.2 Etiologie

La cause exacte de cette maladie dégénérative du SNC échappe encore a la
science. La distribution géographique de la maladie découlant d’études épidémiologiques
laisse croire & I’implication de facteurs environnementaux. La prévalence de la SEP est
plus importante dans le nord de I’Europe, en Amérique du Nord et dans le sud de
I’ Australie (Kurtzke, 1991). De plus, il n’est pas rare d’observer plusieurs cas de SEP a
’intérieur d’une famille, I’augmentation de la prévalence étant de 15 a 20 fois
(Compston, 1991), suggérant ainsi la possibilité que la maladie ait une composante

génétique.
1.2.2.1 Facteurs génétiques

Le taux de concordance entre jumeaux homozygotes est de 31 %, soit 6 fois
supérieur a celui trouvé chez les jumeaux dizygotes (Sadovnick et al., 1993), ce qui
suggere que la susceptibilité a la SEP est sous une influence génique. Plus d’un géne ont
été reliés a la susceptibilité 4 la SEP, le premier facteur de risque identifié étant la
présence de 1’alléle HLA-DR2, un antigéne d’histocompatibilité impliqué dans la
présentation antigénique (Jersild er al., 1973). Aussi, des génes dans la région codant
pour le CMH, situés sur le chromosome 6 sont suspectés (Ebers et al., 1996, Haines et al.,
1996; Sawcer et al., 1996). De plus, I’allele HLA-DQ, les génes du TNF-alpha et de
divers composants de la cascade du complément ont été associés a la SEP (Steinman,
2001). Toutefois, la plupart des jumeaux homozygotes étant discordants pour la maladie,

ceci appuie I’importance de facteurs environnementaux dans 1’incidence de celle-ci.
1.2.2.2 Facteurs environnementaux
Des études ont permit d’observer un changement du niveau de risque chez les

individus aprés migration. En effet, des individus allant d’une région a prévalence élevée

vers une région a prévalence faible aquié¢rent le niveau de risque de leur nouveau lieu de
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résidence si Agés de moins de 15 ans, tandis que ceux de plus de 15 ans conservent le
niveau de risque de leur lieu de naissance (Kurtzke, 1997). Ceci suggere que I’exposition
a un facteur environnemental dans I’enfance serait impliquée dans le déclenchement de la

maladie.

Une autre observation appuyant I’implication de facteurs environnementaux est
celui des Iles Feroe. Ces fles étaient exemptes de cas de SEP jusqu’au débarquement des
troupes britanniques en 1940. Des cas de SEP sont apparus deux a trois ans aprés
I’arrivée des troupes, suggérant que les soldats ont introduit avec eux un agent infectieux
impliqué dans le déclenchement de la SEP (Kurtzke et Heltberg, 2001).

1l est possible que des virus soient impliqués a4 une certaine étape du
développement de la maladie et cette hypothése est renforcée par la relation établie entre
I’infection virales des voies respiratoires supérieures ou du tractus gastro-intestinal et les
rechutes observées chez les patients atteints de SEP (Sibley et al., 1985; Anderson et al.,

1993; Panitch, 1994).

De nombreux virus ont été associés avec la SEP depuis plusieurs années (Tableau
1). La base de I’association repose sur I’isolement de particules virales a partir de tissus
atteints, la détection d’une importante présence d’anticorps anti-viraux dans le sérum ou
le liquide céphalo-rachidien chez les malades, ou par la détection d’ARN ou protéines
virales dans le SNC (Talbot, 1995).



Tableau 1. Virus associés a la SEP selon différentes approches expérimentales

Virus

Approche expérimentale

Coronavirus

Cytomégalovirus
Epstein-Barr
Flavivirus

Herpés humain 6

Herpes simplex

Influenza type 1
Oreillons
Para-influenza type 1
Rage

Rougeole

Rubéole
T-lymphotrope type 1
Vaccine (variole)

Varicelle

Virus isolé de tissu malade"’

Prépondérance d’anticorps anti-viraux’
Présence de matériel génétique viral au SNC’
Virus isolé de tissu malade'

Prépondérance d’anticorps anti-viraux*
Virus isolé de tissu malade'

Prépondérance d’anticorps anti-viraux

Présence d’antigénes viraux liée aux plaques
de démyélinisation®

Virus isolé de tissu malade’'

Prépondérance d’anticorps anti-viraux
Prépondérance d’anticorps anti-viraux
Prépondérance d’anticorps anti-viraux
Virus isolé de tissu malade'

Virus isolé de tissu malade'

Virus isolé de tissu malade'

Prépondérance d’anticorps anti-viraux’
Présence de matériel génétique viral au SNC’
Prépondérance d’anticorps anti-viraux’
Présence de matériel génétique viral au SNC®
Prépondérance d’anticorps anti-viraux

Prépondérance d’anticorps anti-viraux
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1-Johnson, 1985; 2-Salmi et al., 1981; 3-Murray et al., 1992; Stewart et al., 1992;
Arbour et al., 2000; 4-Bray et al., 1992; 5- Sola et al., 1993; Soldan et al., 1997,

6-Challoner et al., 1997; 7-Haase et al., 1981; Cosby et al., 1989; 8-Reddy et al., 1989;

9-Burks et al., 1980.
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1.2.3 Infection virale et auto-immunité

Des mécanismes ont été proposés pour expliquer I’implication de I’infection virale

dans le processus des maladies auto-immunitaires telle 1a SEP.

Tout d’abord, les cellules T autoréactives peuvent étre activées par la réponse
immunitaire induite par I’infection virale. En effet, les cytokines libérées au site
d’inflammation mene au recrutement non-spécifique de cellules immunitaires et permet
I’activation des cellules T. Des cellules T autoréactives peuvent étre présentes parmi les

cellules recrutées (Fairweather e al., 2001).

Aussi, ’activation des cellules T autoréactives peut survenir par la présentation
des antigénes du soi libérés suite a des dommages tissulaires causés par I’action directe
des virus ou par I’inflammation, ce mécanisme est la propagation de déterminants

(Vanderlugt et al., 2000).

Le mimétisme moléculaire est un troisiéme mécanisme avancé pour expliquer
comment une infection virale peut déclencher une maladie auto-immunitaire. Ceci
implique I’activation de cellules T autoréactives par la reconnaissance croisée d’un
épitope viral et d’un épitope du soi (Oldstone, 1987; Wucherpfennig et Strominger, 1995;
Miller et al., 2001).

Finalement, I’action de superantigénes peut apporter une théorie supplémentaire
concernant le lien entre ’activation de cellules T autoréactives et I’infection virale.
Effectivement, les superantigénes sont des protéines, le plus souvent d’origine
bactérienne ou virale, liant une région du CMH de classe II d’une cellule présentatrice
d’antigénes a la région VB du récepteur de la cellule T, activant cette derniére sans tenir

compte de la spécificité peptide-CMH (Hodstev et al., 1998).
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1.3 Coronavirus

Les coronavirus font partie de I’ordre des Nidovirales et sont membres de la
famille des Coronaviridae. Ce sont des virus enveloppés d’environ 120 nm de diamétre
ayant un génome constitué d’'un ARN simple brin de polarité positive de 27 4 32 kb. La

structure des coronavirus est illustrée schématiquement a la Figure 4.

1.3.1 Protéines structurales

L’enveloppe des coronavirus posséde des projections d’environ 20 nm formées
par la trimérisation de glycoprotéines S (spicule), lui donnant I’aspect d’une couronne.
Cette protéine est responsable de la liaison au récepteur, de I’induction de la fusion
membranaire, de 1’entrée du virus dans la cellule et de I’effet cytopathique (Lai et
Cavanagh, 1997). Elle est la principale cible du systtme immunitaire, étant la
composante virale la plus accessible. De plus, la protéine HE, une glycoprotéine
possédant une activité d’hémagglutinine-estérase forme de courts spicules a la surface de
certains coronavirus (Lai et Holmes, 2001). L’enveloppe des coronavirus est constituée
des protéines M (membrane) et E (enveloppe). Ces deux protéines sont essentielles a
I’assemblage viral (Bos et al., 1996; Vennema et al., 1996). La glycoprotéine M est aussi
impliquée dans la formation de la capside entourant la nucléocapside de certains
coronavirus. Finalement, la protéine N, une phosphoprotéine de 50 a 60 kDa, entre dans
la formation de la nucléocapside en s’associant 2 I’ARN et constituerait probablement

avec la protéine M la capside interne (Lai et Holmes, 2001).
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Figure 4. Schématisation de la structure des coronavirus

1.3.2 Protéines non-structurales

La principale protéine non-structurale des coronavirus est I’ARN polymérase
ARN-dépendante, responsable de la réplication virale, dont le géne occupe les deux tiers
du génome en 5°, soit environ 20 kb (Lai et Holmes, 2001). Le nombre et la localisation
des autres protéines non-structurales sur le génome varient selon les différents

coronavirus (Lai et Cavanagh, 1997) et leurs fonctions sont toujours inconnues.
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1.3.3 Récepteurs cellulaires

1.3.3.1 Aminopeptidase-N

L’entrée du coronavirus humain HCoV-229E est médiée par I’attachement
spécifique a ’aminopeptidase-N (APN), également nommée CD13. Cette protéine fait
partie de la famille des métalloprotéases dépendantes du zinc et est distribuée sur
différents types cellulaires et tissulaires. Entre autres, elle est présente au niveau de
I’épithélium du petit intestin et des tubules proximaux rénaux, sur des fibroblastes de
poumons, et aussi sur les cellules monocytaires et granulocytaires (Olsen et al., 1997;
Kolb ez al., 1996; Yeager et al., 1992; Look et al., 1989). De plus, I’APN se retrouve sur
les péricytes formant la BHE et sur les membranes synaptiques du SNC (Kunz et al.,
1994; Look et al., 1989). Sa présence a aussi été détectée sur des lignées humaines de
cellules neurales et gliales susceptibles a 1’infection par le HCoV-229E et 1a corrélation
entre la quantité de récepteur présente et le niveau d’attachement viral a été observée

(Lachance et al., 1998).

Les fonctions connues de I’APN incluent la digestion des peptides au niveau du
petit intestin et I’inactivation des Nt au niveau du cerveau (Bowes et Kenny, 1987;

Matsas et al., 1985; Semenza, 1986).

D’autres coronavirus, faisant partic du méme groupe antigénique que le
HCoV-229E, utilisent aussi I'APN comme récepteur (se référer au Tableau 2). 11 s’agit
du virus de la gastro-entérite porcine transmissible (TGEV), du virus félin de la péritonite
infectieuse (FIPV) et du coronavirus entérique félin (FeCV) (Delmas et al., 1995; Tresnan

et al., 1996).
1.3.3.2 Acides sialiques
Le récepteur du HCoV-OC43 est quant 2 lui moins bien défini. L’entrée du virus

serait assurée par la présence de glycoprotéines contenant des résidus d’acide sialique

(acide N-acétyl-9-O-acétylneuraminique) sur les cellules cibles (Vlasak et al, 1988).
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Toutefois, ces glycoprotéines sont retrouvées sur un large éventail de cellules n’étant pas
toutes susceptibles a I’infection. Ceci indique que bien que les acides sialiques soient
nécessaires a I’infection (Schultze et Herrler, 1992), ils ne constituent pas le récepteur
principal. Par ailleurs, le coronavirus bovin (BCoV) utilise aussi les acides sialiques dans

le processus d’attachement cellulaire (Vlasak et al., 1988).

1.3.4 Réplication virale

L’attachement du virus a la surface cellulaire est suivi par I’internalisation de
celui-ci par un mécanisme de pénétration qui est encore incertain. En fait, il semble que
les virus entrent via endocytose (Krzystyniak et Dupuy, 1984) et/ou par fusion
virus-cellule au niveau de la membrane plasmique (Weismiller et al., 1990; Kooi et al.,
1991; Li et Cavanagh, 1992). Une fois dans la cellule, le virus est décapsidé; la protéine
N se dissocie de 'ARN. De cette fagon, la synthése de I’ARN polymérase
ARN-dépendante peut survenir. La polymérase est traduite a partir du géne 1 situé a
I'extrémité 5’ de I’ARN génomique. Le role de la polymérase est de synthétiser des brins
négatifs d’ARN viral a partir du brin positif génomique polyadénylé en 3’ et coiffé en 5.
Ces brins négatifs sont utilisés a deux fins : synthése des ARNm viraux pour la traduction
en protéines et production d’ARN génomiques positifs pour I’incorporation dans les
capsides virales. Le modele suivant de transcription des ARNm a partir du génome viral
a été proposé, il s’agit de I’élongation discontinue en 3’ des brins négatifs. En effet, des
ARN négatifs de différentes longueurs ayant des séquences de téte communes en 5’
serviraient comme matrices pour la production des ARNm sous-génomiques (Sawicki SG
et Sawicki DL, 1995 et 1998 ; Baric et Yount, 2000). L’initiation de la traduction des
ARNm en protéines utilise un mécanisme dépendant de la coiffe. Une fois traduites,
certaines protéines virales vont subir des modifications post-traductionnelles. Les virus

sont ensuite encapsidés et bourgeonnent.
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1.3.5 Groupes antigéniques

La classification des coronavirus en trois groupes antigéniques (Tableau 2) a été
déterminée par des tests sérologiques et a I’aide des séquences nucléotidiques (Lai et
Holmes, 2001). Les coronavirus de mammiféres constituent les deux premiers groupes

tandis que le troisieme comprend des virus aviaires.

L’agent étiologique de la pneumonie atypique, le nouveau coronavirus
SARS-HCoV, ne se rapproche point de fagon étroite a ’'un ou 1’autre des trois groupes
antigéniques existants, en se basant sur les analyses phylogénétiques des protéines virales
faites a I’aide de la séquence nucléotidique compléte du virus (Marra et al., 2003). Par
contre, la souche semble é&tre apparenté aux coronavirus MHV et BCoV. Cette
conclusion a pu étre tirée aprés des analyses génomiques comparatives (Qin ez al., 2003).

De cette fagon, le nouveau coronavirus ferait ainsi partie du groupe antigénique II.
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Tableau 2. Sérotypes, hotes naturels et maladies causées par les coronavirus. Tiré

de Lai et Holmes, 2001.

Groupe Virus Hote Infection Infection Hépatite Infection Autres*
antigénique respiratoire entérique neurologique
I HCoV- Humain X ?
229E
TGEV, Porc X X X
PRCoV
CCoV  Chien X
FECoV Chat X
FIPV Chat X X X X X
RbCoV Lapin X X
I HCoV- Humain X ? ?
0C43
MHV Souris X X X X
SDAV  Rat X
HEV Porc X X X
BCoV  Bovin X X
SARS- Humain X X
HCoV '*
111 IBV Poulet X X X
TCoV  Dinde X X

*Inclut péritonite infectieuse, troubles immunologiques, néphrite, pancréatite, parotidite,
myocardite et sialodacryoadénite.

HCoV-229E : coronavirus humain 229E; TGEV : virus de la gastro-entérite porcine
transmissible; PRCoV : coronavirus respiratoire porcin; CCoV : coronavirus canin;
FECoV : coronavirus entérique félin; FIPV : virus félin de la péritonite infectieuse;
RbCoV : coronavirus de lapin; HCoV-OC43 : coronavirus humain OC43; MHYV : virus de
I’hépatite murine; SDAV: virus de la sialodoacryadénite; HEV: virus de
I’encéphalomyélite hémagglutinante porcine; BCoV : coronavirus bovin; IBV : virus de
la bronchite infectieuse aviaire; TCoV : coronavirus de dinde.

1-Nassiri, 2003; 2-Qin et al., 2003.
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1.3.6 Pathologies associées aux coronavirus

Les coronavirus sont responsables de diverses infections chez les animaux
occasionnant des troubles respiratoires, entériques, neurologiques ou autres (voir Tableau
2). Leur transmission se fait généralement par les voies respiratoires ou entériques dans
lesquelles les virus causent une infection locale (Holmes, 2001). Toutefois, certains
coronavirus infectent de maniére systémique leurs hotes, il s’agit du HEV, du FCoV, du
IBV et du MHV (Holmes, 2001). Par ailleurs, chez ’humain, le HCoV est responsable
de 10 a 35 % des rhumes (Myint, 1994). Il est aussi la cause de pneumonies (Riski et
Hovi, 1980) et d’insuffisance respiratoire chez les nouveaux-nés (Gagneur et al., 2002).
De plus, le coronavirus humain semble étre impliqué dans les infections du tractus gastro-
intestinal (Resta et al., 1987) et I’accumulation de données scientifiques suggérent le
potentiel de ces virus a infecter le SNC (discuté plus en détail dans la section suivante).
Derniérement, en 2002-2003, dans la mystérieuse vague de pneumonie atypique
originaire du sud de la Chine et ayant touché Toronto, un nouveau coronavirus a été
identifié, le SARS-HCoV (Zhang et al., 2003). Le syndrome respiratoire aigu sévére
(SRAS) dont ce virus est responsable se présente avec de la fievre, de la toux, des
malaises, des difficultés respiratoires et de la diarrhée. Aucun traitement
pharmacologique n’a été approuvé par la FDA et jusqu’a maintenant, aucun résultat
clinique convaincant n’a été obtenu avec 1’usage de la ribavirine. Les efforts sont donc
regroupés afin de trouver un traitement, voir méme un vaccin contre I’infection qui a déja
fait plusieurs victimes et risque de réapparaitre de fagon saisonniére si I’on se référe au

profil épidémiologique des coronavirus humains.

1.3.7 Coronavirus humains (HCoV) et SEP

Ces virus respiratoires sont associés a la SEP sur la base de plusieurs observations.
En effet, le caractére neuroinvasif des HCoV, sa capacité a accéder au SNC, a été
démontré par I’isolement de coronavirus a partir de cerveaux de patients atteints de SEP
(Burks et al., 1980) et par la détection d’ARN au niveau de cerveaux humains (Stewart ez

al., 1992; Murray et al., 1992; Arbour et al., 2000). Aussi, des titres supérieurs en
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anticorps dirigés contre le coronavirus ont été détectés au niveau du liquide céphalo-
rachidien chez les patients souffrant de SEP comparativement 2 des personnes saines

(Salmi et al., 1982).

De plus, le caractére neurotrope de ces virus, soit le potentiel du virus 2 infecter
les cellules du SNC, a lui aussi été démontré par bon nombre de données: la
susceptibilité de lignées humaines d’origine neurale et cultures primaires d’astrocytes et

de microglies (Talbot et al., 1993; Arbour et al., 1999a,b; Bonavia et al., 1997).

Les mécanismes pouvant expliquer comment le coronavirus peut participer au
développement d’une maladie inflammatoire telle la SEP ont été énumérés i la section
1.2.3. De fagon plus spécifique, I’infection de cellules neurales par le coronavirus
humain induisant la production de MMP (Edwards er al., 2000) pourrait donc entrainer
les effets reliés a I’inflammation. De plus, les observations suivantes soutiennent
I’hypothése du mimétisme moléculaire; réactivité croisée en lignée (Talbot et al., 1996) et
au niveau clonal (Boucher et al., 2001 a,b) des lymphocytes T reconnaissant 2 la fois des
antigénes viraux et ceux du SNC de fagon plus importante chez les patients atteints de

SEP que chez les témoins.

1.3.8 Coronavirus murin comme modéle de SEP

Les modeles animaux sont d’une grande importance dans la compréhension de

maladies aussi complexes que la SEP.

Le modele de choix s’avére étre celui du coronavirus murin (MHYV). 1l existe de
nombreuses souches de MHV possédant des tropismes différents pour le cerveau, le foie,
le tractus gastro-entérique et respiratoire et causant diverses pathologies chez les
rongeurs. L’issue de I’infection dépend de la souche, de la dose virale utilisée, de la voie
d’inoculation, du fond génétique, de 1’age et de 1’état de santé de 1’animal. Comme
discuté a la section 1.1.4, le caractére neuroinvasif de deux souches du MHV, JHM et

A59, est bien établi, en effet, ils peuvent atteindre le SNC suite 4 une infection par voie
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intranasale en empruntant le nerf olfactif (Barnett et Perlman, 1993). Aussi, des études
démontrent une virémie du MHYV suite a I’infection de souris (Barthold et Smith, 1992),
voie supplémentaire d’entrée au SNC pour ensuite infecter les neurones, les
oligodendrocytes, les astrocytes et les microglies (Dales et Anderson, 1995; Stohlman et
Hinton, 2001). 11 a aussi été démontré que I’infection du SNC par les souches JHM et
A59 entraine la destruction de la gaine de myéline (Pappenheimer, 1958; Lampert e? al.,
1973; Herndon et al., 1975; Lavi et al., 1984) avec I'implication du systéme immunitaire,
puisque celle-ci peut-étre prévenue par I’immunosuppression des souris (Houtman et al.,

1995).

Cette démyélinisation a plusieurs points en commun avec la SEP. En effet, elle
est conséquente a [’infection virale, facteur environnemental suggéré dans le
déclenchement de la SEP. Une susceptibilité génétique est associée a la SEP et il se
trouve que la susceptibilité a I’infection au MHV est influencée par le fond génétique des
animaux (Buschman et Skamene, 1995). Les deux pathologies se traduisent par des
lésions semblables dans la matiére blanche (Noseworthy et al., 2000). De plus,
I’implication de la réponse immunitaire dans la démyélinisation a été démontrée autant

chez la souris (Houtman et Fleming, 1996) que dans la SEP (section 1.2.1).
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2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Cultures primaires de cellules humaines

2.1.1 Cellules endothéliales du cervean

Les cellules endothéliales du cerveau humain provenaient de biopsies effectuées
chez des patients atteints d’épilepsie et nous ont été fournies par le laboratoire du Dr Jack
P. Antel de 'unité de Neuroimmunologie & I’Institut de neurologie de Montréal
(Université McGill). Les cellules ont été cultivées dans du milieu M99 1X Earle’s salts
pour cellules endothéliales (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) additionné de 20 %
(volume/volume,v/v) de milieu conditionné de mélanome de souris (ATCC, Cloudman
S91, clone M3), 10 % (v/v) de sérum de veau feetal décomplémenté (SVF) (Wysent,
St-Bruno, Québec, Canada), 5 % (v/v) de sérum humain inactivé (Pel-Freez, Brown Deer,
Wisconsin, E-U), 25 mM d’acide N-2 hydroxyéthylpipérazine-N’-2 éthanesulfonique
(HEPES) (Invitrogen), 100 unités (U)/mL de pénicilline (Invitrogen) et 100 pg/mL de
streptomycine (Invitrogen) (pen-strep), ITS (Collaborative Biomedical product, VWR,
Ville Mont-Royal, Québec, Canada) et 30 pg/mL de supplément de croissance pour
cellules endothéliales (ECGS) (Becton Dickenson Biosciences, Oakville, Ontario,
Canada). Ces cellules se multipliant en culture, il a été possible de les passer de fagon
hebdomadaire et ce jusqu’a un maximum de 5 ou 6 passages, les cellules se dégénérant
par la suite. Afin de favoriser ’adhésion des cellules, les flacons ont été préalablement
traités a la gélatine type B provenant de peau de bovin 0,5 % (p/v) (Sigma-Aldrich, St-

Louis, Missouri, E-U.) dans du PBS, et ce, a chaque passage.
2.1.2 Cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC)

Les PBMC ont été isolées a partir de 90 mL de sang provenant de donneurs
adultes sains (9 tubes vacutainer + héparine). Tout d’abord, le sang a été centrifugé a
1800 rotations par minutes (rpm) pendant 10 minutes (min) (GS-6R Centrifuge;
Beckman, Palo Alto, Ca, E.-U.) afin de dissocier le sérum des éléments figurés du sang.

Les cellules leucocytaires se trouvant juste & I’interface sérum-globules rouges, le sérum a
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donc été retiré (tube 50 mL, Fisher, Nepean, Ontario, Canada) pour ensuite recueillir la
couche cellulaire qui a été suspendue dans un volume de 50 mL de RPMI 1640
(Invitrogen) contenant pen-strep avant d’étre centrifugée a2 1800 rpm pendant 30 min
(Beckman modele GS-6R) a travers une couche de Ficoll-Hypaque (2x15mL) (Amersham
Biosciences, Baie-d’Urfé, Québec, Canada). Le sérum, décomplémenté dans un
bain-marie pendant 30 min a 56°C a ensuite été centrifugé a 3000 rpm pendant 20 min
(Beckman modele GS-6R) avant d’étre filtré sur filtre 0.20 pm (Corning, New-York, E.-
U.). Les anneaux de PBMC ont ensuite été prélevés et lavés dans 50 mL de RPMI 1640
additonné de pen-strep avant d’étre de nouveau lavés deux fois pour ensuite regrouper les
culots. A la suite du dernier lavage, les cellules ont été resuspendues dans du RPMI
complet, contenant 10 mM d’HEPES (Invitrogen), 1 mM de sodium pyruvate
(Invitrogen), 0.1 mM d’acides aminés non essentiels (Invitrogen), pen-strep, 1.25 pg/mL
de fungizone (Invitrogen). Elles ont été dénombrées a 1’aide d’un hémacimeétre avant de

dissocier les différentes populations cellulaires tel que décrit a la section suivante.
2.1.2.1 Monocytes, macrophages et lymphocytes

Afin de permettre la séparation des différentes populations cellulaires, I’adhésion
des monocytes-macrophages a été réalisée en mettant trois millions de cellules par puits
dans des plateaux de culture 24 puits (Costar, Corning, Cambridge, MA, E.-U.) et en
incubant ces plateaux une heure (h) & 37°C dans une atmosphére contenant 5 % (v/v) de
CO,. Ensuite, le surnageant contenant les lymphocytes a été recueilli et les puits lavés 3
fois avec du RPMI 1640 complet (tel que décrit a la section 2.1.2) afin de retirer le
maximum possible de lymphocytes. Ces derniers ont été mis en culture dans un flacon
F75 (75 cm?) pour cellules en suspension (Sarstedt, Montréal, Québec, Canada) avec
RPMI complet additionné de 10 % (v/v) de sérum autologue (décomplémenté et filtré) et
de 2-mercaptoéthanol (2-Me) 10 U/mL (Invitrogen) a 37°C dans une atmosphére
contenant 5 % (v/v) de CO,. Concernant les monocytes adhérés en plateaux, une partie a
été mise en culture avec RPMI complet additionné de 1 % (v/v) de sérum autologue,
tandis que I’autre partie a ét€ amenée & se différencier en macrophages (environ 7 jours)

en étant mis en culture avec RPMI complet contenant 10 % (v/v) de sérum autologue. 11
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est important de prendre note que ces populations cellulaires n’ont pas la capacité de se

multiplier en culture.

2.2 Lignées cellulaires humaines

2.2.1 Promonocytes (THP-1)

La lignée THP-1 est issue d’un clonage de cellules isolées d’une leucémie
monocytaire aigué (ATCC, Manassas, VA, E.-U.) et nous a été fournie par le laboratoire
de Dr Daniel Oth, maintenant retraité de I’INRS-Institut Armand-Frappier. Les cellules
ont été maintenues dans du RPMI 1640 (Invitrogen) additionné de 10 % (v/v) de SVF, 1
mM de sodium pyruvate, 0.1 mM d’acides aminés non-essentiels, pen-strep, 2-

mercaptoéthanol (2-Me) 10 U/mL.

2.2.2 Adénocarcinome iléorectal (HRT-18)

Les cellules HRT-18 furent établies par Tompkins ef al. en 1974 et sont utilisées
pour la production du coronavirus humain OC43 (Weiss, 1983). Le laboratoire les a
obtenues du Dr David Brian de 1’Université du Tennessee a Knoxville, Etats-Unis. Elles
ont été cultivées dans du Earle’s Minimum Essential Medium (MEM) (Invitrogen)
additionné de 10 % (v/v) de SVF, 0.1 mM d’acides aminés non-essentiels et pen-strep.
Cette lignée a été utile lors des productions virales, du test d’immunoperoxydase indirecte
pour déterminer le nombre de particules virales infectieuses (sérotype OC43) produit par
les cellules dont la susceptibilit¢ a été testée, et aussi comme témoin positif en

immunofluorescence indirecte et en RT-PCR.
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2.2.3 Fibroblastes pulmonaires d’embryons (L-132)

Les cellules L132 ont été obtenues de 1I’American Type Culture Collection
(ATCC). Cette lignée est connue comme étant susceptible au coronavirus humain 229E
(Bradburne, 1969) et sert donc a la production de ce virus. Elles ont été cultivées dans du
MEM (Invitrogen) additionné de 10 % (v/v) de SVF, 0.1 mM d’acides aminés non-
essentiels et pen-strep. Cette lignée a été utile lors des productions virales, du test
d’immunoperoxydase indirecte afin de déterminer le nombre de particules virales
infectieuses (sérotype 229E) produit par les cellules dont la susceptibilité a été étudiée, et

aussi comme témoin positif en immunofluorescence indirecte et en RT-PCR.

2.2.4 Cellules endothéliales de microvaisseaux cérébraux (HBMEC)

Ces cellules endothéliales proviennent d’un donneur adulte et furent
immortalisées a I’aide de I’antigéne T de SV40 et fournies par le laboratoire du Dr K.S.
Kim, Division des maladies infectieuses de I’Université de médecine Johns Hopkins,
Baltimore, E-U. Contrairement aux cellules primaires, le traitement des flacons a la
gélatine n’a pas été nécessaire. Les cellules ont été maintenues en culture dans du RPMI
1640, additionné de 10 % (v/v) SVF, 1 mM de sodium pyruvate, 0.1 mM d’acides aminés
non-essentiels, 1 % (v/v) de BME (Basal medium eagle) vitamines (Sigma/Aldrich,
St-Louis, Missouri, E.-U.), pen-strep, 30 pg/mL de supplément de croissance pour
cellules endothéliales (ECGS) et 5 U/mL d’héparine (Gibco BRL, Life Technology, New-
York, E.-U.).

Toutes les lignées ont été maintenues dans une étuve 4 une température de 37°C

dans une atmosphére contenant § % (v/v) de CO, (Forma Scientific, USA).
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2.3 Coronavirus humains (HCoV)
2.3.1 Coronavirus humain OC43 (HCoV-0C43)

Le sérotype HCoV-0OC43 (ATCC) fut initialement isolé d’un patient atteint d’un
rhume (Mclntosh et al., 1967). Les virus utilisés lors des expériences sont issus des
cinquieéme et sixieme passages sur la lignée HRT-18 et possédaient des titres viraux de
5.0 et 3.5 x 10° DICTsy/mL respectivement lorsque titrés par test d’immunoperoxydase

indirecte.

2.3.2 Coronavirus humain 229E (HCoV-229E)

Le sérotype HCoV-229E (ATCC) provient d’un patient qui était affecté par une
infection des voies respiratoires supérieures (Hamre et Procknow, 1966). Les stocks
viraux utilisés lors des expériences sont issus des cinquieme et sixieme passages sur la
lignée L-132 et montraient un titre viral de 5.0 x 10® DICTso/mL lorsque titré par essai

d’immunoperoxydase indirecte.
2.3.3 Production du HCoV

Un stock viral des deux sérotypes de coronavirus humains a été produit. Un
sixiéme passage viral (P6) a été obtenue suite a I’infection de flacons F150 (150 cm?)
(Fisher) de L-132 et HRT-18 a environ 70 % de confluence par 229E et OC43
respectivement. Les virus de cinquiéme passage (P5) ont été mis en contact avec les
cellules dans un volume minimal de 5 ml de MEM + 1 % (v/v) SVF ; 229E a une dilution
1/10 et OC43 a une dilution 1/5 additionné de trypsine TPCK (Sigma-Aldrich) a 10
unités/mL. Les cellules ont été incubées pour une période de 2 h a 33°C dans une
atmosphére contenant 5 % (v/v) de CO, avec agitation occasionnelle, pour ensuite
rajouter 10 mL de MEM + 1 % (v/v) SVF avec TPCK concernant OC43. La récolte s’est
effectuée apres 2 jours pour 229E et apres 4 jours pour OC43. Au moment de la récolte,

les surnageants ont été centrifugés a 3000 rpm pendant 30 min (Beckman modéle GS-6R)
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pour ensuite étre aliquotés et conservés a -80°C. Les titres des 2 productions ont été

déterminés par un test d’immunoperoxydase indirecte tel que décrit a la section 2.5.1.

2.4 Tests de susceptibilité des PBMC a Pinfection par le HCoV

2.4.1 Infection aigué et persistante des monocytes et macrophages

Les cellules ont été cultivées en plateaux 24 puits a raison d’environ 150 000
cellules/puits étant donné la proportion de monocytes dans le sang circulant (5 % de
3x10° cellules déposées initialement). Les plateaux étaient au nombre de trois pour
chacun des types cellulaires afin de permettre 3 temps d’analyse. Apres un rincage au
PBS (KCI 2.68 mM; NaCl 137 mM ; KH,PO4 1.47 mM ; Na,HPO, 8.1 mM) les cellules
ont été mises en contact avec I’une ou ’autre des souches virales, en triplicata et & une
multiplicité d’infection de 1, avec 1’addition de trypsine TPCK (Sigma) a 10 unités/mL
pour le HCoV-OC43. Le contact, d’une durée de 2 h 2 37°C, a été suivi par trois lavages
avec RPMI + pen-strep. Les plateaux ont été remis en culture et afin de s’assurer de
I’efficacité des lavages, un volume de surnageant a été prélevé aprés 30 min d’incubation
(Jour 0). Suite a linfection, les surnageants ont été recueillis et clarifiés par une
centrifugation de 5 min a 1200 rpm (Beckman modele GS-6R) (immunoperoxydase
indirecte, section 2.5.1) et les cellules fixées a la paraformaldéhyde 4% (p/v) dans PBS
(immunofluorescence indirecte, section 2.5.2) a chaque temps d’analyse, soit 1, 3 et 5
jours post-infection. Afin de déterminer si les HCoV infectent de fagon persistante ces
types cellulaires, les cellules ont été maintenues en culture jusqu’a 28 jours post-infection,

en prenant soin de récolter le surnageant et de rafraichir le milieu de culture de fagon

hebdomadaire.
2.4.2 Infection aigué des lymphocytes
Les cellules ont été comptées suite a une agitation légere des flacons afin de les

dissocier et centrifugées pendant 7 min a 1000 rpm (Beckman modeéle GS-6R). Celles-ci

ont été resuspendues dans du RPMI 1640 complet + 1 % (v/v) sérum autologue entre



39

5x10° et 8x10° de cellules/mL (dépendemment de la quantitié de cellules isolées au
départ). Le contact entre la quantité de cellules établie et les deux sérotypes de
coronavirus humains a une MOI de 1 s’effectuait en triplicata dans des pétris de 6 cm de
diameétre (VWR) pendant 2h a 37°C, 5 % (v/v) CO; + TPCK pour OC43 avec agitations
réguliéres. Suite & trois lavages effectués dans du milieu RPMI 1640 complet sans SVF
les cellules ont été transférées dans des flacons F25 (25cm®) pour cellules en suspension
(Sarstedt) contenant 8 mL de milieu RPMI 1640 complet + 10 % (v/v) sérum autologue +
2-Me 10 U/mL. Afin de s’assurer de ’efficacité des lavages, un volume de surnageant a
été prélevé aprés 30 min d’incubation (Jour 0). Par la suite, la cueillette des surnageants
(immunoperoxydase indirecte, section 2.5.1) et des cellules (cytométrie en flux, section
2.5.3) a eu lieu a différents temps correspondant a 1, 3 et 5 jours post-infection. Les
surnageants ont été clarifiés a I’aide d’une centrifugation de 5 min & 1200 rpm (Beckman
modele GS-6R). Les témoins cellulaires non-infectés ont été obtenus en effectuant les
mémes manipulations sauf que I’incubation initiale de 2h s’effectuait en présence de
milieu sans virus. Par ailleurs, ce sont les cellules THP-1 qui ont servit de contrdle positif
a I’infection en respectant le protocole utilisé pour les lymphocytes, a 1’exception que le
transfert des cellules aprés infection se faisait préférablement dans des flacons F75

(75cm?).

2.5 Analyse de la susceptibilité des PBMC

2.5.1 Détection de particules virales infectieuses par immunoperoxydase
indirecte extracellulaire

Cette technique a été utilisée pour déterminer et quantifier la production de
particules infectieuses par les cellules dont la susceptibilité a été testée. Les lignées
HRT-18 et L-132 ont été utiles pour mesurer le HCoV-OC43 et le HCoV-229E
respectivement. Les deux lignées cellulaires ont été mises en culture, au préalable, dans
des plateaux 96 puits (Costar) de fagon a obtenir des feuillets semi-confluents (70 %).
Les plateaux ont été vidangés de leur milieu a I’aide d’essuis-tout stériles WYPALL®
L20 (Kimberly-Clark ® Corp., Mississauga, Ontario, Canada) et 100 pL/puits de milieu
MEM + 1 % (v/v) SVF additionné ou non de 10 U/mL de trypsine-TPCK (Sigma) a été
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déposé a I'aide d’une pipette multicanaux. Les échantillons de surnageants ont été
soniqués (Branson sonicateur, Shelton, CT, E.-U.) 30 secondes (sec) (pour briser les
aggrégats) et dilués en série sur le feuillet de cellules susceptibles. En fait, 11 uL de
surnageant a été déposé dans le premier puits afin d’obtenir la dilution 10™ et ainsi de
suite jusqu’a la dilution 10°®. Aprés une incubation de 2h 2 33°C, 100 puL de milieu MEM
+ 1 % (v/v) SVF a été ajouté a chaque puits et 1’incubation a été poursuivie jusqu’a 4
(OC43) ou 5 (229E) jours, moment ol les cellules ont été lavées avec du PBS puis fixées
pendant 20 min avec une solution de peroxyde d’hydrogéne 0,3 % (v/v) (Sigma-Aldrich)
dans du méthanol 100 %. Celles-ci ont ensuite été séchées a 1’air avant d’étre mises en
contact avec I’ascite de souris anti-229E 5-11H.6 ou avec I’ascite de souris anti-OC43
1-10C.3 tous deux dilués 1/500 (la provenance et la spécificité de ces ascites sont
indiquées a la section 2.5.3.1). Les cellules ont été incubées pendant 2h a 37°C avec 5 %
(v/v) CO, avant d’étre lavées a 5 reprises au PBS. Une seconde incubation de 2h & 37°C
sans CO; avec un anticorps de chévre 1/1000 couplé a la peroxydase de raifort (HRP) et
dirigé contre les IgG de souris (KPL, Gaithersburg, MD, E.-U.) a suivi. Aprés avoir
effectué 5 lavages au PBS, la réaction a été révélée avec 0,025 % (p/v) DAB (3,3’-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) (Sigma-Aldrich) dans PBS, filtré sur papier filtre
Whatman (Fisher, Nepean, Ontario, Canada) additionné de 33 uL de peroxyde
d’hydrogene. La réaction enzymatique a finalement été arrétée par 1’addition d’eau a
’aide d’un flacon laveur. Le titre viral a été calculé par la méthode de Kérber (Payment et
Pavilanis, 1980) suite a 1’observation colorimétrique au microscope optique. Les virus de
passage P6 ont été utilisés comme témoin positif alors que le milieu seul a été utilisé

comme témoin négatif.

2.5.2 Détection de protéines viraless du HCoV par immunofluorescence
indirecte en plateaux (monocytes-macrophages)

Cette technique avait pour but la détection des protéines virales des HCoV suite a
la fixation & chaque temps d’analyse des plateaux de monocytes et de macrophages
infectés. Ces derniers ont été perméabilisés pendant 5 min & -20°C 2 I’aide de méthanol
avant d’étre incubés une heure & température piéce avec 5 % (v/v) SVF dans

PBS-Tween-20 (0.1 %) (v/v) (Anachemia, Lachine, Montréal, Québec, Canada) afin de
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bloquer les espaces de plastique libres avec lesquels les anticorps peuvent se lier de fagon
non-spécifique. Par la suite, le contact avec les anticorps primaires s’est effectué, pendant
une heure a 37°C. Les anticorps 5-11H.6 (229E) et a HEV-4-E11.3 pool 6.94
(reconnaissant la protéine N du sérotype OC43 et produit au laboratoire tel que décrit a la
section 2.5.3.1) ont été utilisés a une dilution 1/1000 dans du PBS. Aprés 3 lavages au
PBS, pour enlever les anticorps primaires non liés, le contact d’une heure a 37°C avec
I’anticorps secondaire anti-souris Alexa Fluor FITC (Molecular Probes, Eugene, Oregon,
E.-U.) 171000 a suivi. Trois lavages ont été nécessaires apres la derniére incubation avant
de passer en microscopie & fluorescence. Les cellules ont été laissées dans le PBS et
conservées a 4°C 4 I’abri de la lumiére. Etant donné que les anticorps primaires anti-
HCoV sont d’isotype IgG1, I’un a été le contrdle négatif de ’autre et vise-versa. De plus,
un montage sur lames de verres (ICN Biomedicals, Inc., Aurora, Ohio, E.-U.) traitées a la
poly-L-lysine (1 mg/mL dans eau distillée) (Sigma-Aldrich), de THP-1 infectées par les
deux sérotypes de HCoV a servi de contréle positif d’immunoflurescence (voir infection
des PBMC pour protocole). Afin de mettre sur lames les THP-1 en suspension, ces
derniéres ont été culottées par centrifugation et lavées avec du PBS avant d’étre
resuspendues a 1x10° cellules/mL. Ensuite, 30 uL de la suspension cellulaire a été
déposé dans les puits traités et les lames incubées pendant 10 min a température
ambiante. Les cellules ont par la suite été fixées, pendant 20 min, a I’aide d’acétone
(Anachemia) pré-refroidi pour enfin assécher les lames a I’air et les congeler a —20°Csile
marquage n’était pas fait dans ’immédiat. Les conditions de marquage ont été

exactement les mémes que pour les plateaux de monocytes et macrophages.

2.5.3 Détection de protéines virales du HCoV par cytométrie en flux
(lymphocytes)

C’est au moment des récoltes aux jours 1, 3 et 5 post-infection que la préparation
des lymphocytes pour la cytométrie en flux a été effectuée. La méme série de
manipulations a été répétée avec la lignée THP-1 servant de témoin positif a I’infection.
Pour chaque condition (non-infectées (n.i.), contact avec le HCoV-229E, contact avec le
HCoV-0C43) et pour chaque temps d’analyse, 3x10° de cellules ont été nécessaires.

Celles-ci ont été lavées dans du PBS, centrifugées @ 1200 rpm pendant 5 minutes
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(Beckman modéle GS-6R) et resuspendues dans du BSA 1 % (p/v) dans PBS et réparties
dans 3 tubes Eppendorf (Fisher) distincts afin d’avoir 1x10° cellules/50uL/tube. Aux
culots cellulaires ont été ajoutés 10 uL des anticorps monoclonaux 5-1 1H.6 et 1-10C.3
F(ab’); et une incubation de 30 min a 4°C a suivi. Ces derniers utilisés a une
concentration optimisée de 1 ug pour 1 x 10° cellules, ont été utiles pour la détection de la
protéine S des HCoV-229E et HCoV-OC43 respectivement. Aussi, étant donné que ces
deux anticorps appartiennent au groupe isotypique IgG1, I'un a été le témoin négatif de
I’autre et vice-versa. Afin de se débarrasser des anticorps libres, trois lavages au PBS ont
précédé une deuxiéme incubation de 30 min, a4°Cetala noirceur, avec 10 pL par tube
de F(ab’); de chévre couplé  la phycoérythrine dilué 1/100 (DAKO Diagnostics Canada
Inc, Mississauga, Ontario, Canada) et dirigé contre les IgG de souris. Suite a trois autres
lavages au PBS, les cellules ont été transférées en tubes a cytométrie en polystyréne a
fond rond (Becton Dickinson) et fixées pendant une heure a température piéce, a I’aide
d’une solution de PBS contenant 2 % (p/v) de paraformaldéhyde a pH 7,2 diluée 1 : 1
dans PBS 1X. Les cellules ont été analysées a I’aide d’un cytométre calibur de Becton

Dickinson.

2.5.3.1 Production de fragments F(ab’),

La production de fragments F(ab’), a été une nécessité suite a la confirmation de
Iattachement non-spécifique des anticorps complets via les récepteurs Fc des anticorps

(Ac) complets lors des expériences de cytométrie en flux.

Les Ac choisis pour la production de fragments ont été les ascites de souris
5-11H.6 et 1-10C.3 détectant la protéine S de 229E et OC43 respectivement. Ces deux
Ac furent produits dans le laboratoire a I’aide de souris BALB/c immunisées par les deux
sérotypes de coronavirus humains. Tout d’abord, aprés clarification a 3500 rpm pendant
15 min (Beckman modéle GS-6R), les Ac ont été purifiés par chromatographie d’affinité
sur une colonne de Protéine-A-Sepharose (Amersham Parmacia Biotech Inc., Piscataway,
NJ, E.-U.). Le principe de cette colonne repose sur la liaison des Ac a la protéine A par

I’intermédiaire de leur portion Fc a pH légérement basique (8.5) et I’élution de ceux-ci a
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I’aide d’un tampon acide pH 4. Les Ac ont été recueillis en fractions dont I’absorbance a
été mesurée, seulement celles correspondant au pic ont été regroupées et dialysées contre
du PBS 0.5X a trois reprises pendant des périodes de 4 a 6 h. Les ascites ont ensuite été
concentrés environ 10X (20mL au départ 2 2mL aprés concentration) a I’aide de
carboxyméthylcellulose (Aquacide II, Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla,
CA, USA) avant d’étre dosés par la méthode de Bradford (Bradford, 1976) qui consiste
en la lecture de la densité colorimétrique par lecteur d’absorbance (STL-labinstruments,
Autriche). Le test colorimétrique a été mis au point par Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). Par la suite, la digestion avec la pepsine a été requise pour
I’obtention des fragments F(ab’),. Une solution de 1 mg/mL de pepsine (Sigma,
Oakville, Ontario, Canada) a été préparée dans du tampon citrate 0,1 M pH 3. Les
échantillons d’ Ac ont été acidifiés a pH 3,5 avec du tampon acide citrique 0,01 M (pH
2,8), et additionnés de 100 unités enzymatiques de pepsine/mg et placés dans un bain-
marie a 37°C. Le temps optimal de digestion d’une heure fut déterminé précedemment
dans le laboratoire. La réaction enzymatique a ensuite été neutralisée par du Tris-HC] 3M
(pH 8,8) et les produits de réaction purifiés sur une colonne de Protéine-A-Sépharose. Les
fractions contenant les F(ab’), ont été récupérées alors que les portions Fc seules ou les
Ac complets restérent liés a la colonne. Les fractions contenant les F(ab’), ont été mises
ensembles et dialysées comme précedemment contre du PBS 0.5X pour étre ensuite
concentrées par Aquacide II et dosées. Les produits de digestion ont été déposés sur un
gel Tris-Tricine 10 % dans le but de s’assurer de 1’efficacité de la digestion (poids
moléculaire des F(ab’),: 100 kDa). De plus, par immunofluorescence indirecte (se
référer a la section 2.7.2 pour la méthode), a 1I’aide de lames L-132 et HRT-18 infectées, il
a été possible de valider la reconnaissance et la spécificité des F(ab’), obtenus en les

utilisant aux dilutions 1/500 et 1/100.



2.6 Tests de susceptibilité de cellules endothéliales du cerveau humain 2
Pinfection par le HCoV

2.6.1 Infection aigué de la lignée HBMEC et des cellules endothéliales en culture
primaire

Les cellules HBMEC et les cellules endothéliales en culture primaire ont été mises
en culture en Pétris de 10 et 6 cm de diamétre (VWR), respectivement dans leur milieu de
maintenance de fagon 2 atteindre une confluence d’environ 70 % en 2-3 jours. Les Pétris
devant accueillir la culture primaire ont été préalablement traités avec de la gélatine 0.5 %
(p/v) pendant deux heures a 37°C. Le jour du contact avec les virus, un Pétri a été utilisé
dans le but de faire le décompte cellulaire afin d’utiliser une MOI la plus juste et
reproductible possible. Aprés un rincage au PBS, les deux sérotypes de coronavirus
humains des passages P5 et P6, aux dilutions appropriées dans du milieu RPMI 1640
(HBMEC) et M199 (cellules primaires) contenant 1 % (v/v) SVF ont été déposés sur les
tapis cellulaires, en duplicata, et un contact d’une durée de 2h 2 37°C a suivi, & une MOI
de 1 avec I’addition de TPCK concernant OC43. Des témoins n.i. ont été produits en
incubant les cellules avec du milieu seulement. Suite A trois lavages avec du milieu
RPMI 1640 ou M199 sans sérum, les cellules ont été remises en culture avec du milieu de
maintenance et afin de s’assurer de Iefficacité des lavages, un volume de surnageant a été
prélevé aprés 30 min d’incubation (Jour 0). Par la suite, d’autres échantillons de
surnageant ont ét€ recueillis et clarifiés aux jours 1, 2, et 4 post-infection afin d’évaluer la
présence de virus nouvellement produits (immunoperoxydase indirecte extracellulaire,
section 2.7.1). De plus, aux jours 1 et 4 post-infection, les cellules ont été trypsinées et
d’une portion de celles-ci, I’ARN a été extrait par la méthode du Trizol® LS (Invitrogen)
en suivant les étapes conformément aux recommandations du fabricant, pour évaluer la
présence des ARN viraux par RT-PCR (section 2.7.3 et 2.7.4). Par ailleurs, 1’autre partie
cellulaire a subi trois lavages au PBS avant d’étre resuspendue et de subir trois cycles de
congélations-décongélations afin de récupérer les virus intracellulaires. Les surnageants
provenant du contenu cytoplasmique ont été conservés en vue du test
d’immunoperoxydase indirecte intracellulaire (section 2.7.1). Des témoins a 4°C ont été

également réalisés en effectuant les mémes manipulations sur glace, ce qui permet
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’attachement des virus mais pas leur pénétration. Afin d’évaluer la possibilité
d’infection persistante, les cellules HBMEC ont été maintenues en culture et passées de
fagcon hebdomadaire pendant 6 semaines au terme des prélévements. Des échantillons de
surnageants recueillis lors des passages ont servi a 1’évaluation de la production de

particules infectieuses.
2.6.2 Infection aigué de la lignée HBMEC sur lames LABTEK

Aprés avoir été trypsinées, les cellules ont été comptées et resuspendues 2
5x10°/mL dans du milieu de maintenance additionné de 1 % (v/v) SVF. Ensuite, une
partie de suspension virale de passage P5 a été additionnée a une partie de la suspension
cellulaire dans un tube, et ce, pour les deux sérotypes de HCoV et donc avec addition de
TPCK pour OC43. Les mélanges cellules-virus ont été déposés dans les puits de lames
LABTEK stériles (Nalge Nunc Inter. Corp., Naperville, E.-U.), a raison de 100 pL/puits,
2 lames par conditions (n.i., 229E et OC43) et une incubation d’une durée de 3 jours a
37°C a suivi. Un ringage des lames au PBS a précédé leur fixation de 10 min 2 1’aide
d’acétone pré-refroidi 2 —20°C. Les lames ont été séchées a 1’air et conservées a —20°C

Jjusqu’au jour de révélation par immunofluorescence indirecte (section 2.7.2).

2.7 Analyse de la susceptibilité de cellules endothéliales du cerveau
humain a Pinfection par le HCoV

2.7.1 Détection de particules virales infectieuses par immunoperoxydase
indirecte intra- et extra-cellulaire

Telle que décrit a la section 2.5.1

2.7.2 Détection de protéines virales du HCoV par immunofluorescence indirecte

Apreés décongélation des lames HBMEC fixées, les ascites anti-coronavirus
5-11H.6 (anti-S de 229E), 1-10C.3 (anti-S de OC43), 3-10H.5 (reconnaissant la protéine
N du sérotype 229E et produit au laboratoire tel que décrit a la section 2.5.3.1 ) ou 4-9H.5

(reconnaissant la protéine S du sérotype 229E et produit au laboratoire tel que décrit a la
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section 2.5.3.1) et le sérum hyper-immun anti-OC43 (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases, Bethesda, Maryland) ont été déposés sur celles-ci a des dilutions
1/500 et 1/1000 et une incubation d’une heure & 37°C a suivi. Suite 2 5 lavages au PBS,
les cellules fixées sur lames ont été mises en contact avec 1’anticorps secondaire anti-IgG
de souris couplé a la FITC 1/500 (Cappel, Organon Teknika Corp., West Chester, PA.)
pendant 45 min a 37°C. Finalement, c’est aprés 5 lavages au PBS et un lavage a 1’eau
distillée que les lames ont été montées au glycérol-PBS (9:1) (Gibco BRL, Life
Technologies, NewYork, E.-U.) et observées a I’aide d’un microscope a fluorescence.
Les témoins positifs étaient les cellules L-132 et HRT-18 infectées par le HCoV-229E ou
le HCoV-OC43, respectivement.

2.7.3 Préparation de ’ADNc (transcription inverse)

Cing pg d’ARN total, préalablement extrait en utilisant le Trizol® LS
(Invitrogen), a été combiné a 10 pmol d’oligo d(T) (Service de synthése
d’oligonucléotides, INRS), complété dans un volume total de 29 pL avec de I’eau
diéthylpyrocarbonate (DEPC) dans des tubes pour PCR (Sarstedt). Les tubes ont été
incubés 5 min a 65°C et mis immédiatemment sur glace. Vingt et un puL. de mélange pour
la transcription inverse a été ajouté a chacun des tubes. Ce mélange contenait 50 U de
transcriptase inverse de Moloney murine leukemia virus (M-MLV) (Invitrogen), 60
U d’inhibiteur de RNases RNA Guard™ (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), 0,4 mM de
déoxynucléotides triphosphates (dNTP)-sels de Na (USB, Cleveland, Ohio, E.-U.),
tampon RT 5X (Gibco, BRL), 10 mM de dithiothréitol (DTT) (Gibco, BRL). La
transcription inverse a été réalisée a 37°C pendant 90 min dans un thermocycleur (Perkin
Elmer, Norwalk, Connecticut, USA). L’ ADNCc a été conservé a -20°C jusqu’a utilisation.
Des extraits totaux d’ARN de cellules L-132 et HRT-18 infectées ont servi de témoins

positifs.
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2.7.4 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

La premicre paire d’amorces E7 et E9 utilisées pour le PCR fut préalablement
définie par Schreiber ef al., (1989) et sont des oligonucléotides de 20 pb (20-mers) ayant
55% de GC et une Tm de 59°C. E7 correspondait aux nucléotides 819 a 838 sur ’ARNm
7 codant pour la protéine de la nucléocapside (N) du HCoV-229E et sa séquence était
S’TCTGCCAAGAGTCTTGCTCG-3’. E9, quant-a elle, correspondait aux nucléotides
1035 a 1054 sur I’ARNm 7 codant la protéine de la nucléocapside (N) du HCoV-229E et
sa séquence était 5’-AGCATAGCAGCTGTTGACGG-3’. La taille attendue de

I’amplicon généré par ces amorces est de 235 pb.

La deuxieme paire d’amorces, soit O1 et O3, fut préalablement définie par
Stewart ef al., (1992) et représentait des oligonucléotides de 24 pb (24-mers) ayant 54%
de GC et une Tm de 66°C et 65°C. Ol correspondait aux nucléotides 215 & 238 sur
I’ARNm 7 codant pour la protéine de la nucléocapside du HCoV-OC43 et sa séquence
était 5’-CCCAAGCAAACTGCTACCTCTCAG-3’. 03, quant-a lui, comportait les
nucléotides 497 a 520 sur ’ARNm 7 codant la protéine de la nucléocapside (N) du
HCoV-0OC43 et sa séquence était 5’- GTAGACTCCGTCAATATCGGTGCC-3’. La
taille attendue de 1’amplicon généré par ces amorces est de 305 pb (Kamahora et al.,

1989).

Cing pL de I’ADN complémentaire ont été ajouté a 45 uL. de mélange a PCR. Ce
mélange contenait le tampon 10X (Amersham Pharmacia Biotech Inc.), 2 mM MgCl,
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.) et 50 pmol et 20 pmol de chaque amorce pour
HCoV-229E et HCoV-OC43, respectivement, le tout complété avec de ’eau traitée au
diéthylpyrocarbonate (DEPC). Les tubes ont été placés dans le thermocycleur pour subir
une incubation de 5 min a 94°C afin de dissocier les brins d’ADN. Ensuite, pendant la
stabilisation de la température 3 60°C pour 5 min, 2,5 U de rTag DNA polymérase
(Amersham Pharmacia Biotech Inc.,) a été ajouté avant que le thermocycleur effectue 30

cycles de 2 min a 72°C, 1 min & 94°C et 2 min a 60°C. Les réactions de PCR se sont
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terminées par une période d’élongation de 10 min a 72°C. Les tubes ont été conservés a

4°C jusqu’au dépot sur gel.

Dix pL des produits de PCR ont ét€¢ déposés sur gel d’agarose 1 % (p/v)
additionné de bromure d’éthide (EtBr), puis soumis a une migration de 120 V pendant
environ 40 min. Les bandes représentant les amplicons d’ADN ont été visualisées par
transillumination a I’aide d’une lampe UV en utilisant le IS-1000 Digital Imaging System

(Alpha Innotech Corporation, E.-U.).

L’amplification du géne de la GAPDH a partir des échantillons a permis de
s’assurer de la présence d’ARN et de son intégrité. Les séquences des amorces utilisées
sont: 5’-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3’

5’-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3’
et permettent 1’obtention d’un amplicon d’une taille de 307 pb aprés 25 cycles a 55°C

(Tokunaga et al., 1987).

2.8 Barriére hémato-encéphalique (BHE) in vitro pour test de passage
du HCoV libre

Lors de la mise au point de la BHE, divers modeles ont été testés afin d’avoir un
systeme efficace, de qualité et permettant de tirer de I’information valable. La barriére a
établir consistait en une couche de cellules endothéliales en contact avec du milieu

astrocytaire conditionné cultivées sur inserts.

Modeéle 1 : inserts de polyéthyléne 1 um (Falcon) traités de maniére stérile a la gélatine
type B provenant de peau de bovin 0,5 % (p/v) (Sigma-Aldrich)

Les membranes ont été traitées avec 1 mL de gélatine pendant 2h & 37°C et le surplus a
ensuité été enlevé sans rincer.

Modele 2 : inserts polyétyléne 1 pm traités de maniére stérile au collagéne I (rat tail

collagen, BD Biosciences ; 3.4 mg/ml)
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Les membranes ont été traitées avec 1mL de collageéne 1X (2.5 mL acide acétique 10 % +
490 mL d’eau milli Q + 8 ml collagéne 3.4 mg/mL) pendant 2h & température piéce pour
ensuite étre rincées a deux reprises avec du PBS stérile.

Modéle 3 : inserts Bio-coat pré-traités au collagéne I, 1 um (BD Labware)

Apres avoir trypsiné la lignée HBMEC ou les cellules endothéliales en culture
primaire, celles-ci ont été déposées sur les membranes installées dans les puits de
plateaux 12 puits (Costar) a raison de :

HBMEC : 50 000, 75 000, 100 000, 150 000, 250000, 500 000

cellules/membrane dans un volume de 500uL de milieu

Culture primaire : 50 000, 75 000, 100 000, 150 000 cellules/membrane dans un volume
de 500pL de milieu

Dans les puits, sous la membrane, a été déposé 750uL de milieu pour cellules
endothéliales respectif a la lignée et a la culture primaire et 750pL. de milieu conditionné
astrocytaire. Le milieu astrocytaire utilisé était un stock congelé provenant de la culture
de la lignée humaine d’astrocytes feetaux, SV-FHAS immortalisée avec 1’antigéne grand
T de SV-40 (obtenue du Dr Stanimirovic de I’Institut des sciences biologiques du
National Research Council, Ottawa, Ontario). Le stock a été généré précédemment dans
le laboratoire en cultivant les SV-FHAS jusqu’a 80 % de confluence dans un milieu
DMEM contenant 5 % (v/v) de SVF pour ensuite changer le milieu avec du milieu
contenant 1 % (v/v) de SVF. Les cellules ont été remises en culture pour 48h a 37°C pour

ensuite récupérer et filtrer le milieu (filtre 0.22um) et congeler des aliquots a -20°C.

Les inserts ont été mis en culture a 37°C et 1’évolution du tapis cellulaire a été
suivie a tous les jours en microscopie et 1’étanchéité de la barriére a été déterminée en
mesurant la résistance électrique (MILLICELL®-ERS, Millipore Corporation, Bedford,
MA)).
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3. RESULTATS

3.1 Susceptibilité des lymphocytes, monocytes et macrophages (PBMC)
a Pinfection

Un des objectifs de ce projet était d’évaluer la susceptibilité de cellules
mononucléaires en culture primaire & I’infection par le HCoV, afin de déterminer dans
quelle mesure ce dernier serait apte a utiliser ces cellules pour atteindre le SNC. Les
cellules mononucléaires provenant de sang périphérique de donneurs sains ont été
dissociées en trois populations cellulaires distinctes les plus pures possible, les
lymphocytes, monocytes et macrophages, avant le contact avec les deux sérotypes de
HCoV. La méthode d’isolement classique des monocytes, I’adhésion au plastique
(section 2.1.2.1), a été utilisée apres la purification des PBMC par Ficoll-Hypaque. La
« contamination » par les lymphocytes fut importante malgré les ringages effectués.
Toutefois, il est normal de constater une contamination de 40-50% dans la premiére heure
suivant 1’adhésion cellulaire et ce, suite a 2 ringages et 30% suite a 5 ringages (Almeida et
al., 2000). Cette présence lymphocytaire indésirable s’est estompée avec le temps en
culture et les lavages réguliers des tapis monocytaires ont permit le décollement des
lymphocytes. Les cultures de macrophages, quant a elles, furent d’une grande pureté. En
effet, aprés 7 jours de différenciation, les tapis cellulaires n’étaient constitués que de
cellules a aspect macrophagique. De plus, ce sont les lymphocytes qui ont toujours été
récupérés en plus faible quantité en raison des pertes occasionnées par la méthode de
dissociation sur plastique. De maniére générale, le degré de pureté des différentes

populations était suffisant pour 1’étude visée.
3.1.1 Susceptibilité des lymphocytes

Le contact des lymphocytes avec le HCoV a été analysée par la détection de la
production de particules infectieuses (immunoperoxydase indirecte) et la détection de
protéines virales (cytométrie en flux). En se référant aux tableaux synthése (Tableau 3 et
4), on peut constater qu’aucun virus n’a pu €tre détecté dans le milieu extracellulaire aux

temps analysés, soit 1, 3, 5 et 7 jours post-infection et ceci, pour les deux sérotypes
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viraux. Sachant que I’absence de production virale n’implique pas que la cellule est
réfractaire a I’infection, la recherche de protéines virales en cytométrie en flux, a permis
de mieux caractériser I’infection.  Ainsi, tel qu’illustré a la Figure 5, la détection des
protéines S du HCoV-229E et HCoV-OC43 a la surface des lymphocytes aux jours post-
infection déterminés, s’est avérée aussi négative. L’autofluorescence des cellules est
observée (cellules non marquées avec Ac) et en effet, pour chacun des temps d’analyse, le
déplacement de la fluorescence en pourcentage (%) de cellules représenté par les
colonnes, s’avere non significatif. L’efficacité des F (ab’), utilisés pour la détection des
protéines virales a été confirmée par l’infection de la lignée promonocytaire THP-1,
susceptible au HCoV. Idéalement, les monocytes en culture primaire auraient di servir
de témoins positifs afin d’éviter les cellules transformées et d’étre en présence
d’expériences avec des parametres impeccables. Toutefois, étant donné la susceptibilité
variable d’un donneur & I’autre de ces cellules pour le HCoV-229E et leur résistance face
au HCoV-0OC43, ils n’ont donc pas été des témoins de choix. La détection de la protéine
S du HCoV-229E est importante aprés 1 j.p.i. tandis que c’est aux jours 3 et 5 post-

infection que la détection de la protéine S du HCoV-OC43 a été maximale.
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Tableau 3. Susceptibilité des PBMC a I’infection par le HCoV-229E

Titres viraux de supernageant aux jours post infection (log DICTs¢/mL) :

Donneur/cellules 1 3 5 7 28
1. 1 3.16 + 0.58 <0.5 <0.5 <0.5 nd
2 3.61 +£ 0.38 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <0.5 <05 nd
2. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <05 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3. 1 2.72 £ 0.19 <0.5 <0.5 <05 nd
3.17 £ 0.34 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <05 <0.5 nd
4, 1 3.06 + 0.51 <0.5 <0.5 <05 <0.5
2 <0.5 <05 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <05 <0.5 <0.5 <0.5
5. 1 3.17 <0.5 <0.5 <0.5 nd
4.94 + 0.20 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
6. 1 3.39+0.51 <05 <05 <0.5 <0.5
5.06 £ 0.20 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <05 <0.5 <0.5 <0.5
7. 1 4.00 + 0.70 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
2 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5

1 : monocytes
2 : macrophages
3 : lymphocytes

nd : non-déterminé
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Tableau 4. Susceptibilité des PBMC a I’infection par le HCoV-OC43

Titres viraux de supernageant aux jours post infection (log DICTs¢/mL) :

Donneur/cellules 1 3 5 7 28
1. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
2. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <0.5 <0.5 <05 <0.5
3. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
4, 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <05 <0.5 <0.5 <0.5
5. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
2 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 nd
6. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
<0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
3 <0.5 <05 <0.5 <0.5 <0.5
7. 1 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5
2 <0.5 <0.5 <05 <0.5 <0.5
3 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5

1 : monocytes
2 : macrophages
3 : lymphocytes

nd : non-déterminé
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Figure 5. Détection de la présence de la protéine S du HCoV-229E et du
HCoV-0C43, par cytométrie en flux, a la surface des lymphocytes en culture
primaire provenant du donneur 3 (représentatif de I’ensemble des donneurs)
et de la lignée THP-1, cette derniére représentant le témoin positif.
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Par ailleurs, la reconnaissance et la spécificité des F(ab’), a aussi été vérifiée en

immunofluorescence sur des lames de L-132 et HRT-18 infectées respectivement par le

HCoV-229E et le HCoV-0C43 (Figure 6).

Figure 6. Validation de la reconnaissance et de la spécificité des F(ab’), utilisés en
cytométrie en flux pour évaluer la susceptibilité des lymphocytes & I’infection par le
HCoV. (A) F(ab’); 5-11H.6 1/500 sur L-132 infectées par le HCoV-229E ; (B) F(ab’), 1-
10C.3 1/500 sur HRT-18 infectées par le HCoV-OC43 ; (C) F(ab’); 5-11H.6 1/500 sur
HRT-18 infectées par le HCoV-OC43 ; (D) ) F(ab’); 1-10C.3 1/500 sur L-132 infectées
par le HCoV-229E.
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En résumé, les lymphocytes sont non-susceptibles a I’infection par le HCoV
puisqu’aucune production détectable de virus ni de détection significative de protéines

virales n’ont été observées.

3.1.2 Susceptibilité des monocytes et macrophages au HCoV-229E

Des résultats forts importants ont été obtenus dans I’évaluation de la susceptibilité
des monocytes et des macrophages par le HCoV. En effet, ces cellules se sont montrées
permissives a I’infection par le sérotype 229E en permettant la production de particules
infectieuses (Tableau 3). En ce qui a trait au contact avec le sérotype OC43, les cellules
se sont montrées non permissives a la multiplication virale. 11 est intéressant de constater
la variablité de la susceptibilité des monocytes et macrophages a I’infection par le HCoV
dans le groupe de donneurs sains. Effectivement, sur la totalité des donneurs (7), un de
ceux-ci a offert une résistance totale a I’infection (donneur 2). Par ailleurs, deux d’entre-
eux ont démontrés une permissivité de leurs monocytes circulants a I’infection par le
sérotype 229E mais une résistance apres différenciation de ces cellules en macrophages
(donneurs 4 et 7). Les autres participants quant a eux ont montrés une susceptibilité des

monocytes et des macrophages (Tableau 3).

Pour les deux types cellulaires, c’est seulement au jour 1 post-infection qu’un titre
viral a été détecté et pour un méme donneur le titre a été plus important pour les
macrophages. Afin de s’assurer que les particules virales détectées a 1 j.p.i ne soient pas
que des virus résiduels dii 2 un mauvais lavage aprés le contact, la prise de surnageant 30-
45 min (Jour 0) apres le rincage pour confirmer 1’efficacité des lavages était nécessaire.
Aucune particule n’a été trouvée au jour O (résultats non-montrés) et la détection de
protéines virales en immunofluorescence indirecte a fournit une preuve supplémentaire de
la susceptibilité des monocytes et macrophages au HCoV-229E. En effet, les monocytes
et macrophages ont démontré une réponse fortement positive au marquage de la protéine
S du HCoV-229E a 1 j.p., réponse qui a diminué en intensité et en pourcentage de
cellules positives jusqu’au jour 5 p.i (Figure 7). Le marquage spécifique de 1’Ac est

validé par le témoin isotypique ol les cellules ne présentent aucune fluorescence.
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Figure 7. Détection des antigénes viraux sur les monocytes et macrophages en
culture primaire (donneur 6) infectés par le HCoV-229E par immunofluorescence
indirecte en utilisant un Mab dirigé contre la protéine S du sérotype 229E (5-11H.6).
(A) Monocytes marqués a 1 j.p.i.; (B) a 3 j.p.i.; (C) a 5 j.p.i. et; (D) avec le témoin
isotypique o-HEV 4-E11.3 ; (E) Macrophages marqués a 1.j.p.i.; (F) a3 j.pi.; (G) a5
j-p-1. et ; (H) avec le t€émoin isotypique o-HEV 4-E11.3 ; (I) THP-1 infectées par HCoV-
229E et marquées a 1 j.p.i et; (J) infectées par HCoV-OC43 et marquées a 3 j.p.i. avec
I’Ac o-HEV 4-E11.3 dirigé contre la protéine N du sérotype OC43.
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Le témoin positif des marquages par immunofluorescence a ét€é la lignée
promonocytaire THP-1. La forte susceptibilit¢é des THP-1 aux deux sérotypes de

coronavirus est illustrée a la Figure 7 (I et J).

Par ailleurs, la détection d’antigénes viraux du HCoV-OC43 dans les monocytes

et macrophages en immunofluorescence s’est avérée négative (résultats non-montrés).

De plus, fait intéressant, I’infection des macrophages par le HCoV-229E donne
lieu a des changements « cytomorphologiques ». La Figure 8 permet de constater que dés
le premier jour post-infection, les cellules ont pris du volume comparativement aux

cellules non-infectées et aux cellules ayant été en contact avec le HCoV-OC43.

Ainsi, les monocytes et macrophages en culture primaire provenant de volontaires
sains se sont avérés susceptibles a ’infection par le HCoV-229E. Bien qu’il y ait des
différences de susceptibilité «inter-donneurs », ces cellules supportent, en effet, la
réplication de ce virus puisque des particules virales infectieuses ont été trouvées dans le
surnageant. La détection de protéines virales est venue corroborer ce résultat. Les
macrophages ont produit des titres viraux plus élevés que les monocytes et ont subi des

changements morphologiques suite a I’infection.



Figure 8. Cultures primaires de macrophages humains provenant du sang
périphérique d’un volontaire sain (donneur 1). (A) Macrophages non-infectés, 8°
jour en culture dans du milieu contenant 10 % (v/v) de sérum autologue ; (B) 1 j.p.i.
aprés un contact de 2 h avec HCoV-OC43 a une MOI de 1; (C) Morphologie des
macrophages a 1 j.p.i aprés un contact de 2 h avec HCoV-229E a une MOI de 1.
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3.2 Susceptibilité de cellules endothéliales du cerveau humain 2a
Pinfection

Afin d’appuyer notre hypotheése voulant que le HCoV pénctre le SNC par la BHE
via la circulation sanguine, la susceptibilit¢ d’une lignée de cellules endothéliales de

cerveau humain et de cellules primaires a I’infection par le HCoV a été vérifiée.

La cinétique d’infection de la lignée HBMEC par le sérotype OC43 a révélé que
c’est au premier et au deuxiéme jour p.i que le titre infectieux a été maximal (4 x 10°

DICTs¢/mL)(Figure 9).

Pour apporter davantage d’éléments a I’évaluation de la susceptibilité des cellules
HBMEC a l’infection par le HCoV-229E, s’avérant a tout le moins non-productive par
I’absence de détection de particules infectieuses, un test d’immunoperoxydase indirecte
intracellulaire a été effectué. Aucune particule n’a pu étre détectée par cette méthode,
laissant supposer que les cellules ne sont pas susceptibles au sérotype 229E (résultats

non-montrés).
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Figure 9. Titres infectieux 2 1, 2 et 4 jours post infection obtenus suite 4 I’infection
de cellules endothéliales cérébrales humaines par le HCoV. Ces résultats consistent en
la moyenne des résultats de trois expériences indépendantes. (A) Détection de la
réplication virale suite au contact de la lignée HBMEC avec les deux sérotypes de
HCoV et; (B) suite au contact des cellules endothéliales en culture primaire avec les deux
sérotypes de HCoV.
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De plus, des résultats supplémentaires confirment la susceptibilit€é des HBMEC

au HCoV-0C43 par immunofluorescence (Figure 10).

Figure 10. Détection d’antigénes viraux du HCoV-OC43 i Paide d’un sérum
hyper-immun suite & Pinfection de la lignée HBMEC. (A) Cellules HBMEC infectées
par le HCoV-0OC43 ; (B) Cellules non-infectées.

Il est & noter que cette technique n’a permis la détection d’aucun antigéne du

sérotype 229E suite au contact de ce dernier avec la lignée cellulaire (résultats non-
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montrés), confirmant que celle-ci est non-susceptible au coronavirus de ce sérotype, a tout

le moins pas 4 un niveau détectable par les techniques utilisées.

La susceptibilité de la lignée HBMEC a été étudiée de fagon plus sensible, par la
détection de I’ARN codant pour les protéines N des HCoV en RT-PCR a différents temps
post-infection (Figure 11). En se référant aux résultats précédents concernant la lignée, la
présence de bandes correspondant 8 ’ARN du HCoV-0OC43 dans les puits 5 et 6
contenant les amplicons obtenus & partir de lysats cellulaires d¢ HBMEC infectées par le
HCoV-OC43 4 2 et 4 j.p.i respectivement était attendue. Ainsi, ce résultat est consistant

avec la détection de virus et d’antigénes viraux.

11 est intéressant de constater la présence de faibles bandes au niveau des puits 3 et
4 contenant les amplicons obtenus a partir de lysats cellulaires de HBMEC mises en
contact avec le sérotype 229E. Bien qu’aucun titre viral n’ait été détecté précédemment,
la présence de ces bandes démontre la capacité du virus a pénétrer et a se répliquer

faiblement a ’intérieur de la lignée cellulaire.

305pb
235pb

Figure 11. Détection par RT-PCR de PARN codant la protéine N du HCoV
suite a I’infection de la lignée de cellules endothéliales HBMEC.

1 : Témoin positif, L-132 infectées par le HCoV-229E ; 2 :Témoin positif, HRT-
18 infectées par le HCoV-OC43 ; 3 : HBMEC + HCoV-229E, 2j.p.i. et ; 4 : 4
j.p.i. ;5 : HBMEC + HCoV-OC43, 2 j.p.i. et ; 6 : 4 j.p.i. ; 7 : HBMEC ni.; 8:
HBMEC + HCoV-229E, 4 4°C ; 9 : HBMEC + HCoV-0C43, 44 °C.



64

Pour s’assurer que I’ ARN viral détecté provenait du contenu intracellulaire et non
de virus qui aurait pu se lier de fagon non-spécifique a la surface des cellules, des tests de
liaison 2 4°C ont été effectués et ont permis de constater 1’absence d’ARN viral (puits 8 et
9), confirmant que la détection d’ARN du HCoV-229E dans les puits 3 et 4 résulte bien

de la pénétration et de la faible réplication du virus dans les cellules HBMEC.

Par ailleurs, la susceptibilité des cellules endothéliales cérébrales en culture
primaire 2 I'infection par le HCoV a aussi été analysée en parallele. Comme mentionné
plus haut, seul le sérotype 229E s’est multipli€ a I’intérieur de ces cellules. La cinétique
d’infection présentée a la Figure 9 permet de constater I’augmentation du titre infectieux
au cours de I’infection et que c’est au quatriéme jour post-infection que celui-ci a été
maximal en atteignant presque 4 x 10°DICTs/mL. Afin d’éviter de conclure rapidement
a la non-susceptibilité en se basant uniquement sur 1’absence de particules infectieuses
suite au contact avec le HCoV-OC43, un test d’immunoperoxydase indirecte
intracellulaire a été effectué. Aucune particule infectieuse n’a été trouvée de cette facon

(résultats non-montrés).

De plus, par RT-PCR, la détection de I’ARN codant pour les protéines N des
HCoV a été effectuée en utilisant les lysats de cellules infectées par les deux sérotypes et
des résultats similaires 2 ceux de la lignée ont été obtenus. Effectivement, le géne codant
la protéine N des deux sérotypes de virus a été détectée, mais en moindre importance pour
OC43. Dans les puits 1 et 2, se retrouvent les bandes confirmant la susceptibilité des
cellules endothéliales a I’infection par le sérotype 229E. Une faible bande dans le puits 3,
correspondant 2 I’ARN codant pour la protéine N du HCoV-OC43 permet de conclure
que ce dernier a la capacité de pénétrer dans la cellule et s’y répliquer 4 un faible niveau.

Tous les témoins nécessaires sont présents afin d’assurer la validité des résultats obtenus.
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Figure 12. Détection par RT-PCR de PARN codant la protéine N du HCoV
suite a Pinfection des cultures primaires de cellules endothéliales cérébrales
humaines (endo). 1 : Endo + HCoV-229E, 2 j.p.i. et; 2 : 4 j.p.i. ; 3 : Endo +
HCoV-0OC43,2 j.p.i.et;4:4j.pi ;5et6:Endoni.;7:Endo+HCoV-229E, a
4°C ; 8 : Endo + HCoV-0C43, 4 4°C ; 9 : Témoin positif, L-132 infectées par le
HCoV-229E ; 10 : Témoin positif, HRT-18 infectées par le HCoV-OC43.

A la lumiére des résultats, la lignée de cellules endothéliales HBMEC est
susceptible a 1’infection par le HCoV-OC43, tandis que la culture primaire est susceptible
a Dinfection par le HCoV-229E. Toutefois, les deux sérotypes ont la possibilité de
pénétrer a I’intérieur des deux types cellulaires et de se répliquer & un niveau indétectable

par le test utilisé.

3.3 BHE in vitro

Parmi les trois modeles de BHE artificielle testés, c’est celui impliquant les inserts
« Bio-coat » prétraités au collagéne qui a offert le meilleur rendement. En effet, des
problémes d’adhésion cellulaire sur les inserts des deux autres modeles, soit les inserts de
polyétylene traités a la gélatine ou au collagéne, ont été rencontrés, et ce autant pour la
lignée HBMEC que pour les cellules endothéliales en culture primaire. C’est donc ce
modele qui a été sélectionné afin de tenter de mettre au point la méthode pour effectuer
des tests de passage du HCoV a travers les cellules endothéliales dans un but de
caractérisation. Il était important de réussir a établir une barriére 2 100 % de confluence
donc étanche et uniforme, sur laquelle les deux sérotypes du HCoV allait étre déposés,

afin que les virus détectés du coté opposé ne passent au niveau d’espaces intercellulaires.
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Il a été possible d’obtenir au mieux, une confluence uniforme d’environ 75 %
aprés 2 jours d’incubation pour les deux types cellulaires. Ceci correspondait a mettre au
départ les quantités optimales de cellules suivantes : pour la lignée, 75 000 cellules ont été

déposées sur I'insert, tandis que c’est 150 000 cellules pour la culture primaire.

Par contre, au-dela des deux jours, la lignée cellulaire avait tendance a s’étendre
« en grappes ». Effectivement, de nombreuses zones a multi-couches cellulaires ont été

observées. Ceci ne correspondait aucunement au modele de barriere souhaité.

En ce qui a trait aux cellules en culture primaire, les résultats ont été davantage
positifs. La couche cellulaire est restée uniforme mais trés fragile au soulévement.
Toutefois, puisque ces cellules n’ont pas une grande capacité de division, jamais il n’a été
possible d’atteindre une confluence de 100 %. De plus, un approvisionnement et la durée
de vie en culture des cellules limités, ont restreint les essais. Cet aspect du projet n’a

donc pas donné les résultats escomptés.
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4. DISCUSSION

La SEP est une maladie dégénérative du SNC. Tout comme la majorité des
maladies neurologiques, les causes demeurent inconnues. La pré-disposition génétique
serait le facteur clé dans le développement de telles affections, mais de plus en plus, le
role des facteurs environnementaux tel que les virus est supposé dans 1’étiologie de la

maladie.

Les coronavirus humains sont des suspects importants puisque bien des preuves
les mettent en cause (voir revue de littérature section 1.3.6), notamment, ils ont été isolés
du cerveau (Burks et al., 1980) et leurs petits cousins murins (MHV) provoquent chez la
souris une pathologie neurologique ayant bon nombre de ressemblances avec la SEP
humaine (Pappenheimer, 1958; Lampert et al., 1973; Herndon et al., 1975; Lavi et al,
1984).

Comment la physiologie du systéme nerveux central, si restrictive, peut permettre
une telle outrance : la pénétration de virus au cerveau ! D’une part, ceux-ci peuvent s’y
rendre par la route neurologique et d’autre part, en empruntant la voie sanguine. La
barriére hémato-encéphalique (BHE) peut étre altérée par I’infection directe des cellules
endothéliales la formant ou par des molécules sécrétées par des cellules sanguines
infectées. En ce sens, les résultats de T. Miletti (2001) appuient cette derniére hypothése.
En effet, elle a démontré que la lignée pro-monocytaire THP-1 supporte bel et bien
I’infection par les deux sérotypes de coronavirus humains et qu’il y a promotion de la
sécrétion de métalloprotéinases de la matrice (MMP-9) connues comme étant des

molécules altérant 1a BHE.

C’est a I’hypotheése du passage a travers la BHE que je me suis attardée tout au
long de mon projet de maitrise. Tout d’abord, en déterminant la susceptibilité de cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMC) de nombreux donneurs sains et aussi en
évaluant la susceptibilité de cellules endothéliales du cerveau humain (lignée et cellules

en culture primaire) a I’infection par les deux sérotypes de coronavirus humains.
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4.1 Susceptibilité des PBMC a ’infection par le HCoV

Nous nous sommes attardés exclusivement a 1’évaluation de la susceptibilité des
lymphocytes, monocytes et macrophages en s’appuyant sur certaines observations
concernant d’autres membres des Nidovirales. En effet, I’infection des monocytes-
macrophages contribue aux pathologies causées par le virus du syndrome respiratoire et
reproducteur porcin (PRRSV), le virus de I’entérite hémorragique de la dinde (HEVr) et
le coronavirus murin (MHV) (Liu et al., 2001; Rautenschlein et Sharma, 2000;
Thanawongnuwech et al., 2000). De plus, le MHV-3 se multiplie a I’intérieur des
lymphocytes B et T et cause leur lyse, atrophiant les organes lymphoides (rate et thymus)

des souris susceptibles (Lamontagne et al., 1989).

La susceptibilité des lymphocytes, analysée par la détection de particules
infectieuses et de protéines virales, s’est avérée négative (Tableaux 3 et 4, Figure 5). Ces
résultats sont consistants avec ceux observés par T. Miletti (2001). En effet, I’ensemble
des lignées lymphocytaires testées dans son projet soit, des lignées de lymphocytes T tel
que les cellules H9 (lymphome humain), la lignée Jurkat; clone E6-1 (leucémie aigué
(ATCCQ)), les cellules MT-2 et MT-4 (leucémies de cellules T), soit une lignée de
lymphocytes B, les cellules Raji (lymphome de Burkitt) n’ont été susceptibles a aucun des
deux sérotypes du coronavirus humain. Ainsi, contrairement au MHV-3 qui a la capacité
d’infecter les lymphocytes (Lamontagne et al., 1989b), les deux sérotypes de HCoV
quant 2 eux semblent en étre incapables. Les lymphocytes humains posséderaient en
quelque sorte une résistance intrinséque a I’infection par le HCoV. En se basant sur les
conclusions tirées d’études portant sur les mécanismes de résistance cellulaire aux
infections virales, il est possible d’émettre des pistes afin de comprendre le phénoméne
observé dans nos travaux. L’équipe du Dr Lamontagne a émit que la restriction de la
réplication virale du MHV-3, au niveau de macrophages et lymphocytes provenant de
souris résistantes, serait controlée par un mécanisme cellulaire intrinséque influencant le
niveau de particules produites (Lamontagne et al., 1989a). Une étude plus approfondie a
permit de constater que la résistance observée au niveau de lymphocytes B et T purifiés,

provenant de souris résistantes au virus, était due a un blocage de la RNA polymérase,
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troublant ainsi la réplication virale (Lamontagne et al., 1989b). De plus, la production ou
la présence d’interleukines telles IL-2 et IFN-gamma, favoriserait les défenses cellulaires,
ceci est entre autres appuyé par 1’étude de Kohl et al., 1989 traitant du phénomeéne avec

des cellules murines mises en contact avec le HSV.

Les titres infectieux (Tableaux 3 et 4) et la détection de protéines virales en
immunofluorescence (Figure 7) démontrent que seule 1’infection par le coronavirus
humain 229E a été supportée par les monocytes circulants et les macrophages dérivés de
la différenciation in vitro des premiers. Ces cellules semblent supporter une infection
aigué puisque rapidement (3 j.p.i.) la détection de particules virales est en vain et ce,

jusqu’a 28 j.p.i. et dés 5 j.p.i. la détection de protéines virales est faible.

La susceptibilité de macrophages humains en culture primaire au HCoV-229E a
déja été démontrée (Patterson et Macnaughton, 1982; Collins, 2002) de méme qu’au
HCoV-0C43, bien que le niveau d’infection ait été trés faible. En effet, moins de 5 %
des cellules étaient positives a I’infection par le HCoV-OC43 en immunofluorescence,
comparativement a plus de 55 % de cellules positives dans les cultures infectées par le
sérotype 229E (Collins, 2002). Toutefois, la démonstration de la susceptibilité de
monocytes humains en culture a I’infection par le sérotype 229E est une premiére. De
plus, la lignée THP-1, grandement utilisée comme modéle pour les études d’interactions
entre les virus et les monocytes, est susceptible aux deux sérotypes (Miletti et Talbot,

2001-communication personnelle).

La variabilité de la susceptibilité des monocytes et macrophages a 1’infection par
le HCoV retrouvée dans ce groupe de donneurs était a prévoir et peut étre expliquée en se
référant aux mécanismes de résistance virale impliquant ici le contrdle génétique au
niveau des récepteurs cellulaires (Bushman et Skamene, 1995). Ainsi, afin de mieux
caractériser la susceptibilité il aurait été intéressant de vérifier la présence du récepteur du

HCoV-229E, I’APN (CD13), a la surface des différentes cellules de chacun des donneurs.
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Contrairement 2 la lignée THP-1, la différenciation in vifro des monocytes en
culture primaire en macrophages, a I’aide du sérum autologue (sérum du donneur), n’a
pas restreint leur permissivité a 1’infection par le HCoV-229E. Drailleurs, pour un méme
patient dont les monocytes et les macrophages sont infectables, le titre viral a 1 jour
post-infection est plus important pour ces derniers. Aussi, selon les résultats obtenus lors
de I’étude de la persistance virale, I’infection des monocytes et macrophages par le
coronavirus de sérotype 229E est aigué&, donc sans ressurgescence de production virale. 11
aurait été intéressant de vérifier la présence d’ARN viral en parallele, étant donné la plus
grande sensibilité de la méthode. Un virus connu pour sa latence a I’intérieur des cellules
monocytaires est le virus de I’herpés humain de type 6 (HHV-6) (Kondo ef al., 1991). De
plus, la présence de I’ADN de ce virus au niveau des PBMC de patients atteints de SEP,
contrairement a des témoins sains, suggére un lien entre I’infection latente au HHV-6 et
cette maladie (Kim ef al., 2000). Par ailleurs, le changement morphologique des
macrophages, attribuable 2 I’infection (Figure 8), a déja été observé et les cellules y sont
qualifiées de «giant cells » (Patterson et Macnaughton, 1982). Dernierement, ce
changement morphologique a été attribué a 1’apoptose. En effet, suite a I’infection de
monocytes/macrophages provenant de donneurs sains et de patients atteints de sclérose en
plaques par le sérotype 229E, les changements au niveau de I’ADN ainsi que le marquage
de I’annexine V (protéine indicatrice de bris de la membrane plasmique) ont indiqué
fortement le phénoméne de 1’apoptose (Collins, 2002). 1l est a noter qu’aucun
changement morphologique ou autres signes reliés a I’apoptose n’ont été observés au
niveau des cellules infectées par le sérotype OC43. En ce qui concerne nos observations,
il est difficile de savoir si une cellule de grande taille résulte du gonflement d’une cellule
ou plutdt de la fusion de plusieurs cellules en réponse a I'infection. C’est en procédant a
’analyse des cellules en microscopie électronique ou par la coloration de I’ADN
cellulaire & 1’aide du 4’, 6-Diamidino-2-phenyindole (DAPI) que I’on aurait pu observer

la présence ou non de multiples noyaux.

Toutefois, il y a quelques exceptions 2 la régle, comme mentionné plus haut, dans
le cas de deux donneurs dont les macrophages se sont montrés réfractaires a I’infection.

Bien que le contact avec le virus a eu toujours lieu lors du 7 ou 8° jour de différenciation,
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il est probable vu la différence dans le rythme de maturation des cellules que la
maturation ait été plus avancée dans ces deux cas et que les cellules soient dans un état de
repos (phase GO) et ainsi moins susceptibles a I’infection. Une étude sur le MHV vient
appuyer cette hypothése en avangant que les cellules en division (phase S) sont davantage
susceptibles au virus (Daniel et Talbot, 1987). 1l aurait été intéressant de stimuler la
différenciation avec des composés tel le PMA ou les acides rétinoiques puisqu’ils utilisent
des voies de signalisation diverses (Matikaien et al., 1994 ; Schwende et al., 1996) afin de

déceler des variations de susceptibilité.

L’incapacité du sérotype OC43 a infecter les monocytes et macrophages en
culture primaire s’explique difficilement. En effet, le virus est pourtant capable d’infecter
de maniére aigué et persistante la lignée THP-1. Toutefois, il faut avoir a I’esprit que le
stade de différenciation de cette lignée promonocytaire ne correspond pas a celui des
cellules monocytaires circulantes chez un individu sain. Ainsi, une des hypotheses
avancées pour expliquer les résultats soutient que le HCoV-OC43 peut infecter les
monocytes & un stade de maturation précoce représenté par les THP-1 mais est incapable
de se multiplier a I’intérieur de monocytes a un stade plus avancé retrouvé dans la
circulation sanguine. Ce phénomeéne serait dans la méme veine que 1’observation de la
perte de susceptibilité aux deux sérotypes de coronavirus humains de la lignée
promonocytaire THP-1 suite & sa maturation en macrophage (Miletti et Talbot, 2001-
communication personnelle). Une autre hypothése pour expliquer ce phénomene repose
sur la présence de molécules telles les cytokines ou les interleukines. En effet, ’habileté
du HCoV-0C43 a infecter les cellules leucocytaires dépend peut-étre de la présence d’un
ou de facteur(s) soluble(s) dans I’environnement cellulaire, par exemple, le pré-traitement
de cellules monocytaires humaines avec I’'IL-4 est nécessaire a I’infection in vitro de ces

derniéres par le cytomégalovirus humain (HCMV) (Kitajima et al., 2001).
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4.2 Susceptibilité de cellules endothéliales du cerveau humain a
Pinfection

L’analyse de la susceptibilité de la lignée HBMEC et de cellules endothéliales
cérébrales humaines a I’infection par le HCoV s’est avérée intéressante mais discordante.
En effet, seul le sérotype OC43 a pu se répliquer a I’intérieur de la lignée tandis que seul
le sérotype 229E a pu le faire a I’intérieur des cellules en culture primaire (Figure 9).
Cette différence flagrante de susceptibilité entre la lignée et les cellules en culture
primaire est peut-étre une des conséquences de la transformation cellulaire par I’antigéne
T de SV40. En effet, des changements au niveau des récepteurs cellulaires peuvent
survenir suite a la transformation et ainsi modifier la susceptibilité de la cellule. Aussi,
I’altération du cytosquelette suite a la transformation par I’antigéne T de SV40, observée
sur des cellules épithéliales humaines, influencerait les propriétés reliées a la croissance et
a la maturation cellulaire (De Silvia ef al., 1994). Par ailleurs, un complexe membranaire
antigene-T-p53 est formé au niveau des cellules transformées (Butel, 1986) et pourrait
peut-€tre ainsi agir sur les interactions virus-récepteurs cellulaires et/ou modifier la
dynamique de la membrane cellulaire. De plus, la provenance des cellules est peut-étre
en cause. En fait, dépendemment de leur source au niveau de 1’encéphale, les cellules
posseédent peut-étre des caractéristiques différentes et donc une susceptibilité différente a
Iinfection. Les résultats obtenus pour les cellules en culture primaire sont en accord avec
I’étude de Cabirac et al., 1995, dans laquelle la susceptibilité de cellules endothéliales de
microvaisseaux humains a I’infection par le HCoV-229E a été observée. Par ailleurs, le
virus de I'immunodéficience humain (VIH) et le virus de la rougeole sont aussi capables
d’infecter les cellules endothéliales des capillaires cérébraux (Moses et Nelson, 1994;

Andres et al., 2003), c’est d’ailleurs une facon d’accéder au SNC.

L’infection de la lignée HBMEC par le HCoV-OC43 est caractéristique d’une
infection aigué puisque le titre viral chute dans le temps et qu’apreés le premier passage en
persistance, aucune particule virale n’est détectée et ce les six semaines suivantes.
Concernant les cellules en culture primaires, leur courte vie en culture n’a pu nous

permettre d’évaluer cet aspect de I’infection.



73

Fait trés intéressant, les deux sérotypes du HCoV ont la capacité de pénétrer a
I’intérieur de la lignée et des cellules en culture primaire. Ceci est appuyé par la détection
de ’ARN codant la protéine N du HCoV (Figures 11 et 12). Ainsi, la résistance a
I’infection productive de la lignée au HCoV-229E et des cellules en culture primaire au
HCoV-0C43 se situe au niveau des étapes du cycle viral subséquentes a la pénétration

virale.

4.3 Modé¢le de propagation du HCoV au SNC

A la lumiére de I’ensemble des résultats, un modéle possible de propagation du
HCoV au SNC a été élaboré et résumé a la Figure 13 : Apres I’infection locale, le passage
de I’épithélium respiratoire permettrait aux virus d’accéder a la circulation sanguine.
Aucune étude exhaustive n’a été effectuée a ce jour afin de démontrer si une virémie
transitoire pouvait étre associée a 1’infection respiratoire causée par le HCoV. Toutefois,
lors de I’infection d’un épithélium respiratoire en culture primaire et d’explants de trachée
humaine par le coronavirus humain 229E, les virus nouvellement synthétisés sont
relargués principalement du coté apical (représentant la lumiére du tube respiratoire)
(Wang et al, 2000). Cependant, il est connu que le coronavirus murin (MHYV),
lorsqu’inoculé par la voie i.n., peut atteindre la circulation sanguine (Barthold et Smith,
1992). 11 en est peut-étre de méme pour le HCoV. De plus, selon des observations faites
a partir d’'un modele expérimental de souris, mis au point afin de mieux comprendre le
HCoV, la présence d’une virémie est suggérée. En effet, ’ARN viral du HCoV-OC43 a

été détecté, aprés inoculation intra-cérébrale (i.c.), au niveau des tissus cardiaques,

pulmonaires et musculaires (Jacomy et Talbot, 2003).

La virémie peut étre plasmatique (virus libre) ou associée aux cellules sanguines.
Selon les résultats obtenus, I’incapacité d’infection des PBMC par le HCoV-OC43
suggeére que celui-ci serait a I’état libre dans la circulation sanguine tandis que le
HCoV-229E aurait la capacité de se multiplier et d’étre transporté a l’intérieur des
monocytes et macrophages et aussi d’étre relargué sous forme de virus libres dans la

circulation. D’ailleurs, le HCMV, qui utilise le méme récepteur que le HCoV-229E,
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I’aminopeptidase-N (CD13) (Larsson ef al., 1998), infecte les monocytes et, en tant que
membre des herpésvirus, y persiste. Aussi, I’invasion du SNC par des monocytes et
macrophages dérivés du sang périphérique sont impliqués dans la démence associé€e au
VIH. Une accumulation de macrophages périvasculaires, infectés par le VIH, a été
observée au niveau de spécimens de cerveaux venant de patients séropositifs atteints de
I’encéphalopathie (HIVE) contrairement & ceux venant de patients séropositifs sans

encéphalopathie et de témoins séronégatifs (Fischer-Smith ef al., 2001).

Au voisinage de la BHE, le passage des virus libres ou associés aux cellules peut
survenir selon les mécanismes discutés a la section 1.1.4. Plus spécifiquement, et
toujours selon les résultats obtenus, les deux sérotypes de HCoV auraient la possibilité
d’entrer a I’intérieur des cellules endothéliales composant la barriere. L’étude réalisée
n’a pu permettre de caractériser davantage I’interaction entre le HCoV et les cellules
endothéliales, étant donné 1’échec de la mise au point d’un modele de BHE in vitro. 1l est
possible de supposer que la multiplication virale ou le passage par transcytose pourraient
permettre aux virus d’accéder au SNC. De plus, tel que le font les lymphocytes et
monocytes infectés par le VIH, les monocytes et macrophages infectés par le HCoV-229E

pourrait transmigrer a travers la barriére (Wu et al., 2000).
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Figure 13. Modéle de propagation du HCoV au SNC
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4.4 Liens avec la SEP

Le HCoV peut étre relié a la SEP sur la base de plusieurs observations. En effet,
le caractére neuroinvasif des HCoV a été démontré entre autres par la détection d’ARN
viral au niveau de cerveaux humains (Stewart et al., 1992; Murray et al., 1992; Arbour et
al., 2000). Aussi, le caractére neurotrope de ce virus a été largement démontré : la
susceptibilité de lignées humaines d’origine neurale et cultures primaires d’astrocytes et
de microglies (Talbot et al., 1993; Arbour et al., 1999a,b; Bonavia et al., 1997). De plus,
a partir des résultats présentés dans ce mémoire, il est possible de dire que les cellules
endothéliales cérébrales sont aussi susceptibles au HCoV. Aussi, ’observation de la
susceptibilité des monocytes et macrophages a I'infection par le HCoV-229E est d’un
grand impact étant donné qu’un des types cellulaires inflammatoires prédominants dans le

cerveau de patients atteints de SEP sont les macrophages (Martino et al., 2000).
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5. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail consistait & évaluer la susceptibilit¢é de PBMC provenant du sang
périphérique de volontaires sains et de cellules endothéliales cérébrales humaines a
Pinfection par le HCoV afin de déterminer dans quelle mesure I’hypothése d’acces au

SNC via la voie sanguine s’y rattache.

Les monocytes et macrophages humains en culture primaire se sont avérés €tre
susceptibles a I’infection seulement par le HCoV-229E. L’infection de type aigué a
résulté en la production de virus dans le milieu extracellulaire Ce résultat indique que ce
sérotype pourrait se servir de ces cellules afin de se propager dans la circulation et se

rendre au SNC.

De plus, I’étude sur la susceptibilité des cellules endothéliales a démontré que le
HCoV a la capacité de pénétrer a l'intérieur de la lignée HBMEC et des cellules

endothéliales en culture primaire. Ceci suggére le potentiel du HCoV a traverser la BHE.

En perspectives, il serait bénéfique de mettre au point le modele de BHE in vitro
afin de caractériser le passage du HCoV et de monocytes et macrophages infectés. Aussi,
il serait intéressant de vérifier la production de MMP (facteur favorisant la migration des
lymphocytes T et la dégradation de la lame basale) et de cytokines par les monocytes et
macrophages suite & ’infection par le HCoV-229E et d’en évaluer les effets sur les
cellules endothéliales cérébrales (surexpression de molécules d’adhésion, altération). De
plus, il serait d’intérét de faire une étude exhaustive sur la susceptibilit¢ de PBMC de

patients souffrant de neuropathologies tel 1a SEP comparativement a des témoins sains.
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