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LISTE DESABREVIATIONS

Les abréviations sont ici définies au singulierjsreont utilisées dans ce manuscrit au
singulier et au pluriel, indifféremment.

Sigle Signification

A549 Lignée de cellules épithéliales alvéolaires
ADCC Cytotoxicité a médiation cellulaire dépendades anticorps
ADN Acide désoxyribonucléique (sb : simple bridh : double brin)
ADNc ADN complémentaire
ADV  Adénovirus
APC  Cellule présentatrice d’antigéne
ARN  Acide ribonucléique (sb : simple brin ; dbouble brin)
ARNc ARN complémentaire
ARNmMm ARN messager
ATl Cellules épithéliales alvéolaires de type |
ATIl  Cellules épithéliales alvéolaires de type Il
ATP  Adénosine tri-phosphate
AV  Anellovirus
BALT Bronchus-associated lymphoid tissue
BCR Récepteur des lymphocytes B
BET Bromure d'éthydium
BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BPCO Bronchopneumopathie chronique obstructive
BPI Bactericidal/permeability-increasing protein
CAM  Protéine d'adhésion cellulaire
CAP  Pneumoniecommunity-acquired pneumonia
CAV  Virus de I'anémie infectieuse du poulehicken anemia virys
CD Cluster de différenciation
CFTR Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CLIP  ClLass Il Invariant chain Peptide
CMH Complexe majeur d’histocompatibilité (-1 : dlasse I, -1l : de classe Il)
CMV  Cytomégalovirus

CRP  Protéine réactive C

DC Cellule dendritique

DCi Cellule dendritique immature
EBV Virus d’Epstein-Barr

ECBC Examen cytobactériologique des crachats
ECP Protéine cationique de I'’éosinophile
EG Equivalent génome
EP Epanchement pleural
EPO Eosinophil peroxydase
ESGP Eosinophil Specific Granule Proteins
Exolll  Exonuléase Il
FC Fold Change : facteur d’augmentation
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Sigle Signification
FGF Fibroblast growth factor
FITC Isothiocyanate de fluorescéine
GABRIEL Global Approach for Biological Research briectious Epidemics in Low
income countries
GAPDH Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
G-CSF Granulocyte colony-stimulating factor
GM-CSF Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
HA Hémagglutinine
HBV  Virus de I'hépatite B
HBoV Bocavirus humain
HCV  Virus de I'hépatite C
HCoV  Coronavirus humain
HEK293T Lignée de cellules embryonnaires de raimain
Hib  Heamophilus influenzae b
HHV  Herpésvirus humain
HIV  Virus de I'immunodéficience humaine
HLA  Antigénes des leucocytes humains
HRV  Rhinovirus humain
HSV  Virus de I'herpes
HPeV  Paréchovirus
HPMV  Métapneumovirus humain
HVR Région hypervariable
ICTV  Comité international pour la taxonomie desugi
IFN  Interféron
IL  Interleukine
INF  Virus influenza
lg Immunoglobine (IgA, IgD, IgE, 1gG, IgM)
IP-10 Interferon gamma-induced protein 10
IRA Infection respiratoire aigie
IRF Interferon regulatory factor
KRAS Geénev-Ki-ras2Kirstenrat sarcoma viral oncogene homolog
LB Lymphocyte B
LBP LPS-binding protein
LT Lymphocyte T
LTA Acide lipotéichoique
LTc LT cytotoxique
LPS Lipopolysaccharide
LRR Leucine-rich repeat
MAC Complexe d'attaqgue membranaire
MAP  Mitogen activated proteins
MAP3K8 Géne codant pour la MAP Kinase Kinase Kn8s
MAPK8 Geéne codant pour la MAP Kinase 8
MBL  Mannose-binding lectin
MBP  Major Basic Protein
MCET Mast Cell Extracellular Trap
MCP-1 Monocyte chimoattractant protein 1



ABREVIATIONS

Sigle  Signification

MDA
MIP1la et
MMP
MRR
NA
NET
NK
NGS
NLR
NO
NSP
NTHi
OMS
ONU
ORF
PAMP
PBMC
PBS
PE
PCR
PCV
PDGF-BB
PEER
PIV
PNE
PNN
PNP
PPE
PPM1L
PPP2R2B
PRR
gPCR
RANTES
RCA
RE
RDA
RLR
RNS
ROI
ROS
RPL5
RPMIc
RSV
RT
SARS
SDRA

Multiple displacement amplification
Macrophage inflammatory protein 1
Métalloprotéase matricielle
Macrophage mannose receptor
Neuraminidase
Neutrophil extracellular trap
Natural killer
Séquencage de nouvelle génération
Nucleotide oligomerization domain receptors
Monoxyde d’azote ou oxyde nitrique
Protéase a sérine du neutrophile
Heamophilus influenzaeon typables
Organisation mondiale de la santé
Organisme des Nations Unies
Cadre ouvert de lecturepen reading frame
Motif moléculaire associé aux pathogénes
Cellules mononucléées du sapgrfipheral blood mononuclear cgll
Phosphate buffered saline
Phycoérythrine
Réaction de polymérisation en chaine
Circovirus porcin
Platelet-derived growth factor
Primer Extension Enrichment Reaction
Virus parainfluenza
Polynucléaires éosinophiles
Polynucléaires neutrophiles
Prélévement nasopharyngé
Pleuro-pneumopathie ou pleurésie purulguaeapneumonic empyema
Géne codant pour la protéine phosphataségf/Mn?* dépendante
Géne codant pour la sous-unité régula®ide la protéine phosphatase 2A
Récepteur de reconnaissance des motifs maléesi|
PCR quantitative
Regulated and normal T cell expressed and secreted
Rolling-circle amplification
Réticulum endoplasmique
PCR soustractiverépresentational difference analyyis
RIG-I-Like Receptor
Dérivés réactifs de I'azote
Intermédiaires réactifs de I'oxygene
Dérivés réactifs de I'oxygéne (ROI + ozone)
Géne codant pour la protéine ribosomale L5
Milieu de culture RPMI complet
Virus respiratoire syncytial
Transcription inverse (reverse transcription)
Syndrome respiratoire aigu sévéere
Syndrome de détresse respiratoire aiglie
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Sigle Signification
SIDA Syndrome de I'immunodéficience acquise
SISPA Sequence-independent single-primer amplification
SLPI Secretory leukocyte protease inhibitor
SNC Systéme nerveux central
STAT Signal transducers and activators of transcription
SV40  Virus simien 40
SVF  Sérum de veau feetal
TCR Récepteur des lymphocytes B
TGF Transforming growth factor
TLR Récepteur de type Toll
TNF  Tumor Necrosis factor
TNFR Tumor necrosis factor receptor
TRAIL  TNF-related apoptosis-inducing ligand
TTMDV  Torque Teno Midi Virus
TTMV  Torque Teno Mini Virus
TTMV-LY  Génomes de TTMV isolés dans cette étude
TTSuV Torque Teno Sus Virus
TTV  Torque Teno Virus
UNICEF Fonds des Nations unies pour I'enfance
UTR Région non-traduiteuftranslated region
VEGF Vascular endothelial growth factor
VIDISCA  Virus-Discovery-cDNA-AFLP (amplified fragment lehgiolymorphism)
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L'essor des techniques de biologie moléculaireedadrirologie classique a permis,
lors de ces derniéres décennies, de découvrir admax virus, et notamment des virus
associés a des pathologies respiratoires. Ces ndpuésentent un important probleme de
santé publique, car ils sont a l'origine d'insaffises respiratoires séveres chez les enfants
et les adultes immunodéprimég.(Malgré l'identification de différents virus imgués
dans des pathologies respiratoires bien définle@ourcentage important d’insuffisances
respiratoires demeure sans étiologie ou sont naghdistiquées. En dehors du fait que les
tests de diagnostic existant a I'heure actuellpammettent pas de couvrir simultanément
'ensemble des agents étiologiques, il semble désisr acquis par la communauté
scientifique que de nouveaux agents viraux (déateiveu redécouverte d’un virus
humain ‘ancien’, nouvelle zoonose, recombinant adawnt majeur récent, ...) existent et
gu'ils sont probablement associés a des manifessatliniques respiratoires multiples,
telles que les pneumopathies et les bronchiolites.

Ce projet de these s'inscrit dans le cadre dantifitsation et de la caractérisation de
nouveaux agents infectieux chez les patients adtelat syndromes respiratoires. Plus
particulierement, nous nous sommes intéressés \Arus, le Torque Teno Mini Virus
(TTMV). Notre équipe a en effet isolé plusieurs g@es de ce virus dans des
prélevements respiratoires d’enfants hospitalidéssaite d’'une pleuro-pneumopathie, ce
qui a soulevé différentes questions. Ces virus-gelgja décrits ou s’agit-il de nouveaux
variants ? Ces virus sont-ils pathogenes et aucpsel quelle peut-étre leur implication
dans la pathogenése de cette maladie ? Commeatsystieme immunitaire réagit-il face
a ces virus ? Ces questions constitueront le fidooteur de ce manuscrit. Dans la partie
résultats, nous nous focaliserons sur le TTMV, ale identification a sa caractérisation
génétique, biologique et immunologique. Néanmdiimdroduction sera plus générale et
définira le cadre de cette étude.

Le premier chapitre sera consacré a la descriggforsiologique de la pneumonie.
Au travers de ce chapitre, nous détaillerons letionnement et la structure de I'appareil
respiratoire, ainsi que les différents mécanismeslalense de I'organisme assurant le
maintien de son intégrite. A partir de ces élémetgs compréhension, nous nous
attacherons a décrire quelles sont les conditions gu’une pneumonie survienne.

Ceci nous conduira au second chapitre, ol nous focatiserons sur la description
étiologique de la pneumonie, ce « fléau oubliéus,tge chaque année plus de 2 millions
d’enfants de moins de 5 ans dans le mor®eNous verrons comment l'utilisation de
protocoles de découverte de nouveaux pathogenesgénts ou ré-émergents, a conduit
a lidentification de nouveaux virus respiratoifgsrmettant d’améliorer le diagnostic et
la prise en charge des patients.

Pour finir, nous présenterons I'état des connaigsasar le TTMV et sa famille
virale, lesAnelloviridae Nous discuterons ainsi de I'implication de casizidans la santé
de I'néte, ce qui nous ménera a formuler la probldpie de ce projet de these et les
moyens mis en ceuvre pour y répondre.
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CHAPITRE 1. La pneumonieune inflammation aiie des poumoil

La pneumoniese définittcomme une infection respiratoire aigidkl tissu pulmonaire
et plus particulierement deilvéoles Elle peut étre due a plusieurs ty de germes, l¢
bactéries, les virus ou les ampignon: Lorsque ces germes pénétrenns les alvéole
ils provoquent une inflamntion. Les alvéoles se remplissent alors us etd’exsudat
(Figure 1) ce qui provoque 'ssymptéomes de la pneumonie.
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Figure 1: La pneumonie, une inflammatior aiglie des alvéoleg3)

Au cours de ce chapitinous verrons dans un premier temps lectionnement d
'appareil respiratoirerespoisable cune exposition continue dissu gulmonaire a ul
grand nombre d’agents rifs. Nous aborderons ensuite les moy de défense ¢
poumon et de I'organismeour se protéger de ces agressions. Nous intéresseror
alors alinflammation, réatcion complexe du systeme immuniti, qui présente une
fonction protectrice en conilant les infections et en favorisant la cication des tissu:
mais qui peut également & a I'origine de lésions tissulaires comme ervé dans le c:
de la pneumonie.

1.1-Les poumonset les voies respiratoires

L'Homme possede det poumon, gauche et droit, séparés l'ure l'autre par le
meédiastin, posés sur idaphragm: et entourés par la cage thoraci. Ce sont deux
masses spongieuses, roselastiquesdivisées en lobes pulmonairesg@ur le poumol
droit et 2 pour le gauchgue I'on distingu grace a la présence d’entas profonde, les
scissures. Les poumorsont entours d'un double feuillet protecte la plevre. Le
premier feuillet,externe oupariéta, adhére a la paroi thoracigtendis que lesecond
feuillet, interne ou viscéraladhére aux poumond.a cavité pleural¢ espace virtue
séparant les 2 feuillets, atient un film de liquide séreux qui lulie les surface:
pleurales et permet aux feets pleuraux de glisser librement I'un suwutre pendant la
respiration.

La respiration est umécanism physiologique permettamés échinges gazel, et
ainsi I'oxygénation des tiss de I'organismeCette fonction fondamerale a la vie, e
assuréepar les poumons, : plus globalement g I'appareil respiratae. Celui-ci est
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1.1 — Les poumons et les voies respiratoires

formé de deux constituants principaux: un systemeahduction permettant le transfert
et le conditionnement de I'air inspiré jusqu’auigl d’échange et le milieu d’échange en
lui-méme qu’est le tissu pulmonaire.
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1.1.1-Anatomie de I'appareil respiratoire

L’appareil respiratoire se divise en deux partiégasées par le pharynx : les voies
aériennes supérieures et I'appareil broncho-pulinena

01- nez
174 55 1asales
03- langue
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P 07- bronches souches
08-

r
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11- oesophage (organe digesti!
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h
i

appareil broncho-pulmonaire

Figure 2 : L'appareil respiratoire. Adapté de4)

a- Les voies aériennes supérieures

Les voies aériennes supérieures comprennent uieedsecavités communicantes : le
nez, les fosses nasales, et le rhinopharynx, qungtéent d’acheminer l'air jusqu’au
poumon. Ces voies, formées de structures tubuldliesgtbles, filtrent, humidifient et
reglent la température de l'air inspiré.

Au niveau de la cavité nasale, les cornets vonnhptre de réchauffer l'air inspiré a
37°C, mais aussi de I'humidifier en le saturant0®% en vapeur d’eau. Les cornets
nasaux, au nombre de trois par narine (voir Fi@lyeont des superpositions d'os longs,
étroits et courbes, recouverts d'une épaisse calehissu, trés vascularisée, érectile et
glandulaire. Leur réle est de conditionner l'aispiré et de ralentir le flux aérien afin de
favoriser les échanges thermodynamiques avec laeuse respiratoire.

La cavité nasale est par ailleurs tapissée de poilgs et épais appelés vibrisses, qui
vont permettre de bloquer, au niveau du nez, lgicpkes de taille supérieure air, et
les empécher d'aller plus profondément dans |'agipaespiratoire. Nous reviendrons
plus tard sur la fonction d’épuration du systemerulaire.
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigies peumons

b- L’appareil broncho-pulmonaire

L’appareil broncho-pulmonaire commence par le laryontinue par la trachée dans
le thorax, pour se diviser en deux bronches sou@esderniéres se divisent en bronches
lobaires, qui, elles-mémes, vont successivemediveger 2 par 2 pour terminer dans les
alvéoles. On parle ainsi de dichotomie bronchigdechaque division, la surface
d'échange avec lair inspirée augmente. En arrivamt zone respiratoire, cette
augmentation de la surface d'échange bronchiquagbarmne hématose efficace en lien
avec la réduction de la vitesse de circulationaleihspiré.

L'arbre bronchique est ainsi constitué de : 2 nescsouches, 5 bronches lobaires,
20 segmentaires et environ 3000 bronchioles loladgFigure 3).
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Figure 3 : L'arbre broncho-pulmonaire (5)

Ces différentes structures vont former trois zanegsessives en fonction de leur role
dans la respiration. De la fin de la trachée auanthioles, on trouve la zone de
conduction. Cette zone ne posséde pas d’alvéotere garticipe pas aux échanges
gazeux. Les bronchioles respiratoires forment laezaole transition. Pouvant étre
partiellement alvéolées, elles participent aux agba gazeux en plus d’étre des voies de
conduction. Les lobules alvéolaires forment la zaspiratoire ou d’échange.
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1.1 — Les poumons et les voies respiratoires

Les alvéoles pulmonaires, en contact étroit avecépillaires pulmonaires, sont le
siege des échanges gazeux, (8, CQO,). Une alvéole mesure environ 0,2 mm de
diamétre. Les fibres de la paroi étant élastigses,diametre peut passer a 0,1 mm en cas
d’expiration forcée et atteindre 0,3 a 0,5 mm lbme inspiration forcée. Un organisme

compte en moyenne 700 millions d’alvéoles represgnine surface de contact d'environ
100 4 150 rh

Chanpitre 1

1.1.2Histologie de I'appareil respiratoire
a- Les voies de conduction de I'air

La structure histologique de la paroi des voieseaées est tres bien adaptée a la
conduction car elle permet d’associer rigiditéxithdité et extensibilité. Elle est formée
de différentes couches (muqueuse, musculeuse, dgaredet cartilagineuse, Figure 4),
dont la composition et la répartition varient derchée a la bronchiole afin de s’adapter
au mieux au diametre des voies aériennes et ddeation.
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Figure 4 : Structure histologique de la paroi desoies aerlenneifs)

La muqueuse

La muqueuse tapisse la lumiéere bronchique. Elle@siposée : i) d'un épithélium de
type respiratoire, pseudo-stratifié cilié, ii) dautame basale (tout épithélium repose sur
une lame basale constituée par un tissu conjodetite, orienté, bitendu), et iii) d'un
chorion conjonctif lamina proprig constitué de fibres collagénes et élastiqueseoamt
une quantité variable de glandes et des vaisseapilaires sanguins et lymphatiques.
Les fibres élastiques permettent une certaineldigé et un retour a la normale apres
dilatation des bronches.
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

L’épithélium respiratoire est le méme de la trachée bronches terminales, seules
son épaisseur et la répartition des cellules var{€igure 5). Il est principalement
compose de 5 types de cellules :

Les cellules ciliées, les plus abondantes. Elless¢dent des cils (200-
300/cellule) a leur pdle apical, mesurant 5-7um laieg pour 0,25um de
diameétre, et battant a une fréequence régulieredde20 battements par seconde.

Les cellules caliciformes (1 pour environ 5 cekul@liées). Elles ont un noyau
refoulé vers la base par des vacuoles supra-ntetéedntenant du mucigéne qui
participe, avec les secrétions des glandes sérax@uggs a la formation du
mucus (10 a 20 ml/j). Celui-ci permet d’emprisoniesrimpuretés de I'air inspiré

et d’absorber certains gaz (§©@zone...) et posseéde des propriétés rhéologiques
et antibactériennes. Il se compose a 95% d’eatekctrolytes, 2% de mucines,
1% de protéines, 1% de lipides, et 1% de sels arogges.

Les cellules basales. Ce sont des petites cebiileses dans la partie profonde de
I'épithélium, contre la membrane basale. Elles sm@$ importantes dans le
renouvellement cellulaire (cellule de réserve)albs sont capables de remplacer
n'importe quel autre type de cellule bronchique.

Les cellules neuroendocrines, minoritaires (3 a 8k cellules épithéliales). Ces
cellules se groupent pour former des corps neurthdé@Eux :
chémorécepteurs capables de détecter les variat®rieneur en Oou CQ de
I'air.

Les cellules de Clara. Ce sont des cellules pyralesddont le pble apical est
garni de microvillosités. Elles ont pour fonctiom groduire et sécréter des
protéines (antiprotéases, oxydases) et I'apopm@tdinsurfactant, de protéger les
voies respiratoires, et de participer au renounedl® des cellules broncho-
alvéolaires.

De la trachée jusqu’aux bronchioles, I'épithéliuespiratoire est pseudo-stratifié :
toutes les cellules sont ancrées a la lame basalseules certaines d’entre elles
s’allongent jusqu’a la lumiére bronchique. Cet légiium est principalement constitué de
cellules basales, ciliées, muco-sécrétrices etoeaalocrines. L'épithélium respiratoire
bordant les bronchioles les plus proximales esjotoa pseudo-stratifié et comprend
guelques rares cellules basales, des cellulesegilgt des cellules de Clara. Les
bronchioles les plus distales sont bordées par pithéium monostratifié, cubique,
dépourvu de cellules basales.

L'épithélium respiratoire est recouvert d'une fameiche de liquide dont I'épaisseur
conditionne la qualité et la fonction du mucusgenc les processus d'épuration dans les
bronches, ainsi que la qualité des échanges dawgaweau alvéolaire. Le contrble de la
quantité et la qualité de ce film liquidien est dibionné par une régulation fine des
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1.1 — Les poumons et les voies respiratoires

transports d'ions et d'eau transépithéliaux. Auanivieachéal et bronchique, cette couche
de fluide est le liquide périciliaire.

Trachee | Bronches Bronchioles

Figure 5 : Représentation schématique de I'épithélim respiratoire. De la trachée aux bronches, I'épithélium
pseudo-stratifié est composé de cellules ciliéesd€xellules caliciformes (G), de cellules neudmmines (K), de
cellules basales (B) ainsi que de cellules sécextaiéreuses (S) et de "cellules en brosse" (Brhivaau des
bronchioles, les cellules ciliées (C) sont bordéesallules de Clara (Cl) et partiellement de cellblesales (B). Muc =

mucus; Ci = cils ; N = noyau ; Sec = granules de&iiam ; PL : Liquide périciliaire. Tiré d&

La musculeuse

La musculeuse est une couche de fibres musculases. Au niveau de la trachée et
des bronches souches, la musculeuse tapisse eHeergnt la face postérieure
dépourvue de cartilage. Dans les bronches de plitscplibre, elle se positionne entre la
muqueuse et le cartilage sous forme d’'une strudpi@lée permettant d’entrainer une
constriction et un raccourcissement de la bronohg de la contraction musculaire. La
contraction musculaire permet de réguler le fluxieme lors de linspiration et de
I'expiration.

Les glandes séro-muqueuses

Entre la musculeuse et le cartilage se retrouvesttrhjets nerveux, vasculaires et
lymphatiques et des glandes séro-muqueuses s’'dudaais la lumiére bronchique. La
sécrétion des glandes séreuses humidifie 'airlgibéament purifié par le mucus et les

cils et possede des propriétés antibactériennes. glandes disparaissent a I'étage
bronchiolaire.

Le cartilage

La couche cartilagineuse est variable de la traéhée bronchiole. Elle assure la
rigidité des voies et évite I'occlusion complétes demiéres bronchiques. La trachée est
maintenue par une armature de 16 a 20 anneauxagaréiux. Les bronches extra-
pulmonaires sont encerclées par un seul anneauagemtux. Les bronches intra-
pulmonaires acquieérent une armature cartilagineasplaques irréguliéres réparties sur
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

toute la circonférence. La quantité de plaguesmiiau fur et a mesure de la diminution
du diameétre bronchique et disparait au niveau deschioles (dont le diameétre est2
mm).

b- L’acinus pulmonaire

Un acinus est constitué d’'une bronchiole respirataionnant naissance a 3 a 6
canaux alvéolaires. Chaque canal alvéolaire ssalivui méme 2 a 3 fois. Chaque canal
alvéolaire final s’ouvre au niveau de l'atrium fuou 3 sacs alvéolaires. A ce niveau, le
muscle disparait, 'armature est uniqguement faitdiloles collagénes et élastiques. Les
fibres élastiques permettent aux alvéoles de gigllrs de I'inspiration. Les alvéoles se
contractent ensuite "passivement” lors de I'exjpratLes fibres collagénes évitent une
trop grande distension des cloisons alvéolairel®et leur rupture.

La structure histologique des alvéoles est adaptéleur fonction essentielle :
'échange oxygéne/gaz carbonique. L’épithélium alaiée se compose ainsi de 2 types
de cellules : les pneumocytes de type | et les moeytes de type Il (Figure 6). A I'état
normal, les principaux éléments cellulaires retreugténs ldumiere alvéolairesont les
macrophages qui se déplacent sur la paroi alvéplamrmergés dans le surfactant. Le
macrophage alvéolaire est un composant importansydteme de défense du tissu
pulmonaire, comme nous le verrons au paragraphé-a¢-1

Pneumocyte de type |

Pneumocyte de type Il

Corps lamellaire

Fibres élastiques

Mucus alvéolaire - T i

Macrophages alvéolaires

Figure 6 : Structure histologique d’'une alvéole puhonaire

Les pneumocytes de type | (Alveolar epithelial tygal, ATI) ou membraneux

Les ATI recouvrent 97% de la paroi alvéolaire. Gatsdes cellules trés minces et
étalées, quivia leurs extensions cytoplasmiques, vont former ulesmuple, trés fin (0,1
& 0,2um d'épaisseur) et de grande surface (environ 400pomr chaque cellule). Les
ATl sont impliqués dans de multiples fonctions esiedles pour le maintien de
’lhoméostasie de l'alvéole, comme le transport déqithélial d’eau et d’ions ou le
contrble de la prolifération cellulair8)(
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1.1 — Les poumons et les voies respiratoires

De plus, les ATI étant étroitement accolés auxuéedl endothéliales des vaisseaux
capillaires, la fusion des membranes basales dex tges cellulaires permet la
formation de labarriere alvéolo-capillaire. Cette barriere est perméable aux gaz, ainsi
'oxygéne qui est amené dans la lumiere alvéolaire de I'inspiration passe a travers la
barriéere dans la circulation capillaire et serangporté dans tout I'organisme par la
circulation vasculaire. A linverse, le gaz carlmpre, ramené aux poumons par la
circulation capillaire, passe a travers la barrigkeolo-capillaire et est éliminé lors de
I'expiration.
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Les pneumocytes de type Il (Alveolar epitheliaéthrell, ATIl) ou granuleux

Les ATII sont des cellules plus volumineuses cufordriques. lls représentent
60% des cellules mais ne recouvrent que 7% de facgurLeur cytoplasme renferme de
nombreux organites arrondis, les corps lamellagésiétant le surfactant pulmonaire.

Le surfactant est composé de phospholipides etrdiipes a propriétés tensio-
actives. Il recouvre la surface alvéolaire et sole principal est de réduire la tension
superficielle air/liquide en fluidifiant le mucus drouvant a la surface des alvéoles
pulmonaires, et empéchant ainsi l'alvéole de séalget. Le surfactant joue en outre
également un réle dans le transport épithélialldieds (pH, concentration calcique) et
dans les mécanismes de défenses contre les mgaoismes9).

Les ATII ont également des capacités de présentatigenique et de sécrétion de
cytokines et donc réle important dans les procesglasnmatoires pulmonaires. De plus,
contrairement aux pneumocytes de type |, ils peluserdiviser et se transdifférencier en
perdant leurs corps lamellaires et en s'aplatispant remplacer les ATl quand ces
derniers meurent. lls jouent donc un rdle de oedlulsouches permettant le
renouvellement et la restauration de I'épithéliwes{auration d'entretien ou cicatricielle a
la suite d'une lésion).

1.1.3-Physiologie de I'appareil respiratoire

Comme nous venons de le voir, les échanges gaZefi@ctuent au niveau de la
barriére alvéolo-capillaire. L’appareil respirawia donc pour fonction la conduction, le
conditionnement et la purification de I'air exténigusqu’a celle-ci.

a- Conduction de l'air

La conduction de I'air est assurée grace a la aotitn des muscles respiratoires et a
I'élasticité bronchique et alvéolaire.

La ventilation se déroule de fagon inconscienteygtmique grace a l'activité de
certains neurones du tronc cérébral. Lors de limaipn, la contraction du diaphragme
augmente le diamétre vertical de la cage thoraosuies muscles intercostaux externes,
ainsi que le diametre antéropostérieur, ce quiagrerune diminution de la pression a
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

l'intérieur des poumons et donc une entrée d'arvalume alvéolaire augmentant, il
entraine un abaissement de la pression alvéolaidegsous de la pression barométrique.
Cela a pour conséquence de conduire les gaz jusqalaéoles. En fin d’inspiration, la
pression alvéolaire devient égale a la pressiorbairique. L'expiration résulte des
forces de rappel élastiques liées au relachemeanindscles inspiratoires, qui font revenir
la cage thoracique a son volume de début d'ingmirat donc chassent I'air des poumons.

De la méme maniére, au niveau alvéolaire, les @dsagazeux entre les alvéoles et
le sang s’effectuent en fonction des différencespdessions partielles. La pression
partielle des alvéoles étant de 100 mmHg pous €0de 40 mmHg pour le GOquand
respectivement elle est de 40 mmHg et de 46 mmidg tacapillaire, 'oxygéne va des
alvéoles jusqu'au sang et le dioxyde de carbobhéfahemin inversel().

b- Conditionnement de I'air

La respiration met en présence l'air atmosphériquietét sec et éventuellement
froid, et un épithélium respiratoire fin, humide parfois chaud. Pour garder toute son
efficacité dans les échanges gazeux, I'épithéli@spiratoire doit étre constamment
maintenu dans des conditions physiologiques, gesirquoi I'air extérieur va étre
réchauffé (ou refroidi) a 37°C et saturé a 100%vapeur d’eau avant d’atteindre les
poumons. Ce conditionnement de l'air a lieu prin@ment au niveau des cornets nasaux
(surface trés vascularisée) et des voies aérigupEsieures (muqueuse respiratoire).

Une humidification insuffisante de I'air inspiré @our conséquence une
déshydratation du fluide recouvrant I'épithéliunspigatoire. Ceci peut conduire a un
dysfonctionnement des cils, ainsi qu’a un assechemieun épaississement du mucus,
qui peut alors obstruer les voies aériennes pabdgshons mugueux.

c- Filtration et purification de I'air

La description de I'anatomie des voies de condudm®iiair a montré que ces voies
étaient tres étroites. Ainsi, la présence d'impgseméme trés fines, dans ces circuits
pourrait venir les obstruer completement ou enigaselon le niveau bronchique
considéré. Une épuration de I'air inspiré est dodecspensable au bon fonctionnement de
notre systéme respiratoire. Celle-ci est assundieaio long des voies aériennes, tant pour
éliminer les particules qui peuvent les colmatere gour dissoudre la pollution sous
forme gazeuse avant son passage dans le sangé@etttion est a la fois mécanique et
biologique.

Mécanique

Le poumon est un véritable filtre qui protége les m® de surface d’échange
alvéolaire. Les particules vont ainsi étre suceessent éliminées en fonction de leur
taille ou diamétre, de leur forme ou de leur dénsij dépbt : au niveau du naso-pharynx,
les particules supérieures a 10um vont étre retepae les vibrisses et la muqueuse
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1.1 — Les poumons et les voies respiratoires

nasale ; ii) impaction : au niveau des voies aégersupérieures ou le courant aérien est
fort, les particules de 2 a 10um vont se déposas da mucus par inertie de facon
proportionnelle a leur masse et a leur vitessg sédimentation : au niveau de I'arbre
trachéo-bronchique, lorsque le débit aérien esildaies particules de 0,3 ar@ vont
sédimenter par gravité dans le mucus ; iv) interoppt lorsque le diametre de la
particule est supérieur a celui de la bronchialediffusion : au niveau des alvéoles, les
particules dont le diametre est inférieur aun3peuvent rejoindre la circulation sanguine
par un mouvement semblable a celui observé poumédécules de gaz.
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La majorité des particules dont le diametre esériair a 0,8m restent en
suspension, puis sont expirées. Nous verrons eail dfans le paragraphe 1.1.4-a-
comment les particules piégées dans le mucus voavopoétre éliminées par les
différents mécanismes de défense pulmonaire.

Biologique

Les impuretés vont également pouvoir étre élimirsied’'appareil respiratoire, par
des mécanismes biologiques assurés par les plaswsody chorion de la muqueuse
respiratoire, ainsi que par les macrophages alirésla

Les plasmocytes sont des cellules de I'immunité,oqt la capacité de produire des
anticorps, les immunoglobines A (IgA). Etant dongée les poussiéres et autres
particules sont assimilables a des antigenes, eties pouvoir étre neutralisées par les
IgA. Cette neutralisation implique a la fois le dmne variable et le domaine constant des
IgA. Le domaine variable des IgA se fixe dans degians spécifiques des particules
antigéniques et empéche, par géne stérique, learaaiton avec des récepteurs de
I'épithélium. Le domaine constant des IgA, quantlud contient des motifs
polysaccharidigues mimant des récepteurs de [I'dipithésur lesquels les antigénes
pourraient se fixer. Les complexes formés sont taairs dans le mucus puis éliminés.

Les macrophages alvéolaires participent a I'imn#&ureh tant que défense non-
spécifique. lls vont pouvoir neutraliser les pargs de diamétre inférieur a 1um par leur
capacité de phagocytose (capture et ingestion deatacule) et permettre ainsi leur
élimination. Les macrophages vont également reptésé principal systeme de défense
de I'espace alvéolaire contre les pathogenes, conous le verrons dans le paragraphe
suivant.

1.1.44 es défenses antimicrobiennes de 'appareil respitaire

Les poumons ont une situation unique dans l'orga@icar ils sont en relation
directe et constante avec I'environnement extérielappareil respiratoire représente
ainsi la plus grande surface de I'organisme exp@séenvironnement extérieur et ses
agents nocifs et pathogenes. L'organisme emplomod#greux moyens de défense pour
le protéger, que nous allons détailler dans leshaims paragraphes (Figure 7).
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Figure 7 : Les défenses de I'épithélium respiratoire des barriéres physiologiques, physiques et inmlagiques
(adapté de (11)).

a- Les barrieres physiologiques

La premiere ligne de défense des voies aérienrtesoastituée par le liquide de
surface, le mucus et le surfactant, qui formentiltne continu a I'interface épithélium/air
et servent de barriére physique vis-a-vis desqaes nocives inhalées et des bactéries et
virus qui s’y trouvent piégés. Une fois piégés, desniers vont pouvoir étre éliminés
grace a différents mécanismes, comme la clairangm+uiliaire, les réflexes de toux et
d’éternuement et la sécrétion de molécules de défens

L’escalator muco-ciliaire

L’escalator muco-ciliaire est le systeme de claieardes conduits aériens. Cet
escalator est composé d’un tapis, le mucus, d’'utemnples cils, et nécessite un couplage
efficace de ces deux composants pour fonctionmeecement.

Le mucus forme un revétement continu tapissanetolais voies de conduction. Il est
assimilable a un gel viscoélastique hétérogene @veouches : une couche profonde
aqueuse, trés fluide, de 6 an7 d’épaisseur, en contact avec le pble apical dbsles
ciliées ; et une couche visqueuse superficielle,Ocle a Z2um d’épaisseur, piége a
particules et microorganismes. Outre son role dadva physique, le mucus respiratoire,
en raison de sa constitution biochimique, participda défense antibactérienne de
I'épithélium des voies aériennes. Les mucines, jpales glycoprotéines le constituant,
lui conférent ses propriétés rhéologiques et joaemdgi un role majeur dans I'épuration
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muco-ciliaire. De plus, I'hétérogénéité de leuraides de glycanes représente un éventail
de récepteurs permettant la reconnaissance et temte bactériennes, empéchant ainsi
les bactéries d’atteindre la surface des cellypgbéliales.

Les cellules ciliées participent a I'épuration mwilgaire en évacuant le mucus grace
au battement actif de leurs cils. Ces cils vibeatilsont animés d'un mouvement
synchrone, qui se décompose en 3 phases : i) laeptia propulsion (active, ATP
dépendante) : le cil, rigide, se projette en avé&nt.atteignant la phase visqueuse, les
forces de frottements vont 'amener a transmetireénergie cinétique, propulsant ainsi
le mucus vers l'avant ; ii) la phase de récupénatite cil revient & sa position antérieure
de départ. En se pliant en « S » il va rester mtément dans la couche aqueuse ou, les
forces de frottement étant tres faibles, le civagratiqguement pas transmettre d’énergie
au mucus, évitant ainsi un retour en arriere ; lai)phase de repos permettant la
reconstitution des réserves en ATP.

La frequence moyenne du battement ciliaire est da 26 Hz, mais tout comme la
taille des cils, elle augmente progressivement lol@schioles distales a la trachée.
Globalement, les vagues de contraction des cifg@eagent a la surface de I'épithélium
respiratoire. Le mucus remonte ainsi a la maniara thpis roulant (1 cm/min) vers le
naso-pharynx, ou son accumulation déclenche lexg&ftle déglutition et son élimination
vers I'estomac.

Les molécules de défense du mucus et du surfactant

Le mucus contient de nombreuses molécules pratestpossédant des activités
antimicrobiennes (bactéricide, virucide, bactéatgue, ...) 12) :

- Le lysozyme peut agir comme une opsonine favoridanphagocytose des
bactéries, ou comme une enzyme lytique capableysier ldes bactéries, en
particulier celles a Gram+, indépendamment depeuroir pathogéne.

- La lactoferrine et la bronchotransferrine chélatémt fer, nécessaire a la
croissance des agents pathogéenes.

- La phospholipase A2 est capable d’hydrolyser lespholipides de la membrane
bactériennel(3d).

- Lalactoperoxydase catalyse I'oxydation du thio@taren libérant des ions et des
molécules (dérivés d’oxygene) qui dénaturent lesdimes bactériennes.

- Linhibiteur de leucoprotéase sécrétoire (SLP3ecretory LeucoProtease
Inhibitor) protége I'épithélium des sérine-protéases endagéne

- Les défensines, peptides lytiques, sont capableseddier a la membrane
bactérienne et d'y créer des pores. Leur expregsbréegulée par les facteurs de
transcription NF«B et Sp-1, et activée par la matrilysine exprimée
constitutivement par les cellules épithéliales\dses aériennes.
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

Les collectines du surfactant (SP-A, SP-B, SP-Dhtlgtisées par les cellules
épithéliales alvéolaires et les cellules de Classurent, elles-aussi, une fonction
antimicrobienne et sont capables de moduler I'mffzation des voies aériennes. Cette
derniere fonction est également exercée par |2ip®iCC10, produite par les cellules de
Clara. D’autres nombreux produits antimicrobienstspar ailleurs sécrétés dans le
surfactant 3-défensines, lipocaline et oxyde nitrique).

Les réflexes : toux et éternuement

L’appareil pulmonaire posséde d’autres mécanismesetenses physiques tels que
'éternuement ou la toux, qui permettent une élation rapide et efficace des agents
déclencheurs.

La toux (mécanisme de respiration profonde suivisme’expiration forcée avec une
glotte fermée qui s’ouvre subitement pour prodlérgghase expulsive) va éliminer les
débris et le mucus plus ou moins infecté. Elle mgrainsi de se débarrasser rapidement
des corps étrangers, mais aussi de I'hypersécré®mucus observée lors d'une
irritation ou d’une infection, en propulsant le teets le pharynx et la bouche.

L’éternuement (meécanisme d’expiration brusque etydmte, semi-autonome ou
involontaire) est provoqué par un mouvement sulgioet/ulsif des muscles inspirateurs,
en réponse a un stimulus mécanique (accumulatiomultus) ou chimique (impuretés)
détecté par les récepteurs sensitifs de la muquessde.

b- Les barriéres physiques

La seconde ligne de défense des voies aérienness®stée par quatre principaux
types de complexes jonctionnels intercellulairespoasables de [I'étanchéité de
'épithélium : les jonctions serrées, les jonctiomstermédiaires, les jonctions
communicantes et les desmosomes.

Les jonctions serrées sont les plus importantes peumaintien de lintégrité
épithéliale. Formant un réseau autour du péle aqiél des cellules épithéliales, elles
rendent ainsi I'épithélium imperméable aux ageméreeurs. Ces complexes sont
principalement constitués de protéines telles @seZl0 gonula occludend et 2), les
claudines et I'occludine, qui interagissent avecysquelette d’actine des cellules. Les
jonctions serrées permettent également la polamsate I'épithélium et régulent la
perméabilité transépithéliale en sélectionnant lesspge de molécules par la voie
paracellulaire. La dégradation des jonctions serrpar les facteurs de virulence
bactériens peut rendre le pble basolatéral desleglhccessible aux agents pathogenes.
Situées en contrebas des jonctions serrées, ledigos intermédiaires permettent
'adhésion des cellules épithéliales voisines. l@sctions communicantes sont des
canaux qui permettent la diffusion des petits mdiiso des seconds messagers, des
ions, et d'autres molécules (< 1 kDa) entre Idsillesl voisines. Les desmosomes sont des
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jonctions intercellulaires qui permettent une famtthérence entre les cellules conférant
ainsi une résistance mécanique aux tissus.

Ces complexes agissent comme une barriere coemaék et la diffusion des
pathogenes dans la sous-muqueuse des voies regpgalls empéchent, par exemple,
'acces a des récepteurs viraux situés sur la nmamabépithéliale basolatérale, qui sont
d’'importants sites de fixation et d'entrée poufédénts virus 11).

c- Les barrieres immunologiques

Lorsque les défenses mécaniques et physiques spass@ies, ou qu'elles sont
inefficaces, la lutte contre les micro-organismes alors assurée par le systeme
immunitaire respiratoire. Pour que le systeme immaing entre en action, il doit étre
stimulé. Dans ce but, I'organisme dispose de diffés effecteurs, dits de I'immunité
innée : les cellules présentatrices d’antigenesC(Ahtigen-Presenting Cellsainsi que
différents récepteurs situés a la surface deslesl(épithéliales et immunitaires), dans le
cytoplasme, ou au niveau d’organites cellulairgsag$omes et endosomes).

Les APC

Les APC capturent les antigénes, les transportens das tissus lymphoides
périphériques et les présentent aux lymphocytedemeitant ainsi une réponse ciblée
grace a la reconnaissance de signatures spécifiglies permettent ainsi de passer d'une
réponse immunitaire non spécifique (destructiom daganisme du non-soi) a une
réponse immunitaire spécifique (destruction d’'ugaoisme précis). Le processus de
présentation de I'antigene aux lymphocytes estiddans le paragraphe 1.2.2-b- . Les
APC regroupent des cellules dendritiques (B&ndritic Cellg, de Langerhans, des
macrophages, des lymphocytes B (LB), et des csligpéthéliales.

Les DC et les cellules de Langerhans sont les AR@@ipales de l'arbre trachéo-
bronchique. On retrouve les DC dans les paroiswaises des capillaires pulmonaires, le
feuillet viscéral de la plevre, le tissu conjongbé&ribronchiolaire, et dans les tissus
lymphoides associés a la muqueuses bronchBpom¢hus Associated Lymphoid Tissue
BALT). Elles possédent de longs prolongements dgswpiques, et sont trés efficaces
pour faire débuter une réponse immunitaire primdimee fois les antigenes captés, elles
migrent vers les tissus lymphoides régionaiaXes vaisseaux lymphatiques afférents.

Les macrophages se situent dans la lumiére et tpeuse des voies aériennes, mais
ils représentent surtout 90% des cellules immueitaé la surface alvéolaire. Une fois
activés, une partie d’entres eux remontent jusdie'scalator muco-ciliaire pour étre
eliminés. D’autres passent la paroi alvéolaire dérgagner la structure lymphatique. Les
macrophages sont particulierement efficaces cdasrdactéries car ils contiennent des
lysosomes ayant une action bactériolytique. Lesropages secretent également des
protéines solubles appelées cytokines, qui déctamchinflammation et les réponses
lymphocytaires 15).
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

Les cellules épithéliales, en réponse a certainegsleytokinesvont exprimer a leur
surface les molécules du complexe majeur d’histqgadiilité (CMH) de classe | et II,
qui vont permettre a ces cellules de présenteamtigenes aux lymphocytes T (LT) et
ainsi d’orienter la réponse immunitaire adaptafivg).

Les récepteurs cellulaires des micro-organismes

Les composants de I'immunité innée reconnaissessttactures qui sont partagées
par différentes classes de microbes, et qui nemamprésentes sur les cellules de I'héte.
Ces structures microbiennes sont désignées saesie de motifs moléculaires associés
aux pathogenes (PAMMPPathogen Associated Molecular PattgrRarmi elles, citons la
flagelline des flagelles bactériens, les lipopotgdarides bactériens (LPS ou endotoxine)
des bactéries a Gram-, les acides lipotéichoiqud®\,( LipoTeichoic Acidl et les
peptidoglycanes des bactéries a Gram+, les résihasmnoses terminaux des
glycoprotéines bactériennes, les lipopeptides, nestifs nucléotidigues CpG non
méthylés de 'ADN bactérien, les oses de surfaceleeures et moisissures, et 'ARN
double brin (ARNdb) présent chez de nombreux vibes récepteurs qui reconnaissent
ces structures partagées sont appelés récepteurseamnaissance des motifs
moléculaires (PRRPathogen Recognition ReceptoLes PRR sont de 3 types suivant
leur localisation : i) les PRR solubles se situgans les fluides corporels ; ii) les PRR
membranaires se situent a la surface des celluleeswrganites cellulaires ; et iii) les
PRR cytoplasmiques se situent dans le cytoplasme.

Les PRR solubles jouent un réle important danshkgpcytose, dans I'activation du
complément, et dans I'activation de la réactiomaminatoire. Le plus souvent les PRR
solubles sont des opsonines. Parmi eux, citonscéesposants du complément, les
protéines MBL Mannane Binding Lectjnspécifiques des résidus mannose, la protéine
réactive C (CRPC-Reactive Proteinsynthétisée lors d’une réaction inflammatoire lpar
foie, et les protéines LBR.IPS-binding proteipreconnaissant les LPS.

Les PRR membranaires sont eux beaucoup plus diesrst sont impliqgués dans la
phagocytose, dans l'activation de la réponse infiatoire, dans l'activation de la
réponse antivirale, ou dans le transfert a d’alRiRR. lls regroupent les récepteurs MMR
(Macrophage Mannose Receptarteragissant avec un grand nombre de bactéras &
et Gram- et des champignons, les récepteurs soanen@écepteurs poubelles)
spécifiques des ligands polyanioniques dont TARNs, LPS, et les LTA, et les plus
importants, les récepteurs de type Toll (TOR|I Like Receptons

Les récepteurs de type Toll (TLRoll-Like Receptdr sont des glycoprotéines
membranaires de type I, comportant un domaine eelttdaire récepteur du signal de
danger et composé de nombreux motifs riches emlecRR,Leucin-Rich Repeatsun
domaine transmembranaire et un domaine intraceut@ntenant un domaine de mort
(death domainpermettant la transduction du signal d’activatidne dizaine de TLR ont
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été identifiés et séparés en deux groupes princiga@sxTLR-1, -2, -4, -5, -6 sont situés
au niveau de la membranaire plasmique et sont gugd dans la reconnaissance des
composants de la paroi des agents infectieux. L&-3, -7, -8, -9 sont situés au niveau
des endosomes et reconnaissent les composants eitdaactériens, surtout les acides
nucléiques. Les TLR-3, -7, -9 reconnaissent anespectivement, les ARN db viraux, les
ARN simples brins viraux et les motifs CpG bactési¢Figure 8).

Peptidoglycan, LPS des bactéries Flagelline |
lipoprotéines, acide & Gram négatif; bactérienne
lipotéichoique et autres mannanes fongiques ; PAMP
produits bactériens protéines d’enveloppe virale i

Membrane
plasmique

@ ———— DO ~H—

- DHHHHIHHIY

| £
Recrutement des
protéines adaptatrices

\ \ N Acides nucléiques

Rec_rute.mem et Q (R—— TLR-3, -7, | rr_}icrobieljs (ARN
activation des -8,-9 I simple brin,

protéines kinases I dinucléotides

. CpG non méthylés)

Activation de facteurs
de transcription /
NF-kB ou IRF-3
{ ) Membrane
endosomiale

Transéription
des génes

Expression de :
cytokines inflammatoires (TNF, IL-1, IL-12)
chimiokines (IL-8, MCP-1, RANTES)
molécules endothéliales d’adhérence (sélectine E)
molécules de costimulation (CD80, CD86)
cytokines antivirales (IFN-of)

Figure 8 : Spécificités et fonctions des récepteude type Toll (TLR), tiré de {7)

L’activation des TLR par leurs différents agonistes entrainer une cascade de
signalisation intracellulaire aboutissant a la n@seplace d’une réponse antimicrobienne,
via l'activation de facteurs de transcription commeNE-kB, AP-1 et les facteurs de
transcription IRF Ifiterferon Regulatory Factdr-3, -5 et -7, et la production de
médiateurs solubles (cytokines/chimiokines inflartoitas ou antivirales) qui participent
collectivement a la réponse inflammatoire aigiies Ide l'infection. L’activation des
macrophages alvéolaires par les TLR conduit aipai, exemple, a la production de
plusieurs cytokines, comme les interleukines (IL)6let IL-13 et le facteur de nécrose
tumorale (TNF, Tumor Necrosis Factyr et les chimiokines (IL-8, Monocyte
Chemoattractant ProteiMCP-1, Regulated And Normal T-cell Expressed and Secreted
RANTES), qui vont faciliter le recrutement des mephiles sur le site de l'infection.
Lorsque les pathogenes ne sont pas éliminés p@ptmse immunitaire innée, les TLR
jouent également un réle dans la mise en placeysiérae immunitaire adaptatif. Les
TLR activent les DC, I'expression de molécules desttimulation va alors augmenter et
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

les DC vont produire des cytokines qui vont actikex LT. Les TLR vont également
permettre I'induction de la production d’'immunogldibas, les IgG, importantes dans les
mécanismes d’opsonisation et d’activation du compilgt (18).

Si la famille des TLR constitue I'essentiel desepeurs de I'immunité innée, il
existe également deux autres familles qui sons eéljgoplasmiques et qui sont impliqués
dans la reconnaissance de composants bactérievisaex intracellulaires. Les PRR
cytoplasmiques correspondent aux récepteurs NNURI€otide-Binding Oligomerization
Domain-Like Receptoyset RLR RIG-I-Like Receptojs Les récepteurs NLR sont une
famille d’une vingtaine de protéines situées dansytoplasme et reconnaissant presque
exclusivement des composants bactériens. lls extrdies caspases qui clivent certaines
cytokines, en particulier les cytokines inflammedsicomme I'lL-1 se trouvant sous la
forme inactive dans le cytoplasme et étant ainsivées (9). Les récepteurs RLR
reconnaissent essentiellement des acides nucléiaes, et vont activer toutes les voies
de signalisation : NikB, MAP-kinases et interféron2(@).

Conclusion

Avec 12 000 litres d’air inspiré chaque jour, laupn est I'organe le plus exposeé a
'environnement extérieur et ses agents nocifs #iggenes. Dans cette premiere partie
du chapitre, nous avons pu voir que I'appareil irespire est organisé structurellement et
histologiguement pour assurer sa principale fonctitaire parvenir un air d’'une qualité
optimale au niveau de la barriere alvéolo-cap#élasiege des échanges gazeux. Nous
avons également pu mettre en évidence que l'appasgpiratoire dispose de plusieurs
niveaux de défense afin d’assurer son intégrité.

Les barrieres mécaniques et physiques vont étpomeables de la premiere ligne de
défense lors du contact avec un pathogene. Noussaaiasi pu voir le réle central du
mucus et de I'escalator muco-ciliaire dans I'époraties voies de conduction, véritable
piege a particules et micro-organismes.

Les barrieres immunologiques constituent la secdigte de défense de I'appareil
respiratoire. Dans ce cadre, nous avons montrdagueonnaissance d’agents du non-soi
par les cellules de 'immunité ou de I'épithéliuespiratoire va entrainer I'activation des
composants de I'immunité innée et, si besoin, desposants de I'immunité adaptative
conduisant a la neutralisation et a I'éliminationcds agents.
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1.2-L’inflammation, une réaction de défense du systeme
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iImmunitaire

Dans la premiéere partie de ce chapitre, nous avangue la défense de 'appareil
respiratoire faisait appel a différents composalgd’ immunité innée et de I'immunité
acquise. Nous allons maintenant nous concentrecesuacteurs du systeme immunitaire
et définir les mécanismes conduisant a la mise areple la réaction inflammatoire.

Les vertébrés possedent des systemes de défensmiiaine tres sophistiqués contre
les agents pathogenes et nocifs. Deux branchésraeunité ont été identifiées, I'inné et
l'adaptatif. Les défenses immunitaires innées eristchez tous les organismes
multicellulaires, alors que seuls les vertébrést scapables d’avoir une réponse
immunitaire adaptative. Ces deux systémes n’opépast indépendamment l'un de

I'autre, ils fonctionnent en interaction et en cagp@én pour mettre en place la réponse la
plus efficace (Figure 9).

Microbe
7

| Immunité innée | I Immunité adaptative ]

g :
| & Bartgelresl | Lymphocytes B Anticorps
[ i i , épithéliales
| I G e -4 @
o ) .. : .
’ () % K& T

Phagocyte;/ Lymphocytes T effecteurs
& Lymphocytes T
_a i 4Tk & SRy
/‘J k\,\ ) | 1‘3 @ 3
Ceilules - ’
Complément NK
| Heures 7/ Jours K
0 6 12 1 3 5

Délai écoulé depuis I'infection
Figure 9 : Principaux mécanismes de 'immunité inné et adaptative.Les mécanismes de I'immunité innée assurent
la défense initiale contre les infections. Certaies mécanismes empéchent les infections (par ezdetpbarriéres
épithéliales), tandis que d’autres éliminent lesroyorganismes (par exemple les phagocytes, ladezNK et le
systeme du complément). Les réponses immunitaitastatives se développent plus tardivement etassurées par
les lymphocytes et leurs produits. Les anticorpsjbént les infections et éliminent les microbese®L T éliminent les
microbes intracellulaires. Les cinétiques des répsimmunitaires innées et adaptatives sont desxpmations et
peuvent varier en fonction des infections. Tir 18

1.2.1L'immunité innée

Le systéme immunitaire inné, le plus ancien d’umpde vue évolutif, constitue une
premiere barriere de défense mise en place lofa gériode critique qui se situe juste
apres I'exposition de I'hdte a un pathogene. Céesys se caractérise par sa rapidité de
mise en place, son absence de spécificité par rapg@gent pathogéne et I'absence de
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mémorisation de la rencontre avec I'agent agresdgurgénéral, la plupart des micro-
organismes rencontrés par un individu sain sodinaésit éliminés en quelques jours par
ces meécanismes de défense non speécifigiije (

Apres pénétration dans l'organisme, les agents paties sont reconnus par les
récepteurs de I'immunité innée, les PRR, dirigésciipéement contre des structures
conservees entre les différentes classes de paibmges PAMP, non présentes sur les
cellules de I'hdte. Ces récepteurs et leurs prtgmiéont été largement décrits au
paragraphe 1.1.4-c- et ne seront donc pas détailésiveau.

a- Les cellules de I'immunité innée

Le systeme immunitaire inné est constitué d’épitiné$, de cellules en circulation et
présentes dans les tissus ainsi que de plusieotsines plasmatiques. Ces éléments
jouent des réles différents mais complémentaires da blocage de I'entrée des micro-
organismes et dans I'élimination de ceux qui onissg a pénétrer dans les tissus de
I'héte.

Les cellules épithéliales

Comme nous l'avons vu pour I'épithélium respiragpitous les épithéliums de
I'organisme constituent des barrieres physiquentijcoité assurée par les complexes de
jonctions intercellulaires) et chimiques (productois peptides antibactériens) contre les
infections 22). En outre, les épithéliums contiennent un certgie de lymphocytes, les
lymphocytes intraépithéliaux LY, qui expriment un récepteur a I'antigene partauli
(constitué de 2 chaingset d) présentant une spécificité limitée. lls libérees facteurs
de croissance, des cytokines et des chimiokinesleyui conferent un réle dans la
réparation tissulaire et la régulation de l'inflamion. Ills peuvent lyser des cellules
infectées et tumoraleg3).

Les phagocytes : neutrophiles et monocytes/macggsha

Les deux types de phagocytes circulants, les nghites et les monocytes, sont des
cellules sanguines qui sont recrutées au niveasitissd’infection ou ils reconnaissent et
ingérent les micro-organismes afin de les détrdird’'intérieur de la cellule. Les
neutrophiles (ou polynucléaires neutrophiles, PEdi)t les leucocytes les plus nombreux
du sang. lls sont le premier type cellulaire a rgpe a la plupart des infections
bactériennes et fongiques. La production de neuilespbst stimulée par des cytokines,
désignées par le terme de facteurs stimulant landbon de colonies (G-CSF,
Granulocyte Colony-Stimulating Factet GM-CSF,Granulocyte Macrophage Colony-
Stimulating Factoy, qui sont produites par de nombreux types cetkdaen réponse aux
infections, et agissent sur les cellules souchedadmoelle osseuse pour stimuler la
prolifération et la maturation des précurseursiisl. Les PNN phagocytent les micro-
organismes dans la circulation, et ils pénétrgpideament dans les tissus extravasculaires
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au niveau des sites d’infection, ou ils phagocytestmicro-organismes puis ils meurent
aprés seulement gquelques heures. En plus du mémarde phagocytose, les PNN
disposent d’autres moyens pour combattre les ageatisogenes. lls sont en effet
capables : i) de produire des puissants oxydaats;és de I'oxygene ou de I'azote (ROS,
Reactive Oxygen Species RNS,Reactive Nitrogen Specjesi) de libérer des peptides
antibactériens contenus dans des granules predmmédeur cytoplasme, et iii) de former
les piéges neutrophiliques extracellulaires (NEEutrophil Extracellular Traps (24).
Les NET sont des filaments d’ADN dans lesquels é&angent les protéines microbicides
contenues dans les différents granules des neulesp#ti des histones. Ces NET formant
une structure visqueuse vont prévenir la dissémimamicrobienne, en piégeant les
micro-organismes, et permettent d’établir des commagons importantes de substances
antimicrobiennes au voisinage des neutrophiles.
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Les monocytes peuvent également phagocyter des4miganismes dans le sang et
les tissus. lls sont moins nombreux que les PNMs rif@peuvent survivre dans les tissus
extravasculaires pendant des périodes beaucoup Iphgaies. Dans les tissus, les
monocytes se différencient en macrophages etabseycent la méme fonction. Outre leur
capacité d’ingestion des particules, les macrophageduisent des cytokines qui
recrutent et activent les leucocytes, et vont paysdinécessaire, présenter I'antigene les
LT afin d’'amplifier la réponse immunitaire.

Les phagocytes migrent vers les foyers infectiedragasculaires en se liania les
intégrines présentes a leur surface, aux sélectifessmolécules d’adhérence exprimées
par les cellules endothéliales. La neutralisatios agents pathogénes et nocifs par les
PNN et les monocytes s’effectue donc par phagoeytGslle-ci s’effectue en 3 étapes.
D’abord, la particule inerte ou infectieuse estéidg par endocytose : la membrane
cytoplasmique du phagocyte forme des pseudopodesnglobent I'antigene sous forme
de phagosome. Celui-ci va alors fusionner avec \lsosome pour former le
phagolysosome. Simultanément a la reconnaissanad’ieigestion de la particule, les
PRR vont émettre des signaux intracellulairesyantiainsi différentes enzymes. Parmi
elles, une oxydase va convertir I'oxygene molécalan radicaux oxygénés (ROI,
Reactive Oxygen Intermediatéoxiques pour les micro-organismes, et une swetha
inductible du monoxyde d’azote (NO) catalyse la vaeion d’arginine en NO
microbicide. La digestion des particules a alcgs,liau sein des phagolysosomes, grace a
I'action combinée des protéases lysosomiales, @dseRdu NO 25).

Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques, différenciées a paréis dhonocytes circulants, sont des
cellules également douées de phagocytose. Ellasépamer les sites inflammatoires des
cellules apoptotiques et nécrotiques. Comme nawsilis vu précédemment, les DC sont
des APC, capables d’activer les LT naifs. Ellest sesponsables du maintien de la
tolérance au soi et font le lien entre I'immunitéhée et I'immunité adaptative. Les
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cellules dendritiques immatures sont caractéripédesine forte capacité d’internalisation
et une faible capacité de stimulation des LT. A@ésvation par phagocytose de I'agent
pathogene, elles vont secréter différentes cytskinemme I'INFy et I'lL-6 qui
orienteront essentiellement les lymphocytes vergépense cellulaire de type Thl, et les
cytokines IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 vers une répentiumorale de type Th2. Ces
cytokines vont également permettre le recrutemenfiN et des macrophag@8y

Les cellules NK

Les cellules tueuses naturelles (NKatural Killer), retrouvées au niveau de la
circulation sanguine et dans de nombreux tissusldaate, les poumons, le foie, etc, ont
une activité cytotoxique non spécifique et sont ligyges dans les défenses
immunitaires. Elles produisent un grand nombre d#okines importantes dans
limmunité, notamment de linterféron (IFN) et jauteainsi un réle dans la régulation
immunitaire. Les cellules NK semblent utiliser ggscessus semblables a ceux mis en
place par les lymphocytes T cytotoxiques (LTc), peuvent étre subdivisés en trois
principaux mécanismes. Les granules présents dansytbplasme des cellules NK
contiennent de la perforine et des granzymes qansébérés apres fixation de la cellule
cible a une cellule NK. Les LTc ne contiennent pas granules avant d’avoir été actives.
Les cellules NK possedent également des récepteudsmaine de mort, les TNFR
(Tumor Necrosis Factor Recep}ples TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Liggnd
et les Fas-Ligand, qui vont permettre d’'induirgpbatose des cellules cibles. Et enfin, ces
cellules possedent le marqueur CD16 a leur surfpdegst un récepteur du fragment Fc
des IgG. Ainsi, les cellules ou organismes recaswvéianticorps pourront étre reconnus
par les cellules NK et seront alors lysés. Ce méoan est connu sous le nom de
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorp®CA, Antibody-Dependant Cellular
Cytotoxicity. Les cellules NK prennent pour cible de destarctes cellules infectées ou
tumorales ayant une expression aberrante du CMtladse | (CMH-I). La régulation de
la cytotoxicité des NK se fait par I'expression daeslécules du CMH-I sur les cellules
cibles. De maniére générale, la présence de CMidrhft un signal inhibiteur aux NK et
c’est 'absence ou l'altération des molécules deHzM la surface des cellules infectées
ou tumorales qui permet leur activati@y

Les autres classes de lymphocytes

Les cellules NK-T, dont certaines expriment deséuoales de surface typique des
cellules NK, sont présentes dans les épithéliumgsbrganes lymphoides et ont une
activité cytolytique spontanée comme les celluld§. Elles reconnaissent les lipides
microbiens liés a une molécule apparentée au CMiggelée CD1. Ces cellules régulent
limmunité par leur libération de cytokines et peigent, entre autre, a I'auto-immunité
en assurant le maintien de la tolérance aux arggyda I'hdte Z8).
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Certaines sous-populations de LB, les lymphocytdp& exemple, sont capables de
répondre a des micro-organismes et aux toxinegiaches en produisant des anticorps
précoces. La plupart des IgM circulants se troudams le sang des individus normaux,
sont les produits des lymphocytes B-1, et un granthbre de ces anticorps sont
spécifigues des glucides présents dans les paroiserimmnes. Ainsi, certaines
populations de lymphocytes réagissent comme sis gllarticipaient a l'immunité
adaptative (production d’anticorps) mais elles dets caractéristiques de l'immunité
innée (rapidité des interventions et diversité tgmide reconnaissance de I'antigei28).(

Le systéme du complément

Le systeme du complément est un ensemble de pestéin sérum et de la surface
cellulaire qui interagissent les unes avec leseaytinsi qu'avec d’autres molécules du
systeme immunitaire pour générer des effecteurs ritams des réponses immunitaires
innées ou adaptatives. Il existe 3 voies d’actoratiilu complément qui different par la
maniéere dont elles sont initiées. La voie classiggteactivée par les complexes antigéene-
anticorps, la voie alternative par les surfacesobiennes et la voie des lectines par les
lectines plasmatiques qui se lient aux micro-orgraeis. Chaque voie d’activation du
complément est composée d'une cascade d’enzymedéolytmues qui produit des
médiateurs inflammatoires et des opsonines, etiestrla formation d’'un complexe
lytigue qui s’insere dans les membranes cellulaireemmeé complexe d’attaque
membranaire (MAC, Membran Attack Complgx Les composants centraux du
complément sont les protéines plasmatiques C3 etj@=st clivée en fragments (C3a,
C3b, Cbha, C5h) par des enzymes produites danstdeestinitiales. Le systéme du
complément exerce 3 fonctions dans les défensdétdte. En premier lieu, la protéine
C3b recouvre les micro-organismes (opsonisatioriawarise ainsi leur prise en charge
par les phagocytes. En second lieu, certains fraggn@otamment C3a et Cba, sont
chimiotactiques pour les phagocytes et favoriseat recrutement leucocytaire
(inflammation) au site d’activation du complémeBkn troisieme lieu, l'activation du
complément entraine la formation du MAC causant lyse osmotique ou la mort
apoptotique de I'agent infectieuR(Q).

b- Les cytokines de I'immunité innée

Les cytokines sont des protéines régulatrices sedulale faible masse moléculaire,
ou des glycoprotéines sécrétées par les cellulesiimiaires et par de nombreuses autres
cellules de I'organisme en réponse a differentaudtis. Ces molécules participent a la
régulation du développement des cellules immumisa@ffectrices, et certaines possedent
par elles-mémes des fonctions effectrices directes.

Les cytokines de I'immunité innée exercent des tions variées dans les défenses
de I'néte. Le TNF, I'lL-1 et les chimiokines (cytal@s chimiotactiques) sont les
principales cytokines participant au recrutemest@RN et des monocytes sanguins dans
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

les foyers infectieux. Les DC et les macrophageslyisent également de I'lL-12, en
réponse au LPS et a d’autres molécules microbiempuiesa stimuler la sécrétion d’IFN-
y par les cellules NK, qui a son tour active les mplages permettant une amplification
de la réponse antimicrobienne. Dans les infectiarades, les DC, les macrophages et les
autres cellules infectées produisent des interdmtype I, les IFN+ et {3, qui inhibent

la réplication virale et empéchent la propagatieridfection aux cellules non infectées.

1.2.241'immunité adaptative

Bien que la réponse immunitaire innée soit en neesl@ combattre de maniere
efficace un grand nombre d’infections, de nombrgathogenes sont capables d'y
échapper ou de la surpasser. La défense contrageess infectieux incombe alors a la
réponse immunitaire adaptative, qui fait interveleis lymphocytes et leurs produits,
notamment les anticorps. L'immunité adaptative pdes quatre propriétés
caractéristiques :  spécificité¢  antigénique, ditérsi mémoire immunitaire et
reconnaissance du soi et du non-soi.

La spécificité antigénique du systeme immunitaieenpet la distinction de millions
d’antigenes ou de parties d’antigenes différentstteC spécificité et cette diversité
remarquable reposent sur le fait que les lymphsogx@riment des récepteurs de maniere
clonale, chaque clone exprimant un récepteur adjang qui difféere des autres clones. Ces
récepteurs permettent la reconnaissance de noneSressuctures spécifiguement
différentes sur des antigénes étrangers. Pour woe, falusieurs mécanismes de
réarrangements et de recombinaisons aléatoireseténrecensés : la recombinaison
aléatoire des segments géniques codant pour lesusgas des différents récepteurs de
surface ; I'imprécision de la jonction qui doit f@re entre les différents segments de
genes qui doivent étre raccordés ; les multiplesbioaisons possibles d’appariement des
différentes chaines des récepteurs ; et pour lesptéurs des LB, I'apparition de
mutations somatiques dans les régions variablestdg@aes des Ig. Cette stratégie permet
la reconnaissance de nombreux antigenes et laenigéace de la réponse, qui se traduit
par l'activation des cellules et I'expansion clenalinsi que la formation des cellules
mémoires. La mémoire immunitaire permet, lors d’saeonde rencontre de I'organisme
avec l'antigene, une réponse beaucoup plus rapidaesprotection pouvant durer toute
la vie contre de nombreux agents infectieux. Let&sge immunitaire ne répond
normalement qu'aux antigenes étrangers, suggéramtl st capable d'une
reconnaissance du soi et du non soi. Néanmoins,nidEmnismes d’élimination des
récepteurs auto-réactifs peuvent étre mis en m@fined’éviter une réponse inappropriée
aux molécules du soi qui pourrait étre fatale.
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a- Les effecteurs de 'immunité adaptative

Les lymphocytes sont les seules cellules qui porthrg récepteurs spécifiques
d’antigenes, et sont par conséquent les médiaesssntiels de 'immunité adaptative.
Bien que tous les lymphocytes soient morphologicergnsimilaires, leurs fonctions et
leurs phénotypes sont extrémement hétérogeneds somt capables de réponses et
d’actions biologiques complexes. A I'heure actuatkes cellules sont souvent distinguées
par leurs protéines de surface, nommées ClDster of Differentiatioly qui peuvent étre
identifiées par différents anticorps monoclonauxes Ltrois principaux types de
lymphocytes sont les LB, les LT et les cellules MKs dernieres participant également a
limmunité innée (Figure 10). En fonction de l'agepathogene impliqué et des
médiateurs sécrétés par les cellules de 'immunitée, la réponse immune adaptative va
pouvoir étre modulée en 2 types de réponses :

- La réponse humorale agit contre les agents patlesgertracellulaires, et fait
intervenir les LB.

- La réponse cellulaire agit contre les cellulesdtdes par un agent pathogene et
les cellules cancéreuses, et fait intervenir les LT
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Figure 10 : Les classes de lymphocytegiré de (7)
Les lymphocytes B, médiateurs de I'immunité hunaoral
L'immunité humorale a pour principal moyen d’actiates immunoglobulines
produites par les plasmocytes (forme effectriceld®s les anticorps. Les LB arrivent a

maturation au sein de la moelle osseuse puis nigfens les tissus lymphoides. lls
expriment sur leur membrane des récepteurs dehiapécifiques a un antigene, appelé
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

anticorps membranaire ou BCB-Cell Receptgr Lorsqu’'un LB naif rencontre pour la

premiére fois l'antigéne natif reconnu par son BQR, liaison antigene-anticorps

provoque la division rapide de la cellule (expansitomale) et sa différenciation en LB

mémoire ou en plasmocyte. Les LB mémoire ont uméedde vie plus longue que les LB
naifs et expriment le méme BCR que le LB naif dansont issus. La mémoire permet
d’optimiser la capacité du systeme immunitaire alzattne les infections persistantes et
récurrentes. Les plasmocytes n’expriment plus |&kBfiais produisent I'anticorps sous
une forme sécrétée.

Les anticorps ont trois fonctions essentiellesnéatralisation consiste en la fixation
des anticorps membranaires sur des pathogénescalkilaires ou leurs toxines,
empéchant ainsi leur acces aux cellules qu'’ils r@oemt infecter et détruire. Les anticorps
sécrétés peuvent également se fixer sur les patbegg rendent les phagocytes aptes a
ingérer et détruire la bactérie ou le virus papbre@issance de la partie constante Fc des
anticorps qui recouvrent le pathogéne, on parl@sbaisation. L'opsonisation regroupe
d’ailleurs tous les processus par lesquels une aul@é(anticorps ou opsonines non
spécifigues comme les facteurs du complément) reedavmembrane d'une cellule cible
(bactérie, cellule infectée) pour favoriser sa gltgtpse. Enfin, les anticorps complexés a
un antigéne activent la voie classique du complément

Les anticorps sont des glycoprotéines de la supdia des immunoglobulines
composeées de 2 chaines lourdes H identiques etHai@es Iégeres L identiques jointes
par des ponts disulfures, avec pour chaque chaiaeartie constante (Fc) et une partie
variable (Fv). Les régions variables sont impligudans les fonctions de reconnaissance
de l'antigéne, tandis que la région constante esgiansable des fonctions effectrices de
'anticorps. Il existe ainsi 5 classes d’anticorggG, IgA, IgM, IgE et IgD, dont les
propriétés different. Les LB naifs expriment 2 sksd’anticorps liés a la membrane, les
IgM et les IgD, qui servent de récepteurs maisepEnt peu d’affinité pour I'antigéne.
Au cours de leur différenciation, les LB peuveninooeencer a produire des anticorps
présentant différentes classes de chaines loypdssant de I'lgM a I'lgG, a I'lgE ou a
I'lgA, c’est la commutation de classe. Ces Ig pnéset un plus grand nombre de sites de
liaison a I'antigéne et donc une plus grande d#irtn complément, I'exposition répétée
a un antigene protéique entraine, dans les cegerasinatifs, la production et la sélection
d’anticorps avec une affinité croissante pour igérie (maturation d’affinité), permettant
une élimination plus efficace des agents pathogemglsqués.

Les lymphocytes T, médiateurs de I'immunité cebela

Les LT proviennent eux aussi de la moelle osseuss, ra la différence des LB, ils
migrent vers le thymus ou ils maturent. Lors denkturation thymique, le LT acquiert
I'expression de son récepteur spécifique d’'un ankgappelé TCRT(Cell Receptor Le
LT ne reconnait I'antigéne que si celui-ci est prég par les APC sur des molécules du
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CMH. Lorsqu’un LT naif rencontre un complexe peet@MH a la surface d'une APC, |l
prolifére et se différencie en LT mémoire ou endifecteur.

Les LT naifs exprimant le co-récepteur CD8 devianwles LT cytotoxiques. Les LT
CD8+ reconnaissant des complexes CMH-I se difféesmceen LTc qui vont lyser les
cellules agresseées et sécréter des cytokines, maande I'lFNy et de I'lL-2.

Les LT naifs exprimant le co-récepteur CD4 deviahnguand a eux, des LT
auxiliaires (Th,T-helpe). Les lymphocytes Th se différencient en sous-paipns : les
LT régulateurs (LTreg), les lymphocytes Thl, lesyphocytes Th2 et les lymphocytes
Th17. Le sort de la descendance des cellules CR#As«es dépend des signaux provenant
de I'environnement local, particulierement dépendinia sensibilisation de 'APC. En
'absence de pathogene, la présence deT@F I'absence de cytokines inhibitrices,
favorise le développement de LTreg adaptativesimgmt Foxp3. En début d'infection,
I'IL-6 produite par les DC, associée au T&Hnduit des cellules Th17 qui expriment le
facteur de transcription ROR-, produisent de I'lL-17 impliquée dans le recruéginde
neutrophiles, et interviennent ainsi dans la régrades réponses inflammatoires et dans
la lutte antibactérienne8®). Plus tard, les DC et les autres APC produisenpanel de
cytokines, orientant ainsi la réponse immunitaieesvdes voies distinctes : Thl ou Th2.
Les cellules Thl sont ainsi définies par leur cdapaa produire I'lL-2 et I'IFNy,
favorisant la mise en place d'une réponse celllaiytotoxique spécifique des
pathogenes intracellulaires, tandis que les callile2 sécretent un panel de cytokines
différent, incluant I'lL-4, I'lL-5, I'IL-10 et I'lL-13, qui va orienter le systéme immunitaire
vers une réponse humorale. Ces cytokines agissemagiere spécifique en activant les
protéines STAT 32). Les cellules Thl et Th2 expriment respectivemestfacteurs de
transcription T-vet et GATA-3 (Figure 11).

f ) > LT effecteurs CYTOKINES
J ) 1} i IL-4 Réponse humorale -
f l‘r'// / Th2 | (Gataz ) Stimulation des LB
- b Facteurs de
y | “ LT CI'T.'iIr4+ STATE : transeription
. & na
~N g ,/ / IFN-7 Répense cellulaire
—_— STAT4 — Th1 T-bat Stimulation des LTc
<

e _ STAT2 :

- H‘”‘m = L Défense contre les
av STATS Th17 [ (Rort B bactéries extraceliulaires
A Cellule '

' dendritique .

TGFp Immunomadulation

Figure 11 : Différenciation des LT auxiliaires.Adapté de 33)
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

b- Le processus de présentation de I'antigene par |&sPC

L'activation des LT auxiliaires est un événemenicial dans l'induction d'une
réponse immunitaire adaptative. Comme nous venonge deoir, contrairement aux
cellules B qui lient directement l'antigéne, les b& reconnaissent l'antigéne qu'en
association avec des produits du CMH expriméssaiftace des APC. Cet événement de
reconnaissance est appelé présentation de I'aetigen

Le CMH est un locus génique dont les genes codentr pes molécules
d’histocompatibilité. Les génes du CMH sont résaet trois classes :

- Les genes de classe 1 codent pour les moléculelaske 1 du CMH, ou CMH-I.
Les plus importants sont les genes HLA-A, HLA-BHtA-C qui codent pour les
molécules du méme nom. Les molécules du CMH-I ptemela présentation du
peptide antigénique aux LT CD8+.

- Les génes de classe 2 codent pour les moléculelasie 2 du CMH, ou CMH-
Il. Les plus importantes sont les genes HLA-DP, HD® et HLA-DR qui
codent pour les molécules du méme nom. Les moleadueCMH-II permettent
la présentation du peptide antigénique aux LT CD4+.

- Les génes de classe 3 codent pour des moléculetermiénant pas dans la
présentation de l'antigene mais codant pour d’autn@lécules jouant un roéle
dans les défenses immunitaires.

Les molécules du CMH ne lient que des peptides etdautres types d’antigenes.
Ainsi seuls les antigenes protéiques vont pouutodr i@connus par les LT.

Présentation par les molécules du CMH-I

Les molécules du CMH-I vont présenter les peptasgéniques produits dans la
cellule, correspondant soit aux antigenes du soidmes tumorales), soit aux antigenes
provenant de virus mais synthétisés par la cellilgrement dit, ne sont pris en charge
par les molécules du CMH-I que les peptides endegygmovenant du cytoplasme. Les
molécules antigéniques vont étre dégradées paotégaome en peptides de taille bien
définie (9 acides aminés).

Les 2 chaines polypeptidigues composant les mascdu CMH-I vont étre
synthétisées, de maniére indépendante, dans kuluti endoplasmique (RE) de la
cellule nucléée. La chaine et la chainep2-microglobuline vont alors former un
complexe avec des protéines chaperonnes (caliggcutalnexine, tapasine) afin de
maintenir une conformation permettant I'associatiarpeptide antigénique. Ce complexe
protéigue s’associe ensuite a deux molécules, TAR-TTAP-2, présentes dans la
membrane du RE pour former un canal permettantdsgue des peptides antigéniques
formés dans le cytoplasme. Une fois dans la lundarBE, le peptide antigénique se fixe
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dans la région de liaison au peptide antigénioes protéines chaperonnes se détachen
du complexe qui migre vers la membrane plasmigaé&appareil de Golgi.
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Présentation par les molécules du CMH-II

Les molécules du CMH-II vont présenter les peptidesigéniques produits a
'extérieur de la cellule, correspondant soit a dgents pathogenes soit a des corps
apoptotiques. Ainsi seuls les peptides exogenesepest du milieu extracellulaire et
internalisés par endocytose sont pris en chargegmmolécules. L'antigéne sera cette
fois-ci dégradé par le systeme endo-lysosomal etides de taille variable (entre 12 et
25 acides aminés).

A leur tour, les 2 chaines polypeptidiques compbgzsimolécules du CMH-II vont
étre synthétisées, de maniere indépendante, daRE lde 'APC et vont former un
complexe avec une protéine désignée par le ternaénehinvariante. Cette chaine
invariante possede un segment transmembranaireneetsaquence CLIP (CLad$
Invariant chain Peptidg capable de s’associer avec la région de liasonpeptide
antigénique. Des lors que ce complexe est formmjgle vers I'appareil de Golgi dans
une vésicule d’endocytose. Celle-ci fusionne epsavec la vésicule endosomiale
contenant les peptides dégradés. Au niveau de ésikuwes se trouvent d’autres
molécules jouant un réle indispensable dans I'esgio; des molécules du CMH-II a la
membrane plasmique, ce sont les protéines HLA-DM. efet, elles permettent le
remplacement du fragment CLIP par un fragment aniige. La structure en cavité
ouverte des molécules du CMH-II permet une certaar@bilité dans la taille du peptide
qui s'y associera. Une fois le peptide chargé,dmmlexe est envoyé a la membrane
plasmique de 'APC.

1.2.34L 'inflammation

L'inflammation ou réaction inflammatoire correspantiensemble des phénoménes
réactionnels qui se produisent en un point donmégponse a des dommages cellulaires
ou tissulaires. Les causes de linflammation soainibreuses et variées : infection
(bactérie, virus, parasites, champignons), agemysigues (traumatisme, chaleur, froid,
radiations), agents chimiques (caustiques, toximesins), corps étrangers (exogenes ou
endogenes). Le processus inflammatoire comprend :

- des phénoménes généraux, exprimés biologiquememt Ipa syndrome
inflammatoire et cliniquement de fagon variableples souvent par de la fievre
et éventuellement une altération de I'état général.

- des phénomeénes locaux : linflammation se déroules da tissu conjonctif
vascularisé. Les tissus épithéliaux n'ont pas de adétif dans le déroulement de
la réaction inflammatoire mais ils peuvent étreéraélé par l'agression qui
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déclenche linflammation puis étre réparés au colerda phase terminale de
I'inflammation.

a- L'inflammation aigue

L’inflammation commence par une réaction de recmsaace, faisant intervenir
certaines cellules de l'organisme (monocytes, n@wges, lymphocytes) ou des
protéines circulantes (anticorps, protéines du cémpht, ...). A la phase de
reconnaissance fait suite la mise en jeu séquinteltout un ensemble de cellules et de
médiateurs dont l'ordre d’intervention est complestevariable. Certains médiateurs,
comme les prostaglandines et les cytokines, samuyitis par différents types cellulaires,
agissent sur plusieurs types cellulaires et comttdparfois leur propre production par
régulation rétroactive. Quel que soit son siégdaehature de l'agent pathogene, le
déroulement d'une réaction inflammatoire présents daracteres morphologiques
généraux et des mécanismes communs. Néanmoirdifflsentes étapes présentent des
variations liées a la nature de l'agent pathogBmgane ou elle se déroule, le terrain
physiologique de I'hnéte : tous ces éléments camtignt l'intensité, la durée de la
réaction inflammatoire et l'aspect lésionnea réaction inflammatoire aiglie est un
processus dynamique comportant plusieurs étapeessices : la phase vasculaire, la
phase cellulaire, la détersion et la phase deutsol

La phase vasculaire

Elle se traduit cliniquement par les quatre sigresdinaux classiques de
l'inflammation aiglie : rougeur, chaleur, tuméfactiatouleur. Elle comporte trois
phénoménes : une congestion active, un cedeme mismre (I'exsudat), et une
diapédése leucocytaire.

La congestion active est une modification du calibasculaire quapparait tres
rapidement, apres une bréve vasoconstriction, etsisi® en une vasodilatation
artériolaire puis capillaire dans la zone atteintecalement, il en résulte une
augmentation de l'apport sanguin et un ralentiseeghe courant circulatoire. Les petits
vaisseaux sont dilatés et gorgés d'hématies. Laesbion est déclenchée par un
mécanisme nerveux (nerfs vasomoteurs) et l'actianét#ateurs chimiques.

L’cedéme inflammatoire correspond au passage darssieconjonctif interstitiel ou
les cavités séreuses, d'un liquide, appelé exstaiat'eau et de protéines plasmatiques.
Sa traduction clinique est un gonflement des tisgusen comprimant des terminaisons
nerveuses, est responsable de la douleur (égalggmaraquée par certains médiateurs
chimiques). L'cedéeme inflammatoire résulte d'une nargation de la pression
hydrostatiqgue due a la vasodilatation, et surttwtelaugmentation de la perméabilité de
la paroi des petits vaisseaux sous l'effet de ntédia chimiques, dont I'histamine.
L’'cedéme va permettre un apport local de médiatehimiques et de moyens de défense
(immunoglobulines, facteurs de la coagulation,dart du complément), une dilution des
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toxines accumulées dans la Iésion, une limitatiofoglar inflammatoire par une barriére
de fibrine (& partir du fibrinogéne plasmatiquejitant la diffusion de micro-organismes
infectieux, et un ralentissement du courant citoila par hémoconcentration, ce qui
favorise le phénomene suivant, la diapédese letaioe\(Figure 12).

La diapédese leucocytaire consiste en la migradies leucocytes en dehors de la
microcirculation et leur accumulation dans le folé&sionnel. Elle intéresse d'abord les
polynucléaires (pendant les 6 a 24 premiéres hpysas un peu plus tard (en 24 a 48
heures) les monocytes et les lymphocytes. Il s'dgihe traversée active des parois
vasculaires qui comporte plusieurs étapes : i) dagmation des leucocytes a proximité
des cellules endothéliales, favorisée par le rasement du courant circulatoire, ii)
'adhérence des leucocytes aux cellules endotkéliglar la mise en jeu de molécules
d'adhésion (intégrines, sélectin€ell Adhesion MoleculesICAM, VCAM) présentes
sur la membrane des leucocytes et sur I'endothékearii) le passage trans-endothélial
des leucocytes. Les leucocytes émettent des psede®pqui s'insinuent entre les
jonctions intercellulaires des cellules endothéBgbuis ils traversent la membrane basale
grace a une dépolymérisation transitoire provoguagdeurs enzymes.

P SANG il TISSUS
0 0
| I | /-"‘\\I
IIHI Monocyle
|_| |f(_?'~. [ p— ,‘/35\\_\
( || I o ;" ||E||I - e : |°".; ® . (23 o Aciwatlon du complément
,Lf oo I ————Histamine -..:3. | @
."Il / VAR o, \{;"}i" 7-/| C5a . ’?’ %Antlcorps
ni o H : ™ Prostaglandines i ”
|g' VCAMIY | - Leucotriénes = — el H &
! |:[||| i Mastocyste i = —-—.H
| [/ -1
| imiotaxie e 4 e
l Nnmmp]ule = ’ 2% T ! ] *
(0 e e e/ = Bactéries
[ e | — : L&n.l'..;:a
@B .
i o e [ ! < T
| * Spiiv __,i:-r['.r"il |'e —_— Chrmlnkmes o ‘ V:z;::giﬂlﬁgn
|.I]| / £ ‘.;_*.\l o _'"“-.h - hq @
i@ T
}.4 TREL ' |~ “~-R_ TSN R P .9,
Psélectine U| @
[[“ [ | ™. Prostaglandines & L“\u\j'ﬂ ¢ :
|1 I _-,_,//- Ciicahianes Congeston active
l Nmp l_ﬂ_{"u'lr. o Macrophages /
l'"‘ s activés el
f | |I ’_;’
\m l\<> ' R
| __%;? [ . B
HI LEA- 1S, i =
[ B TS
| ICAM-1
(o 0
J U

Figure 12 : Diapédése leucocytairéAdapté de 34)

En plus des leucocytes déja abordés dans ce manmsonocytes, lymphocytes et
PNN), la réaction inflammatoire va faire interveniiautres types de leucocytes, les
basophiles et les éosinophiles, ainsi que deslesligranuleuses, les mastocytes. Les
basophilessont les plus rares des leucocytes circulant24p mais ils sont avec les
mastocytes, les cellules portant le plus de réceptmembranaires aux IgE, impliqués
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

dans la réaction d’hypersensibilité immédiate &t dbocs anaphylactiques (réactions
allergiques exacerbées). Apres activation, ils veetréter différentes molécules, en
particulier de I'histamine. L'histamine va augmenta permeéabilité des capillaires
sanguins, ouvrant ainsi la voie a la diapédese alies cellules de I'inflammation
comme les neutrophiles, les lymphocytes et vontvercte complément. Les basophiles
vont plutét orienter la réponse immunitaire vers véponse Th2jia la production d’IL-

4 et d’'IL-9 35). Leséosinophiles(ou polynucléaires éosinophiles, PNE) représerient
5% des leucocytes circulants et jouent un réle damsunité antiparasitaire. Ills vont
S'attaquer aux parasites de I'organisme, sanégopyter. Aprés fixation, les PNE vont
déverser le contenu de leurs granules contenantsulestances toxiques : les ESPG
(Eosinophil Specific Granule Protelnpscomme les protéines MBP-1 et MBP#gjor
Basic Protein-1 et Ret des enzymes comme I'EPBoginophil peroxydagecapable de
former des ROS en présence de peroxyde d’hydro@es@,), et 'TECP Eosinophil
Cationic Protein, une RNase présentant des activités antipan&stat antibactériennes.
Les PNE secretent un grand nombre de cytokine® ethaniokines dont le GM-CSF,
'IL-3, I'IL-5 et I'éotaxine, qui vont avoir des @ions autocrines sur la différenciation et
la multiplication cellulaire, mais aussi sur le mgement des macrophages et des PNN
(36). Les mastocytes, riches en histamine et en récepteurs aux IgE,etdr de
I’héparine, des chondroitines sulfates et des pset® (tryptase, chymase, cathepsine G et
carboxypeptidase A), aux propriétés antibactérienee antiparasitaires. Comme les
neutrophiles, les mastocytes sont également capalble former des piéges
extracellulaires (MCET,Mast Cell Extracellular Traps Les mastocytes sécrétent
différents médiateurs de linflammation: de la adénine (neuromédiateur), des
leucotrienes et des prostaglandines impliqués otispenent dans la broncho-constriction
et la contraction des muscles lisses, et des awskills vont libérer les mémes cytokines
(IL-4 et IL-9) que les basophiles qui vont entraiheur auto-activation, favoriser le
recrutement des neutrophiles, ainsi qu’activerrgnder la réponse immunitaire vers un
type humoral. Il a par ailleurs été montré que teastocytes pouvaient réguler
'environnement pro-inflammatoire en sécrétant de-10, puissante cytokine anti-
inflammatoire, ce qui confere aux mastocytes ue rgiportant dans le contrble de la
réaction inflammatoire3(7).

La phase cellulaire

La phase cellulaire correspond a l'afflux extravdaice des leucocytes, et se
caractérise par la formation du granulome inflanumet Le foyer inflammatoire
s'enrichit rapidement en cellules provenant :

- du sang (polynucléaires, monocytes et lymphocytégres diapédése, ces
cellules quittent le territoire péri-vasculairengigrent vers le foyer lIésionnel par
chimiotactisme. Les agents chimiotactiques, praedodr les tissus altérés, par des
bactéries et par les leucocytes déja présents tan®yer inflammatoire
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(leucotriene B4, IL-8, Cba, ...), se fixent sur désapteurs membranaires des
leucocytes, ce qui conduit a l'activation du cytedgtte et a la mobilisation du
leucocyte.

- du tissu conjonctif local (fibroblastes, cellulesdethéliales, et macrophages
résidents). Localement des cellules vont se midtigfibroblastes, lymphocytes,
cellules endothéliales, et a un moindre degré npdages) et des cellules vont se
transformer ou se différencier.

La conséquence est une accumulation de polynuetalont les enzymes sont
libérées dans le foyer inflammatoire. Les neutrlgshicomme les macrophages, sont
capables de phagocyter les différents pathogénes lesuwlétruire. lls sont également
capables de libérer dans I'environnement extracetkil des molécules a activité
antimicrobienne comme les ROS et les RNS, des gepitationiques (lysozyme, BPI
Bactericidal/Permeability-Increased proteinathelicidine), des protéases a serine (NSP,
Neutrophil Serine Proteinasesais aussi des molécules pro-inflammatoires (cytsket
metalloprotéases matricielles (MMRatrix MetalloProteinases On observe également
une modification des fibroblastes en myofibroblastgui acquiérent ainsi des propriétés
contractiles et de synthése des constituants aatdce extracellulaire.

Détersion

Elle succéde progressivement a la phase vascuddiest contemporaine de la phase
cellulaire. La détersion peut étre comparée a utoyege du foyer Iésionnel : c'est
I'élimination des tissus nécrosés (issus de [l'agmesinitiale ou du processus
inflammatoire lui-méme), des agents pathogénes digdide d’exsudat. On peut alors
observer la formation, sur le lieu de linfectiafiun liquide jaunatre, le pus, qui va
contenir des granulocytes neutrophiles ou des mhaggs, des débris cellulaires, des
cellules mortes ou mourantes. La détersion s'effesélon 2 mécanismes : i) la détersion
interne, ou les tissus nécrosés et certains agattisgenes (micro-organismes infectieux,
corps étrangers) sont éliminés par phagocytoseistape le liquide d'cedeme et le pus
sont drainés dans la circulation lymphatique eton@ss par les macrophages
(pinocytose) ; ii) la détersion externe, qui petre &pontanée (liquéfaction de matériel
nécrosé et élimination par fistulisation a la peawdans un conduit bronchique, urinaire,
intestinal), ou chirurgicale, parage souvent indispéle lorsque les lésions sont trop
étendues ou souillées.

Résolution de l'inflammation et réparation tissuéai

Lorsque les pathogénes sont éliminés, la répondamnfatoire va diminuer
d’intensité. Il va y avoir un équilibre entre leytakines inflammatoires et anti-
inflammatoires. Cet équilibre va induire une dimiontde I'expression des intégrines au
niveau des cellules endothéliales, ce qui va pérenee diminuer le recrutement des
différents leucocytes. Les neutrophiles présentdessite vont entrer en apoptose et vont
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

étre éliminés par phagocytose par les macropha@Gestrairement a la nécrose,
'apoptose permet aux neutrophiles de ne pas libleners granules dans le milieu
extracellulaire et donc de diminuer I'état inflamoiee. Dans certaines conditions, les
neutrophiles vont retarder ce processus apoptqtigisant persister I'état inflammatoire.
La phagocytose des neutrophiles apoptotiques va afdrainer une vive diminution de la
production de cytokines inflammatoires comme I'l;1'IL-8 et le TNF-a par les
macrophages, participant ainsi a la résolutioridgadmmation.

La réparation tissulaire suit une détersion conmeplEtle peut aboutir a une cicatrice
si le tissu |ésé ne peut se régénérer ou lorsqueesiruction tissulaire a été trés
importante et/ou prolongée. Le processus de réparamplique de nombreux facteurs de
croissance et des interactions complexes entredidgles et la matrice extracellulaire
pour réguler les proliférations et biosynthésedutmies. Les étapes de la réparation
tissulaire sont les suivantes : i) constitution d’'mouveau tissu conjonctif (bourgeon
charnu) qui va remplacer les tissus détruits auscda l'inflammation et qui va évoluer
vers ii) la constitution d’'une cicatrice, forméeud’ tissu conjonctif fibreux prenant la
place des tissus détruits, ou vers iii) la régéiaraépithéliale. Celle-ci apparait
parallelement a la réparation conjonctive. Les ubedl épithéliales détruites sont
remplacées par la prolifération des cellules épéles saines situées autour du foyer

inflammatoire.

b- L’inflammation chronique

L’environnement pro-inflammatoire va permettreifi@hation des pathogenes mais
peut devenir délétere pour I'organisme si cet gtédmmatoire persiste. En effet, les
métabolites toxiques (ROS, RNS) et les protéasegqagticulier les NSP, libérés dans
'espace extracellulaire, sont capables de détheiseprotéines de structure des parois
cellulaires comme I'élastine et le collagéne, aigge des constituants majeurs de la
matrice extracellulaire comme la fibronectine et l@minines, causant ainsi des lésions
tissulaires et libérant des petits peptides chiaticactants qui vont induire un nouveau
recrutement de neutrophiles et la perpétuation’@at linflammatoire, on parle alors
d’'inflammation chronique (Figure 13).

Les inflammations chroniques n’ont aucune tendadéda guérison spontanée et
évoluent en persistant ou en s'aggravant pendasiepks mois ou plusieurs années, a
I'origine de nombreuses pathologies. Ce ne sontqgeurs les mémes mécanismes qui
sont mis en jeu : dans de rares cas, il peut y gasistance du stimulus inflammatoire
(agent infectieux, physique ou toxique persistamgis souvent, il est difficile de mettre
en évidence le stimulus déclenchant, comme c’est$edes allergies ou des maladies
autoimmunes, ou une altération de la régulation duesystimmunitaire est souvent
observée.
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Figure 13 : Résolution des inflammations aiglies ehroniques
c- Les pathologies inflammatoires pulmonaires

L'inflammation est un processus habituellement figné pour ['organisme
puisqu’elle lui permet d'éliminer les agents patmegeet de réparer les Iésions tissulaires.
Cependant, il arrive que celle-ci devienne néfakiefait de l'agressivité de l'agent
pathogene, de sa persistance, du siege de l'infiiom) d’anomalies dans la régulation
du processus inflammatoire, d’anomalies quantitatieai qualitatives des cellules
intervenant dans l'inflammation. Une dérégulationladeéaction inflammatoire conduit
ainsi a une grande variété de pathologies humapuessant toucher tous les organes de
'organisme. Le poumon constituant le centre dii@téle cette revue bibliographique,
seules les pathologies inflammatoires pulmonaired &tre abordées dans la suite de ce
chapitre.

La fibrose pulmonaire

La fibrose pulmonaire fait partie des pneumopathiesstitielles. Elle se caractérise
par un dépbt excessif de collagéne et de fibrineniseau des alvéoles et du tissu
interstitiel pulmonaire, qui vont former des citegs fibreuses. Ce processus fibrosant est
modulé par le recrutement de leucocytes et ladiimr de protéases, la production de
cytokines (TNFe), de chimiokines (IL-8) et de facteurs de croisseafiTGFg). Les
fibroblastes jouent également un réle important sdaette pathologie. On trouve
différentes formes de cette pathologie qui peuvéime bénignes et d'autres plus
invalidantes. Elles peuvent évoluer rapidement jidgsguduire I'incapacité totale et la
mort.
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CHAPITRE 1. La pneumonie, une inflammation aigtie peumons

Les pathologies chroniques de I'appareil respiregoi
- L’asthme

L’asthme est une des maladies chroniques les pagdntes. C'est un désordre
inflammatoire qui s’accompagne de remaniements biiesade la structure des voies
aeriennes. Cette inflammation est secondaire afiltrat de cellules inflammatoires, en
particulier les mastocytes et les eéosinophiles, gont stimuler la production
d’endothélines par les cellules endothéliales. €edothélines vont engendrer une
réaction de broncho-constriction et de vasoconglric une hyperplasie des muscles
lisses, une hypersécrétion de mucus et la produdgoNO, qui vont conduire a différents
symptomes : toux, oppression thoracique et dys(3&e

- Les broncho-pneumopathies chroniques obstructBBEQ)

Les BPCO (bronchite chronique, emphyseme) sonpdtwlogies caractérisées par
une réduction progressive, non réversible, des tglé@spiratoires, associée a une
distension permanente des alvéoles pulmonaires BBE3O sont caractérisées par une
inflammation chronique pulmonaire, due a l'accurtiata de macrophages, de LT,
notamment de LT CD8+ et de neutrophiles. Dans lifian de la pathologie, des
modifications anatomopathologiques caractéristiqpes/ent étre observées comme une
hypersécrétion de mucus et un dysfonctionnemeiatirei] responsables de la toux et de
I'expectoration chronique, et une dyspnée résultient obstruction des voies aériennes
supérieures, du processus de fibrose des petites ag@iriennes et de I'apparition d’'un
emphyseme (destruction des parois alvéolaires patknchyme pulmonaire).

- La mucoviscidose

La mucoviscidose est une maladie génétique toudieamsemble des organes revétus
d'un épithélium glandulaire. C'est une maladie tigué létale a transmission
autosomique récessive, la plus fréquente dansdpslations de type caucasienne. Elle
est liee a des mutations du géne CFTR, entrainaataltération fonctionnelle de la
protéine CFTR Qystic Fibrosis Transmembrane conductance Regylata protéine
CFTR, située au poble apical des cellules épithedjase comporte comme un canal
ionique, participant ainsi au maintien de I'homéss des épithéliums. Le non-
fonctionnement du canal CFTR va entrainer une d#sigtion du mucus, a l'origine
d’altérations séveres et précoces de la clairanoeoruiliaire, une hyperplasie des
glandes sero-muqueuses et la formation de boudmosieux dans les voies aériennes.
Ces conditions pathologigues sont favorables acolmisation bactérienne, qui va étre a
'origine d’'une inflammation chronique des bronché&tat inflammatoire permanent
s’explique de plusieurs fagons : soit par cettedtibn bactérienne chronique, soit par
l'existence de phénotypes différents des neutrephithez les patients atteints de
mucoviscidose comparés aux patients sains. Lesapduies des patients atteints de
mucoviscidose seraient ainsi plus résistants ajtgse, retardant leur phagocytose lors
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de la résolution de I'inflammatior39).

Les pathologies aigties de I'appareil respiratoire
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- Les exacerbations de BPCO

Ces exacerbations sont des aggravations tempqrquabtatives et quantitatives de
linflammation chronique des voies aériennes, lattes a des microorganismes et aux
facteurs environnementaux (fumée de cigarette, gaHution). Le recrutement des
neutrophiles et des éosinophiles, au cours desephdiexacerbation, est a I'origine de
fortes réactions inflammatoires, qui peuvent corelaiune incapacité respiratoidg)).

- Le syndrome de détresse respiratoire aigiie (SDRA)

Le SDRA est une inflammation pulmonaire aiglie etsigeante qui a pour
conséqguence une chute radicale de la complianoeopalire et de la capacité d'échanges
gazeux au niveau de la membrane alvéolo-capill@iette pathologie est caractérisée par
la diminution de la production des protéines dufasiant, le recrutement massif de
macrophages et de PNN, la production et la libématexcessive de médiateurs
inflammatoires, ainsi que la production et le dépi@ collagene de type lll, la
prolifération et l'invasion des fibroblastes au eaw des alvéoles pulmonaires. Ces
différents processus causent un état inflammatséecre et la destruction du tissu

pulmonaire pouvant conduire a une hypoxémie et deéillance multi-viscérale
entrainant la mort.

- Les infections respiratoires aigues (IRA)

Sinusite —

Angine

(infection de l'oropharynx)

.  Pharyngite

(infection du pharynx) Taryngite

Trachéit (infection du larynx)
rachéite

(infection de la trachée)

Pleurésie

Bronchiolite W (inflammation de la plévre}

(infection des brunchiole ¥ . g

Pneumonie
(infection des alévoles)

Figure 14 : Les inflammations de I'appareil respirabire

Bronchite
(infection des bronches)

Les poumons inhalent constamment des micro-orgasisoui peuvent étre a
I'origine de pathologies infectieuses graves potcanser la mort. Les IRA représentent
un grave probleme de santé publigue chez les ententmoins de 5 ans, principalement
dans les pays en voie de développement ou les tRAla principale cause de mortalité,
mais aussi dans les pays développés en tant qee dawportante de morbidité et de
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consultation des services de santé. Les IRA peu@é&et plus ou moins graves en

fonction : i) du niveau de l'atteinte de I'arbresp&ratoire (haute ou basse) : les infections
respiratoires hautes (rhume, grippe, rhinophargngéngines, laryngotrachéite) sont
généralement plus bénignes que les infections redspes basses (bronchite,

bronchiolite, pneumonie) (Figure 14); ii) de latura et de la virulence de l'agent

pathogene impliqué ; iii) de facteurs propres atéhéage, sexe, statut immunitaire ; iv) et
de différents facteurs parmi lesquels I'environneti{saison, climat), ou la rapidité de la

prise en charge du patient. Dans certains casRiegpeuvent aboutir en une septicémie
(association d'une bactériémie et d'un syndrome@piense inflammatoire systémique) ou
un dysfonctionnement multi-viscéral.

Les pneumonies, touchant le tissu alvéolaire,sebfencho-pneumonies représentent
70 a 80 % des admissions hospitalieres pour une LRA symptdmes les plus courants
de la pneumonie sont les suivants : une montégde fsoudaine pouvant atteindre 41 °C
et des frissons importants ; un souffle court, respiration et un pouls rapides ; une toux
séche puis, aprés quelques jours, grasse et acgoagpale sécrétions jaunatres ou
verdatres ; une douleur thoracique qui S’intensdigant la toux et les inspirations
profondes ; une dégradation de I'état général gi@ti perte d’appétit) ; des douleurs
musculaires ; des maux de téte ainsi qu’une rdagpiraifflante.

Conclusion

L’inflammation est une réaction complexe du systadmelunitaire inné dans les
tissus vascularisés, en réponse a une infectiagndms Iésions tissulaires. L'inflammation
débute par des changements vasculaires qui fambriserecrutement des leucocytes
(neutrophiles et monocytes) au niveau du foyeramfhatoire. La production de
médiateurs inflammatoires par les cellules immuneées va alors permettre I'activation
d’'une multitude d’effecteurs, qui vont permettre mleutraliser et détruire les agents
pathogenes, ainsi que de mettre en place des rsgeide réparation tissulaire. Les
réponses immunitaires adaptatives locales peuvgale®ent étre mobilisées afin de
réguler I'inflammation.

Alors que linflammation présente une fonction paitice en contrélant les
infections et en favorisant la cicatrisation desus, elle peut également étre a I'origine
de Iésions tissulaires et de pathologies. Ainsinigegau pulmonaire, différentes atteintes
respiratoires résultent de processus inflammatoiéssi, nous avons pu voir que la
pneumonie est la conséquence d’'une inflammatiorokdiré, en réponse a une infection.
Dans la section suivante, nous allons véritablenments focaliser sur celle-ci. Nous
verrons ainsi qu'une multitude de pathogenes soptiqués dans la pathogenese de cette
maladie, ce qui ménera a nous intéresser aux iffés méthodes de diagnostic clinique
et étiologique dont disposent les cliniciens afntichiter au mieux les patient souffrant de
cette pathologie.
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La pneumonie est la principale cause simple deatitgrichez les enfants de moins
de 5 ans. L'incidence dans cette tranche d’agesshée a 0,29 épisode/enfant/an dans
les pays en développement et a 0,05 épisode/emfiatidins les pays développés (Figure
15). Il en résulte environ 156 millions nouveauxsépies de pneumonie chaque année
dans le monde, dont 151 millions dans les payséseldppement. La plupart des cas se
produisent en Inde (43 millions), en Chine (21 imilk), au Pakistan (10 millions) et
également en grand nombre au Bengladesh, en Inidostéau Nigéria (6 millions pour
chacun de ces pays}1). En France, la pneumonie touche 5 a 12 persopmaés1 000
par an 8). Parmi I'ensemble des cas communautaires, 7 a 4@% assez graves pour
menacer le pronostic vital et nécessiter une halsgation. La pneumonie est responsable
d’environ 19% des déces d’enfants de moins de Sdamg plus de 70% se produisent en
Afrique sub-saharienne et en Asie du Sud-Est (Eidgu#t). Toutefois, ce chiffre ne tient
pas compte des décés par pneumonie qui surviepeadant la période néonatale, c’est-
a-dire au cours des quatre premiéres semaines lapnegssance. Selon les estimations,
26 % des déces de nouveau-nés, soit 10 % des décdants de moins de 5 ans, sont
provoqués par des infections graves survenant as ce la période néonatale, dont une
bonne partie a pour origine une pneumonie ou upkceeie (Figure 17)4Q2).

Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédenthatebreuses défenses
naturelles protegent I'enfant en bonne santé demtagpathogenes susceptibles de
pénétrer dans ses poumons et de provoquer une pneurin revanche, un enfant ou un
nourrisson, dont le systeme immunitaire est affa#glmoins de défenses. Les enfants
dénutris, notamment ceux qui ne sont pas allakékigivement au sein ou qui ont une
carence en zinc, sont davantage exposés au risgue,comme les enfants et les
nourrissons qui souffrent d'autres maladies, tejles le SIDA ou la rougeole. Certains
facteurs environnementaux, comme l|'entassement fdedlles dans des logements
exigus, le tabagisme des parents ou la pollutiobadea l'intérieur des locaux, pourraient
augmenter le risque pour lI'enfant de contracter pneumonie et en aggraver les
conséquenceg).

La réduction de la mortalité infantile représentedes enjeux majeurs des politiques
mondiales de santé publique et constitue, a cet, ¢ffin des Objectifs du Millénaire pour
le Développement, adopté en 2000 par 193 membré®dgnisation des Nations Unies
(ONU) (43). Afin d’atteindre cet objectif consistant a rédude deux tiers la mortalité
infantile, d’ici 2015, la lutte contre la pneumoreist au centre des préoccupations.

Pour réduire la mortalité, il est essentiel d’avigee les enfants ne contractent cette
maladie. La prévention passe principalement par nurtgtion adéquate, I'éducation a
'hygiéne, la lutte contre la pollution de lair Eintérieur des locaux, mais aussi
'augmentation de la couverture vaccinale et lssguiption de traitements adaptés. Ces
deux dernieres mesures nécessitent de connaitisdréent les agents pathogénes mis en
cause et mettent en avant I'importance de I'étabiigent d’'un diagnostic fiable.
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CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

2.1-Les pathogénes respiratoires

Nous disposons de relativement peu de données esmurafjents pathogénes
responsables de la pneumonie et les informatiosgodibles sont souvent difficiles a
interpréter. On sait que, dans les pays en développe les formes séveres de
pneumonie de I'enfant sont principalement dueédraptococcus pneumonia@ans une
moindre mesure, on trouve aussi des cas de pnearbantérienne bénins, mais les cas
d’origine virale sont probablement plus nombrettaemophilus influenzade type b
(Hib) est un autre agent pathogene bactérien fraqment responsable. Enfin, d’autres
pneumopathies prenant I'allure d’'une pneumonie peuétre provoquées par des virus,
des bactéries moins courantes ou des champigddhd\ous allons maintenant faire un
état des lieux des pathogénes décrits pour étraghrss responsables des pneumonies et
des infections respiratoires basses. Nous verronsffet par la suite que le diagnostic
clinique précis de la pneumonie est difficile ab&éta donc qu’'un pathogéne impliqué
dans une IRA est également susceptible de provaguepneumonie.

2.1.14 es bactéries

La pneumonie typique, dont les symptébmes ont pefoé@tent été décrits, est
généralement causée par les bactérfiseptococcus pneumonjadHaemophilus
influenzae ou Staphylococcus aureu®ans de plus rares cas, on observe des cas de
pneumonies atypiques qui se manifestent par degptéymes qui peuvent étre moins
prononcés que la pneumonie typique. Par exempltaimes personnes atteintes de
pneumonie n'ont ni fievre, ni douleurs thoracigues.pneumonie fait alors penser a une
infection respiratoire, comme une bronchite, uneusiite ou une grippe. Parmi les
bactéries qui causent la pneumonie atypique, omuet Mycoplasma pneumoniae
Chlamydia pneumoniaet Legionella pneumophil&d5, 46).

a- Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniadou pneumocoque) est lI'agent pathogene le plusntkpaans les
pneumonies. C’est une bactérie diplocoque a Gramryltiplication extracellulaire, dont
la paroi est constituée d'un peptidoglycane et dd#\. C'est un hoéte normal
habituellement retrouvé dans le nasopharynx chezod&breux porteurs sains, a raison
de 30-50% d’enfants et de 5-10% d’adultes. L'ingruce de la colonisation est soumise a
des variations saisonniéres avec des pics en géhivérnale, qui est la période de forte
incidence des infections pulmonaires. Le passagéétid de commensalisme a un état
pathogene n’est pas élucidé. Cependant, de nombaeteurs de pathogénicité et plus de
125 genes ont étre décrits comme étant impliqués d& virulence. Les principaux
facteurs de virulence peuvent étre divisés en geoupes :
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- Le premier groupe est constitué par des compostnturface (la capsule, les
protéines de surface PspA et PspC, protéine larfadteur H du systeme du
complément, C3-protéase) qui jouent un réle immparéar début de l'infection en
inhibant la phagocytose. Cette inhibition de laguwytose est, en grande partie,
due a une inhibition de l'activation du systemedinplément47).

- Le deuxiéme groupe rassemble des composants (pohaddes lié au
peptidoglycane, pneumolysine) qui interviennent ra siade plus tardif de
l'infection et qui sont libérés a la suite d'unesidi&gration des cellules
bactériennes provoquée principalement par l'autwy<es facteurs de virulence
provoquent d'intenses manifestations inflammatd#8s
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D'autres facteurs comme CbpA, PsaA ou la neuransaigarticipent a I'adhésion, a
la colonisation et aux premiéres étapes de limec{49). On distingue plus de 91
sérotypes capsulaires différents. Parmi eux, searie28 causent la plupart des infections
a pneumocoques et peuvent étre a l'origine de popig® bactériemiques tres invasives
(principalement les sérotypes 14, 1 6 et 19). Gertaérotypes (23F, 19F, 6B, 14),
fréquemment rencontrés dans la population, ont stété associés a une résistance aux
antibiotiques %0). Il existe deux types de vaccins anti-pneumo@peEs : i) un vaccin
conjugué immunisant pour 13 sérotypes (PCV13), retvaccin polysaccharidique,
immunisant pour 23 sérotypes (PCV23), recommandd'@MS. Des données sur des
essais récents de vaccins indiquent qu’en Afrigade bactérie pourrait étre responsable
de plus de 50 % des cas de pneumonie sévere etbfgoimnt d’'une part encore plus
importante des déceés. Il est possible que cetteoptiop varie selon les régions.

b- Heamophilusinfluenzae b

H. influenzaeest un petit bacille a Gram négatif, a multiplicatextracellulaire, dont
la croissance nécessite la présence des facte(hhémxine) et V (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide). C’est une bactérie aéro-anaérobiemabile et parfois capsulée. La
capsule polysaccharidique est anti-phagocytairereptésente le facteur majeur de
virulence. Parmi les autres facteurs de virulertib, présente un lipo-oligosaccharide
cytotoxigue et ciliotoxique stimulant la réponsdanimatoire, des adhésines, et des IgA
protéasesyl).

Il existe 6 sérotypes capsulaires (a, b, c, d,)emiais également des souches
dépourvues de capsules, désignées sous le termanedgpables (NTHi). Le sérotype b,
résistant a la phagocytose, est a l'origine de @@% infections invasives. Les souches
non-encapsulées, bien que peu invasives, sontause e pneumonies?). L'infection
débute par la colonisation du tractus respiratoies bactéries adherent aux cellules
épithéliales et au mucus et stimulent la productien mucus, d’histamine, et de
médiateurs pro-inflammatoires (I1I-8, 1I-6, TNBP: Puis, les bactéries envahissent
I'épithélium respiratoire et peuvent disséminer domtrdes septicémies avec métastases.
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L'immunité anti-Hib est humorale, avec productiotardicorps anti-capsulaires, anti-
adhésines et anti-oligosaccharidds.influenzaeest une bactérie de la flore commensale
du pharynx strictement inféeodée a 'hnomme qui egdul réservoir connu. L'incidence
des infections pulmonairesth influenzaechez I'enfant est probablement inférieure 2 %.
Chez Tl'adulte, lincidence est difficile a détermingans la mesure ou linfection
respiratoire &l. influenzaeest frequemment associé&.goneumonias3).

Il existe trois vaccins conjugués dirigés contrb.Hia couverture vaccinale des pays
développés est de 92 %, alors qu'elle n'est qud2d#h dans les pays en voie de
développement et 8 % dans les pays les plus pauldes études sur les vaccins,
effectuées au Bangladesh, au Chili et en Gambimbleat indiquer que Hib est a
I'origine d’environ 20 % des cas de pneumonie s&veette proportion pouvant varier
selon les région<y.

c- Staphylococcus aureus

S. aureusou staphylocoque doré, est lI'une des causesugacpimmune d'infection
opportuniste dans les milieux hospitalier et commiteiee. C’est une bactérie Gram+,
immobile, qui se présente comme un coque, asspaiégroupes en amas ou en chaines.
Son pouvoir pathogene résulte de plusieurs sépngetiparticulieres: i) des
enzymes (coagulase, fibrinolysine, phosphatase,lutyyadase, désoxyribonucléase,
protéase), qui, du fait des Iésions gu'elles praeagsur les muqueuses de l'organisme lui
conférent son pouvoir invasif, et ii) des toxinestérotoxines, staphylolysines et
leucocidines) qui lui conférent son pouvoir toxiqug aureusest commensale de
I'hnomme et se révéle étre un pathogéne opportudiste certains emplacements ou dans
certaines circonstances. Sa fréquence est d'en®iférdes pneumonies communautaires
et concerne essentiellement des sujets présemtamtéficience immunitaire et qui ont été
hospitalisés ou soumis a une ventilation assistématgére prolongée. La pneumonie a
staphylocoques augmente au moment des épidémgpge 64).

d- Mycoplasma pneumoniae

M. pneumoniaeest une bactérie de trés petite taille (0,2 audyBle plus souvent),
dépourvue de paroi cellulaire rigide, ce qui lunfaze une morphologie variable et une
capacité a passer a travers les filtres. Il s'dgitbactéries intracellulaires facultatives,
capables de croitre en milieux acellulaires. Lergbtycoplasmase différencie des autres
genres bactériens par la richesse de sa membrastreis, I'absence d’homologie de
son ADN avec d’autres bactéries connues, et soongérde tres petite taille avec un
faible pourcentage de GC. Les souches virulentéd.deneumonia®nt une affinité trés
importante pour I'épithélium respiratoire, auquéseadherent. Cette affinité dépend de
la protéine P1 d&1. pneumoniagui interagit avec les résidus d'acide neurammides
cellules épithéliales. Une fois fixé®]. pneumoniaeest capable de produire des ROS,
provoquant le dysfonctionnement des cellules dliéeune desquamation massive de la
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surface épithéliale suivie d'une inflammation pémitwhiolaire a prédominance de
polynucléaires neutrophiles. La plupart de ceschidas sont asymptomatiques ou
provoquent une infection respiratoire sans atteuhe parenchyme pulmonaire. Les
infections surviennent a tout age, avec une inadeus forte chez les enfants et I'adulte
jeune (5 -25 anskf).

e- Chlamydophila pneumoniae

C. pneumonia@st une bactérie parasite obligatoire a Gram- t&epeille du genre
Chlamydophila Les 3 espéce£. psittacj C. trachomatiset C. pneumoniaesont
responsables d'infections pulmonaires, mais cettaeiade est la plus fréquemment
retrouvée. Dans le milieu extracellulaire, les Baes sont incapables de se diviser et
adoptent une forme dense appelée corps é€lémentdies corps €lémentaires
interagissent spécifiguement et sont phagocytéslgzarcellules épithéliales de I'hote.
Dans le phagosome, la bactérie se réorganise efotme plus grande et moins dense,
les corps réticulés qui se divisent dans la cellele formant des inclusions
cytoplasmiques. Cette croissance est associée a inimbition de la fusion
phagolysosomale. Les corps réticulés osmotiquernrést instables ne peuvent eux-
mémes infecter une cellule adjacente mais les Vesues contenant peuvent se répartir
entre les cellules, qui continuent de se divisealgvé cette relative bonne tolérance des
cellules a l'infection, la lyse cellulaire survieatec libération de corps élémentaires qui
contribuent a la diffusion a I'épithélium et a larpnnisation de I'infection. La présence
de Chlamydophylaintracellulaires suscite une réaction inflammatalans I'épithélium
qui contribue aux lésions épithéliales, avec utuafile macrophages et de LTc qui
détruisent les cellules infectées exprimant leganes deChlamydophyla
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La plupart des infections restent asymptomatiquéseidence exacte des infections
respiratoires &. pneumoniaest difficile a établir, et se situerait aux atens des 1%
(56).

f- Legionella pneumophila et autres espéces deegionella

Les Legionellasont des petits bacilles non-capsulés a Gramebagra croissance
intracellulaire facultative, qui peuvent se répligdans les monocytes respiratoires. Au
moins 48 espéces, comprenant 70 sérogroupes thstiont été identifiées, et.
pneumophiliaest de loin la plus fréquemment rencontrée dasschks d’infection
pulmonaire grave, la légionellose. Il existe 2 feancliniques d’infection aL.
pneumophila: la maladie des Iégionnaires, une forme graveo&ntiellement mortelle
de pneumonie, et la fievre de Pontiac, une infecpesaudo-grippale a début brutal,
d’évolution bénigne. La légionellose survient volerg chez les patients ayant un déficit
de l'immunité cellulaire : greffés, patients atteide SIDA, patients immunodéprimés.
Dans ces cas, ldsegionellaéchappent au systéme immunitaire en inhibant lerius
phagolysosomale des macrophages et en se multipliesgin des phagosomes jusqu'a la
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lyse cellulaire. Elles continuent ensuite leur féoation par l'infection de nouveaux
macrophages. Ces bactéries sécrétent de nombrenzgses (hémolysines, protéase,
phosphatases, endonucléases) qui ne semblentrpaliréttement toxiques pour le tissu
pulmonaire.

Il ne semble pas exister de portage sain et lexipeales sources de contamination
pour I'homme sont les systemes d’air conditionres tircuits de distribution d’eau
chaude, les bains bouillonnants, les eaux thermé@les études prospectives, visant a
identifier I'étiologie microbienne des pneumoniest montré qud.. pneumophilaa été
identifiée comme l'agent pathogéne chez 1,9% désnps non hospitalisés, 4,9% des
patients hospitalisés et 7,9% des patients en gaigssifs 57).

2.1.241 es virus

Adénovirus'
Influenza Adenoviridae
Orthmyxoviridae ADN db

ARN sb-
segmente

Figure 18 : Les principaux virus responsables des gumonies et leurs récepteurs cellulaires

Les virus aussi bien a ARN qu’a ADN sont resporsslolune large proportion des
pneumonies infantiles. La fréquence des pneumainiakes diminue chez les jeunes et
les adultes en bonne santé, mais ré-augmente keneiti chez les personnes agéss. (
Les études portant sur I'étiologie des pneumoroesncunautaires font régulierement état
de la présence des virus en tant que deuxieme dauptus fréquente, derriers.
pneumoniagallant de 13 a 50% des cas diagnostig66s60). Les 4 étiologies les plus
fréquentes de pneumonie virale chez les enfaris etdultes immunocompétents sont les
virus influenza, le virus respiratoire syncytial SR, Respiratory Syncytial Virgs
'adénovirus et le virus parainfluenza (PIV), qubguisent tous des manifestations
cliniues et radiologiques courante81) (Figure 18). D'autres sont plus rarement
impliqués comme les rhinovirus, les entéroviruslest coronavirus OC43 ou 229E, ou
sont classiqguement associés a d'autres patholagiesne le virus de la rougeole ou
certains herpéesvirus comme HSV-1, HHV-6 et -7, ER\CMV, causant respectivement
I'herpés, la roséole, le lymphome de Burkitt esy@edrome mononucléosiqué?).

a- Les virus Influenza

BN

Les virus influenza appartiennent a la famil@rthomyxoviridaeet au genre
Influenzavirus Trois types de virus influenza (INF) ont pu &listingués (A, B et C) en
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fonction de leurs déterminants antigéniques sppm@B et peuvent causer une maladie
respiratoire aigue. Ces virus sont les agents tésde la grippe. Le virion est
filamenteux ou sphérique, de 80 a 120 nm, aveeuétement a double couche lipidique
dérivée de la cellule héte modifiee possédant lgsogrotéines hémagglutinine (HA) et
neuraminidase (NA). La nucléocapside a une syméeieoidale constituée par huit
fragments d’ARN monocaténaire associés a la huaké@ipe et a trois polymérases. Les

virus influenza A et B, qui sont largement distésuont des poussées saisonnieres dang

les climats tempérés. La propagation du virus dares zone géographique donnée est
rapide et la période d’incubation du virus est da 4 jours. La cause principale de la
récidive des épidémies de grippe est due a I'apparcontinuelle de nouvelles souches

mutées qui ne sont pas reconnues par le systemenitaine des individus et qui causent

des maladies chez des personnes de tout age. fussiniluenza de types A et B sont

responsables de plus de la moitié de tous leseaneumonies communautaires virales,
en particulier pendant les épidémies de grif@&. (

b- Le Virus Respiratoire Syncytial

Ce virus appartient a la famille d@aramyxoviridaeet au genré’neumovirusLe
virion pléomorphique posséde une capside et sonélia varie entre 150 et 300 nm. Son
génome de 15,2 kb est une chaine simple brin d’ARNgolarité négative. Deux groupes
majeurs antigéniques, A et B, ont été décrits fééréint majoritairement par la séquence
protéique de leur glycoprotéine G. Tous deux peuwéculer simultanément dans la
population et l'importance clinique ou épidémiolpge d’'un groupe antigénique par
rapport a l'autre n’est pas encore claiéd)( Le RSV est I'agent des bronchiolites, une
pathologie touchant principalement les enfants &@géé semaines a 6 mois. L'infection
primaire par le RSV peut se manifester sous la éodiune infection respiratoire des
voies inférieures, telle que la pneumonie, la bindolite, la trachéo-bronchiolite ou une
infection des voies respiratoires supérieures, aaiuaccompagnée de fiévre ou d’'une
otite moyenne. L’infection est rarement asymptomei68).

c- Les virus parainfluenza

Les virus parainfluenza (PIV) sont classifiés denfamille desParamyxoviridaest
dans le genr@aramyxovirusCe sont des virus & ARN ayant une nucléocapsi€e an
revétement qui dérive de la membrane de la celdle. Les particules virales sont
pléiomorphes, d’'une taille de 100 a 200 nm, avex sjd@cules qui ont des fonctions
d’hémagglutinine et de neuraminidase. Ces virus sapables de fusionner des cellules
et d’hémolyser certains types d’érythrocytes, celegidistinguent des virus INF. Quatre
types de 1 a 4 ont été identifiés. Ces virus caudeminfections respiratoires fréequentes,
dont la gravité est variable en fonction du typevides et de facteurs propres a I'h6te. Les
types 1, 2 et 3 sont reconnus comme les principgexts causatifs du croup (ou laryngo-
trachéobronchite). Le PIV-3 peut aussi causer desiqonies et des bronchiolites chez

69

N
)
S

=
Q
©

=

o




CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

les enfants. Ces virus provoquent une maladie grhge les nourrissons, comme le RSV,
mais cette gravité diminue a partir de 'adge destams 64).

d- Les adénovirus

La famille Adenoviridaecomprend un grand nombre d’espéces d’origine hugnetin
animale. La classification actuelle a regroupénesibreux membres de la famille sous
deux genres Mastadénoviruset Aviadénovirus Le genreMastadénovirusomprend les
adénovirus humains et beaucoup d’adénovirus animas<adénovirus sont caractérisés
par la spécificité de leur espéce héte et pardeamde variabilité génétique. lls infectent
généralement leurs hotes a travers la conjonctiuéae ou la muqueuse digestive. A ce
jour, 51 espéces ou serotypes différents d’adémsvirumains ont été reconnus et
regroupés en six sous-genres (du A au F). Toutepdeticules virales des adénovirus
possedent une structure a la symétrie icosaédrgpres enveloppe et ont un diametre
moyen de 80 nm. Le génome viral est constitué d’AbBaténaire. La réplication de
'ADN, la transcription ainsi que la maturation dadénovirus sont réalisées dans le
noyau cellulaire. C’est dans celui-ci qu'a lieu wEumulation de protéines structurales
dans des corps d'inclusion, caractéristigues ddtules alvéolaires pendant les
pneumonies par adénovirus. Les adénovirus sonbmeaples de 5% des cas d’infection
respiratoire d’enfants agés de moins de 4 ans &D#e des infections respiratoires qui
requierent une hospitalisation chez le méme graligge 65). lIs peuvent causer des
pharyngites, des conjonctivites, le croup et desdniolites, mais les pneumonies aigties
sont, sans aucun doute, les manifestations clisigigs graves, surtout chez les jeunes
enfants chez lesquels elles peuvent étre faté®s (

e- Les coronavirus OC43 et 229E

Les coronavirus OC43 et 229E appartiennent a lalléahes Coronaviridaeet au
genre Coronavirus Les particules virales sont pléiomorphiques ayant diametre
compris entre 80 nm a 150 nm. Ce sont des virusR& Ae développant dans le
cytoplasme des cellules infectées. Les coronagiausent des rhumes chez les enfants et
les adultes. Leur période d’incubation est pludqurgee et leur durée est plus courte que
dans le cas des rhinovirus, mais les symptomessamiiaires. lIs ne provoquent que tres
rarement des maladies respiratoires graves danwdies inférieures bien que des
exceptions aient été démontrées. Ces virus sosffilguemment retrouvés en hiver et au
printemps. lls peuvent étre a I'origine de 35% olialtdes infections respiratoires virales
des voies supérieures dans les époques d’epidéBjie (

f- Les Rhinovirus

Les rhinovirus appartiennent a la famille degornaviridae Plus de 100 types
différents ont été recensédr). Les particules virales font entre 20 et 27 nndidenétre
et elles contiennent quatre protéines structurgiesforment une capside a la symétrie
icosaédrique. La synthese et la maturation du wnidieu dans le cytoplasme. lls sont la
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principale cause connue du rhume commun. lls iaféainiguement les étres humains et
certains primates supérieurs. Les rhinovirus ot distribution mondiale et circulent en

automne et au printemps. Les sérotypes actuelslasoi@ment remplacés par des types
antigéniques différents. Ces virus sont responsabke plus de 50% des infections
respiratoires virales. Les infections commencerg k€ petite enfance et continuent
pendant toute la vie. La durée moyenne de la nalkstide 7 jours envirobg).

2.1.31L es pathogenes émergents
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En marge de ces pathogenes largement reconnus pamimunauté scientifique
comme des agents étiologiques de pneumonies, redaires sont toujours débattus ou
n’'ont été décrits que réecemment. Ces pathogénasixvou bactériens, sont réunis sous le
terme de pathogenes émergents et leur nombre atgroenstamment6Q). En effet,
’émergence de pathogenes est un phénomene cauigneut étre di a une multitude de
phénomenes : la mutation ou la recombinaison d’unsvexistant (ex : Influenza),
I'exposition de populations naives a un virus exist(déplacement de populations ou
d'un vecteur hoéte), le franchissement de la barides espéces (ex: virus de
limmunodéficience humaine HIV), ou l'invasion deuveaux environnements (jungles,
mers). Ce paragraphe présente une liste non-exaukd ces pathogénes en lien avec
des IRA.

a- Moraxella catarrhalis

Le genreMoraxella fait partie de la famille desloraxellaceae Ces bactéries sont
des béatonnets bacillaires et coccoides Gram-, agrdtabituellement regroupés en
courtes chaines ou en paires. Gent des parasites normalement présents dans
'oropharynx, les muqueuses, la peau et les vodmitajes, mais elles peuvent causer
certaines maladies chez les humaMs catarrhalis est I'espéce la plus souvent isolée et
est a l'origine de cas graves d'otites moyennesas@le sinusites, d’infections des voies
respiratoires supérieures et inférieures pouvamtigioe a une pneumoniéd).

b- Klebsiella pneumoniae

Les especes du gerikdebsiellasont des bactéries Gram- en forme de batonnet, non
mobiles et généralement encapsulées, qui appartienie la famille des
EnterobacteriaceaeCes bactéries forment souvent des colonies mesoide genre
comprend 77 antigenes capsulaires (antigénes Khnahtnnaissance a différents
sérogroupesk. pneumoniaedétermine des infections respiratoires (pneumorabses
pulmonaires, pleurésies), des infections intesmabt urinaires. Elle a un effet
cytotoxique sur les épithéliums des voies aériemtgseut étre responsable d'infections
nosocomiales. Les facteurs de pathogénicité Kdepneumoniaecomprennent des
adhésines, des sidérophores, des polysaccharigesil@iaes anti-phagocytaires, des
lipopolysaccharides de surface cellulaire et desné&s, qui jouent chacun un role
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particulier dans la pathogené3d)
c- Bordetella pertussis

B. pertussisest un bacille immobile a Gram-, a multiplicatiertracellulaire, qui
possede une fine capsule et dont ’'homme est leéservoir. Elle représente le principal
agent de la coqueluche, une infection bronchiquee &ux, qui cause la mort d’environ
600 000 enfants par an dans le monde. Apres inbiaJ&. pertussisolonise la trachée
ou les bronches et s'y fixe grace a des adhégines Jes récepteurs sont présents sur les
cils vibratiles des cellules trachéales ciliéeggvpguant leur paralysie. Le germe se
multiplie alors a I'extérieur des tissus et synfleétles toxines qui vont agir ensemble et
interagir avec le systeme immunitaire. De réceptagdes ont montré que cette bactérie
pourrait également causer des pneumonies, prircigait chez I'adulter@).

d- Le Metapneumovirus humain

Le métapneumovirus humain (hMPV) a été isolé pawpremiére fois aux Pays-Bas
en 2001, a partir de prélevements respiratoires. akppant a la famille des
Paramyxoviridaest au genr@neumovirinagle hMPVest un virus a ARN non ségmenté
simple brin de polarité négative. Le virus semlite @ispersé dans le monde entier et
avoir une répartition saisonniére avec une incidecamparable a celle de la grippe
pendant I'hiver. Il a réecemment été identifié comume cause majeure des infections
respiratoires dans le monde et certaines étudelsuattt a ce virus 12% des infections
globales du tractus respiratoiré3( 74). Par rapport au RSV, l'infection par hMPV a
tendance a se produire chez les enfants plus agégpevoquer une maladie qui est
moins sévere. Des co-infections par deux virus pguse produire, et sont généralement
associées a une aggravation de la maladie (

e- Le Bocavirus

Le bocavirus humain (HBoV) a été récemment identifiez des enfants présentant
une atteinte respiratoire aiglie. Des analyses gByiétiques ont montré que ce virus était
génetiquement apparenté au parvovirus bovin etiaus wanin, deux membres de la
famille desParvoviridae définissant le genr®ocavirus Des études indiguent que le
HBoV est détecté avec une fréquence de l'ordre ée -510%, chez des jeunes enfants
atteints de pathologies respiratoires aigtes. lderce de ce virus parait plus importante
en saison hivernale et printaniere. Les tableaimqcles rencontrés sont tres similaires a
ceux observés avec les autres virus respiratoirdssemblerait que le HBoV provoque
préférentiellement des infections respiratoiresséasf{6). Cependant, le HBoV est
souvent co-détecté avec d’autres virus respirata@teson role dans I'établissement de
pathologies respiratoires reste controversg. (
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f- Les nouveaux virus influenza

La pathogénicité des virus influenza dépend dedenrposition en neuraminidase et
en hémagglutinine et de nouveaux réassortants appant regulierement. Les virus
influenza A sous-type HIN1 sont ainsi responsatiepres de la moitié de toutes les
infections de grippe humaine. Courant mars 2009,vinns H1N1 est réapparu au
Mexique sous une forme génétique inédite et s’espggé rapidement autour de la
planéte. Contrairement aux craintes initiales, alithes par des épisodes antérieurs de
grippe aviaire, ce virus était relativement pethpgéne. Néanmoins, sa distribution a fait
classer la grippe A (H1N1) de 2009 comme une paraéaion 'OMS 78).
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g- Les nouveaux coronavirus

Le coronavirus, HCoV-SARS, responsable du syndroespiratoire aigu sévere
(SARS Severe Acute Respiratory Syndrdme été rapidement identifié apres
'émergence, début 2003, de cas de pneumoniesestedr Chine, au Vietham et a
Singapour. Le coronavirus NL63 (HCoV-NL63) a lué édentifié en 2004 aux Pays-Bas.
Il a été clairement associé avec le croup et laddiolite et occasionnellement avec des
cas de pneumonie. Le coronavirus HKU1 (HCoV-HKU§té détecté pour la premiére
fois a Hong-Kong en 2005, puis détecté dans plusigdchantillons respiratoires
d’étiologie non déterminée. Ces coronavirus sentkdenir un role significatif dans les
IRA avec une prévalence proche des 2%, mais resiaat cause peu commune
d’hospitalisation 79). Plus récemment, un nouveau coronavirus a émaug&loyen-
Orient et causé la mort de 5 personnes a la suite ggneumonie séversa).

h- Les Picornaviridae

Les virus de la famille deBicornaviridaesont des virus de petite taille (20 & 30nm),
non-enveloppés, avec un génome a ARN simple bripod&rité positive. De nombreux
virus de cette famille sont retrouvés dans desdd&A, de maniere fréquente comme
avec les entérovirus ou les rhinovirus, ou plugmeant (coxsackievirus, paréchovirus
HPeV, cardiovirus&1)), avec une émergence réguliere de nouveaux Yaurg@a).

Les nouveaux entérovirus

Actuellement, il existe 10 espéces d'entérovirgsagpant une centaine de sérotypes.
Les entérovirus sont responsables d'un large spdetrsymptébmes, bénins ou séveres:
paralysies flasques aiglies, méningites aseptigyadrome pieds-mains-bouche, angine,
maladies respiratoires, cardiopathies aigiies oondues, etc. Un nouveau genotype
(EV104) a été identifié en Suisse en 2010 a pddchantillons respiratoires puis associé
aux rhinopharyngites chroniques suite a une étpaEmiologique. L'EV109 a, lui, été
découvert au Nicaragua chez un enfant souffraRAI'IA I'heure actuelle, le réle de ces
nouveaux entérovirus est toujours en cours d'ingason, grace a la conduite d’études
épidémiologiques et cliniques de grande amplé8y.
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CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

Les rhinovirus C et D

Grace au développement des méthodes de biologiécaiaire, deux nouveaux
groupes de rhinovirus, C et D, ont été détectés dassinfections respiratoires. Le
rhinovirus C apparait d’ailleurs pour avoir une imtpace clinique significative
entrainant réegulierement des hospitalisati@3. (

i- Les polyomavirus Kl et WU

Les polyomavirus (PyV) font partie de la famillesd@olyomaviridae Ce sont des
virus non-enveloppés dont le génome, constitué NABicaténaire circulaire, est
encapsidé. Les trois virus principaux sont, cheginge : le Simian virus 40 (SV40), et
chez 'humain : les BK polyomavirus (BKPyV) et |&€ polyomavirus (JCPyV). Sept
nouveaux polyomavirus ont été découverts entre 20@011. Deux d’entre eux ont été
détectés dans le tractus respiratoire : le Kl-eeMIU-PyV, nommeés en fonction de
l'institut ou ils ont été isolés (Karolinska Instié et Washington University). Des études
de prévalence ont montré que les KIPyV et WUPy\feétgprincipalement détectés dans
les échantillons d'enfants atteints d'IRA, comméotdanchiolite ou la pneumonie, ainsi
gue dans des échantillons provenant d'enfants raatiffd'asthme exacerbéd4j.
Cependant, leur implication en tant qu’agents di#fssdes IRA reste débattugs).

j- Le Torque Teno Virus

L’ADN du Torque Teno Virus (TTV) a été détecté daliféerents tissus et sécrétions
mais son lien dans les pathologies humaines egtuigucontroversé. Le TTV appartient
a la famille desAnelloviridae Ce sont des virus non-enveloppés, a ADN monoaatén
circulaire de polarité négative. Le TTV serait dapade se répliquer dans différents
tissus, incluant le tractus respiratoifg. (Cette famille virale est au centre de ce proget
thése, c’est pourquoi ses propriétés biologiqugmttologiques seront détaillées dans le
chapitre suivant.

Conclusion

De nombreux pathogenes sont ainsi potentiellemeniqués dans les cas de
pneumonies et les manifestations cliniques sontestuassez similaires, ce qui pose un
réel probleme pour la prise en charge et le tratdmapide des patients. En effet, le
traitement par antibiothérapie d’une pathologieté@enne, difféere grandement de celui
des pathologies virales. En cas d’IRA, une antitfdcapie empirique est le plus souvent
prescrite mais des antibiotiques seraient aintisési a tort dans prés de 55 % des cas
(86). Cette utilisation abusive représente un colt écogue important et contribue a
augmenter la résistance bactérienne, véritableuedgs politigues de santé de ces
derniéres années.
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2.1 — Les pathogenes respiratoires

En complément, les connaissances &pidémiologie des infections respiratoires
saffinent constamment, notamment en raison de lawléste de nouveaux virus jusque-
la non identifiés. A c6té des virus nouvellementridg mais qui sévissent probablement
depuis longtemps, comme le hMPV ou les nouveaurnawirus, des virus émergent
régulierement, le plus souvent issus de recomhlmnaisgénétiques entre des virus
animaux et des virus humains de la méme famillls, gee le SARS ou le HIN1
pandémique, et sont une source de préoccupaticeunaaj

II'y a donc un véritable besoin de disposer dertiegles de diagnostic sensibles,
spécifiques et rapides permettant le dépistagedisgenes connus mais également de
nouveaux pathogenes potentiels.

2.2-Le diagnostic de la pneumonie

2.2.14 e diagnostic clinique
a- Les symptémes

Il n'est pas toujours facile, parmi les infectiahss voies respiratoires basses, de
distinguer la pneumonie d'une bronchite aigiie awnel'exacerbation de bronchite
chronique : les symptdmes habituels de fatigugrdiecéphalées, toux productive ou non
étant communs aux 3 affections. Seuls les frisslandpuleur thoracique et la dyspnée
sont plus fréquents dans la pneumonie. Ainsi, afgramen clinique des symptémes, il
est nécessaire de recourir a une radiographie daxhde face et de profil, qui montre
une opacité au niveau des hiles ou des lobes pualinesn(Figure 19)37).

= k 1
Figure 19 : Radiographies des poumond’un patient sain (A) ou de patients atteints deymnonies (B et C). La

radiographie aux rayons X montre des infiltratiahsolaires au niveau du lobe moyen droit et de ighuche
inférieur, suite a une infection par un bocavirusmdenfant d'un an (B) ou, au niveau du bas du lgdneche suite a une
infection causée par le hMPV ldt influenzaed’un enfant de 7 an). Tiré de 62)

Différents outils ont été développés afin d’évalleedegré de sévérité d’'une maladie
et d’orienter la prise en charge des patients, hagpitalisation ou leur admission en
soins intensifs. Il existe des scores de gravitdégdistes (APACHE 1l, §8)) ou
spécifigues d'une pathologie. Dans le cas de laumoaie, le score de Fine (PSI,
Pneumonia Severity Indexet le score CURB-65Confusion, Urea, Respiratory rate,
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Blood pressure, Ageont été développés et validés pour prédire latatitr a 30 jours
associée a une pneumoni@9) Différents biomargueurs ont également été d@crit
permettant de prévoir I'évolution d'une pneumoniersv une forme sévére: la
procalcitonine (PCT), la CRP, la copeptine, la fernrmactive du peptide atrial
natriurétique (ANF, atrial natriuretic peptide)deo-adrénomédulline, le cortisol et les D-
diméres 90). Parmi eux, 'augmentation des taux de PCT (¥@/nl chez une personne
saine) et de CRP (<3mg/ml chez une personne sakEOeng/ml en cas d’inflammation)
sont actuellement les plus employ8$)(

b- Les complications de la pneumonie

En I'absence de traitement adapté, la pneumonie pamltier vers une bactériémie,
une pleuro-pneumopathie, un pneumothorax, ou umengiée. La bactériémie provient a
la suite d'une dissémination de germes particuler® invasifs dans le sang et peut
entrainer des méningites ou un choc septique. earpipneumopathie est caractérisée
par la formation d’'un épanchement pleural, ou kel inflammatoire va envahir
'espace. Initialement peu inflammatoire, dépouevugermes et en PNN, il peut devenir
purulent, tres inflammatoire. L’hospitalisation taw nécessaire afin d'évacuer le pus par
des ponctions répétées de I'espace pleural, olapaise en place d'un drai@Z 93).
L’abcés pulmonaire est une lésion nécrotique camtedu pus au sein du parenchyme
pulmonaire et nécessite une hospitalisation. Gésien met en communication l'espace
pleural et 'atmosphere (pneumothorax : décollententa plévre pariétale et viscérale),
ce qui peut entrainer un affaissement du poumosg des conséquences respiratoires et
hémodynamiques parfois graves et urgentes poullanjusqu'a la mort.

c- Le traitement

La plupart des cas de pneumonie peuvent étredrsatés hospitalisation.

Typiquement, en I'absence d’'un agent étiologiquantifié, une antibiothérapie est
prescrite. Le choix des antibiotiques dépend deafare de la pneumonie, des micro-
organismes les plus courants dans la zone géoguaphocale, ainsi que du statut
immunitaire et de I'état de santé de l'individuarhoxicilline, ou I'érythromycine en cas
d’allergie, est I'antibiotique sélectionné poumplapart des patients atteints de pneumonie
d'origine  communautaire. Les macrolides, comme lariteromycine, et les
fluoroquinolones sont généralement prescrits earskintention. La durée du traitement
est traditionnellement de 7 a 10 jours.

Dans le cas de pneumonies virales provoquées paviles influenza, les anti-
grippaux (Tamiflu®, Relenza®) peuvent étre efficas8ls sont administrés dans les 24h
qui suivent le début des symptbmes. Dans les awass le repos et une bonne
hydratation sont les traitements les plus efficaBgscas d’aggravation des symptomes,
une oxygenothérapie est habituellement pres@ite (
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2.2 — Le diagnostic de la pneumonie

2.2.24 e diagnostic étiologique

Le diagnostic étiologique de la pneumonie a plusiduts complémentaires. Dans
un premier temps, il permet au clinicien d’adapetraitement au pathogene impliqué.
Dans ce but, des examens sanguins peuvent étrqugsatL'analyse d'un échantillon de
sang par la technique d’hémoculture permet de enettrévidence un ajout bactérien dans
le sang, tel qu&. pneumoniaeuHib. Celui-ci est habituellement complété par la mesur
du taux dans le sang des polynucléaires, souvent é&ans ce type d'infection. Une
mesure des gaz du sang peut également étre réglmée préciser la gravité de
l'infection. Des analyses d'expectorations (ECBGarBen CytoBactériologique des
Crachats), de préléevements naso-pharyngés ou abpamues techniques plus invasives
(lavages broncho-alvéolaires, liquides pleuraux)vpat se révéler tres utiles mais
demandent plus de temps pour étre réalisées. Dansecond temps, le diagnostic
étiologique permet de conduire des études épidémispies a grande échelle.
L’épidémiologie étudie la répartition dans I'espatedans le temps des pathogénes, et
sert de fondements a la logique des interventiaitesf dans l'intérét de la santé publique
et de la médecine préventive.
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De maniére conventionnelle, le diagnostic reposedss méthodes de culture du
pathogene ou de reconnaissance de l'antigene, ceai0 dernieres années ont vu le
développement de méthodes moléculaires toujours p@iadorées. Nous allons
maintenant passer en revue les différentes techmigiisées en routine dans les
laboratoires d’analyses médicales ou de recheaihsi que les plus novatrices, pour le
moment restreintes aux laboratoires de recherche.

a- Les méthodes non moléculaires

Les méthodes non moléculaires reposent sur lata#tedu micro-organisme ou de
ses antigenes.

La culture

Afin d’identifier la présence de bactéries dangrglévement respiratoire, celui-ci va
étre inoculé sur un milieu nutritif permettant l@issance des germes. Les bactéries vont
alors étre isolées et le pathogéne spécifiquendentifié, grace a l'utilisation de milieux
sélectifs, de tests enzymatiques ou de tests ttaidse a certains antibiotiques.

L’identification des virus nécessite la cultureadules permissives. Cette technigue
de diagnostic est la plus classique mais aussukalpngue et la plus codteuse. La culture
cellulaire consiste a inoculer les préléevementpiramires sur une nappe cellulaire et a
guetter lapparition ¢dun effet cytopathogéne lié a la multiplication l@raCet effet
survient plusieurs jours voire plusieurs semairggslinoculation et retarde’autant le
diagnostic. Chaque virus ayant un tropisme celelpropre, il ty a pas de systéme de
culture universel et le laboratoire doit entreteplusieurs lignées pour obtenir la
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multiplication dun grand nombre de virus. Par exemple, les virimpgux se multiplient
sur cellules MDCK Madin-Darby Canine Kidngy les RSV et les adénovirus se
multiplient sur des fibroblastes embryonnaires danpon dorigine humaine, les virus
parainfluenza sur les cellules de la lignée Hepa. ailleurs, pour obtenir une bonne
sensibilité avec la culture cellulaire, le préléesmn respiratoire doit étre acheminé
rapidement au laboratoire ou prélevé dans un mileetransport pour éviter que les virus
ne soient inactivés. Malgré sa complexité, la caltoellulaire est longtemps restée la
meéthode de diagnostic de référence des infectesratoires virales et les performances
des autres outils diagnostiques ont été évaludesopagparaison avec cette techniqfs, (
96).

La microscopie

L’examen des tissus infectés par microscopie peutrééler un atout pour
l'identification d’agents pathogenes. Bien que ¢éangnt dépassée en terme de sensibilité
(10°-10° particules/ml) par rapport aux méthodes molécesaipu de détection de
'antigene, elle fait particulierement ses preuvEss le cadre de lidentification de
nouveaux pathogéenes dont le tropisme demeure inciendCoV-SARS a ainsi été mis
en évidence comme un nouveau coronavirus par nepds electronique a transmission,
de méme que certains adénovirdg) (

La détection des antigenes

Les techniques de diagnostic des infections resies reposent sur la mise en
évidence des protéines virales ou bactériennesteiment dans les prélévements.
L’avantage majeur de ces techniques par rappodudtiae cellulaire est delles peuvent
étre pratiquées sur un préléevement dans lequeinas sont inactivés, il y a donc moins
de contrainte dans les délaimacheminement au laboratoire. Deux types de techsiqu
sont tres utilisés :

- I'immunofluorescence directe consiste a détecterdsepce ‘@ntigenes dans les
prélevements ddide danticorps monoclonaux spécifiques du pathogerealia
fluorescéine. Dans cette technique, les cellulespiratoires récupérées apres
centrifugation du prélevement sont déposées dandifiérentes cupules'uhe
lame, puis les anticorps monoclonaux spécifiquasviteis/bactéries respiratoires
recherchés sont déposés sur ces cupules. Desiamdulorées sont retrouvées
dans les cellules infectées lors de la lecture kd@ses au microscope a
fluorescence. Cette technique doit étre réaliséeipaechnicien expérimente, car
la lecture des lames, souvent délicate, impliquelisation dun microscope a
fluorescence et reste réservée aux laboratoiresadigés. La sensibilité de la
technique dmmunofluorescence directe est généralement unimpféuieure a
celle de la culture cellulaire. Cette méthode pEgdalement servir au dépistage
d’anticorps dans le sérum
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- I'immunochromatographie sur membrane consiste a tdétda présence
d’'antigénes a ’'dide danticorps spécifiques (anti-RSV, antigrippaux ou
antipneumococcique) adsorbés sur la membrarimdustriel prépare des
bandelettes sur lesquelles est pré-absorbé urogrgienonoclonal spécifique du
pathogéne recherché, cet anticorps étant marquénpagnzyme. Le prélevement
respiratoire est mélangé par le manipulateur aogesl gouttes’dn tampon de
lyse fourni dans la trousse de diagnostic, permettke détruire les cellules
respiratoires et de libérer les antigenes. Le ng&last déposé sur la bandelette
ainsi que le substrat déehzyme. Lorsque le pathogéne est présent dans |
prélevement, un complexe antigeaaticorps se forme et une bande colorée liée
a la réaction enzymsubstrat apparait sur la bandelette. Ces testslespi
permettent tbtenir un résultat en 10 a 30 minutes et peuvieatpgatiqués par
un expeérimentateur non spécialisé au laboratoirebiddogie médicale ou
directement au cabinet médical. Des tests rapides ansi disponibles pour le
diagnostic de5. pneumoniaéBinax Now®S. pneumonigede la grippe (Binax
Now® FIluA-Now® FIuB), et de’Infection par le RSV (Binax Now® RSV). Les
tests rapides de diagnostic ont une sensibilitérigtfire a celle de la culture
variant de 75 a 95 % selon les études et a cell@ BER (45 a 75 %PE-100).

b- Les méthodes moléculaires

Les méthodes moléculaires reposent sur la déteddgsrgénomes, apres une lyse des
micro-organismesl10¥1-103). Les génomes viraux et bactériens peuvent étexs : i)
par hybridation a I'aide de sondes nucléiques cémphtaires de leur séquence, ii) par
amplification de leurs acides nucléiques a l'aithrabrces spécifiques ou dégénérées, ou
iii) par séquencage direct.

L’hybridation a lI'aide de sondes

La détection des acides nucléiques par hybridagpose sur l'utilisation de sondes
d’acides nucléiques spécifiques des pathogénes rob@dse Ces sondes vont étre
directement marquées par radioactivité ou par uordichrome, ou couplées a une
molécule ‘rapporteur’. Les sondes marquées sorgsrasi contact des acides nucléiques
de I'échantillon clinique et, s’il y a complémentéy le niveau d’hybridation de chacune
des sondes est mesuré, selon le systeme de mamuaiey/é, permettant I'identification
des pathogénes. Méme si des études ont décriteppadsé ['utilisation des sondes
directement a partir de I'échantillon cliniquedd), une amplification préalable des acides
nucléiques est désormais réalisée afin d’en augnéamtsensibilité. Différents supports
de greffage des sondes ont été commercialisés, eolasnpuces (Affymetrix) ou les
microspheres (Luminex Corp.1@5 106). Cette technologie est tres prometteuse : elle
permet en effet de rechercher en une seule anays®sence déensemble des micro-
organismes connus pour étre responsables de pgig®I@spiratoires. Ces technologies,
tres répandues dans les études d’expression géoiguEépidémiologie moléculaire,
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CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

semblent, a I'heure actuelle, avoir été mises dé déns le cadre de I'établissement d’'un
diagnostic étiologique, en raison du co(t importhas instruments et de leurs réactifs.

Le facteur limitant aux techniques de détectiorea&#s est la quantité d’acides
nucléiques viraux présents dans I'échantillon, tcfgsurquoi de nombreuses méthodes
d’amplification d’acides nucléiqgues ont été dévekgmp de facon a amplifier les
pathogenes de maniére ciblée ou non.

L’amplification ciblée des pathogenes

Les techniques’dmplification génique consistent a copier un sedrdengénome a
I'aide damorces spécifiques. Plusieurs méthodes ont étésnaig point au cours du
temps, avec plus ou moins de succes. La technajpéus commune est la réaction de
polymérisation en chaine (PCRplymerase Chain Reactipri’amplification est réalisée
par une enzyme Taq polymérase thermostable, a I&@®orces oligonucléotidiques
spécifigues d'une région du génome recherché. Lexlufts d’amplification, ou
amplicons, sont mis en évidence par differentefinigoes reposant sur l'utilisation
d’agents intercalants (Bromure d'éthydium, SYBR &re ou de sondes
oligonucléotidiques spécifiques de I'amplicon, maem par un fluorochrome. La
technique la plus ancienne et la moins chere ékdctrophorese sur gel d’agarose qui
permet la discrimination des amplicons en fonctlerleur taille. Cette technique dite en
point final a été progressivement remplacée par téebniques en temps réel ou
'amplification des acides nucléiques et la détecttisont simultanées. L'utilisation
d’échantillons standardisés permet en outre unetieation des échantillons. Avec
cette technique, une émission de fluorescencewaldissque la sonde'hg/bride avec
I’ADN cible présent dansélchantillon. Lémission de fluorescence est détectée a chaque
cycle de PCR; la quantité de fluorescence émisaiest proportionnelle a la quantité de
cible présente dan®thantillon. Ce suivi en temps réel permet d’augerda sensibilité
des techniques de biologie moléculaire et d’augardetnombre de pathogenes détectés
simultanément, grace a lutilisation de fluorochesm différents. Une étape de
transcription inverse (RTReverse Transcriptigrest ajoutée pour la détection des virus a
ARN, on parle alors de RT-PCR. Une autre technidaeMassTag PCR, consiste a
détecter les génomes en fonction du poids molgeutiiun "tag" couplé aux amorces
d’'amplification (L07). La RT-PCR en temps réel est actuellement la ndétHa plus
courante en routine pour la détection des pathagesspiratoires108).

L’amplification non-ciblée des pathogenes

Comme nous l'avons vu précédemment, le panel désogenes respiratoires
s’élargit au cours du temps en fonction de la deeda ou de I'émergence de nouveaux
pathogenes, c’est pourquoi il est intéressant dpoder de techniques de détection des
pathogenes indépendantes de la séquence nucléesdig ceux-ci. Aprés amplification
et marquage, les génomes pourront alors étre folsnpar séquencage. L'utilisation de
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ces technigues est généralement restreinte awataires de recherche.

774 7

Plusieurs méthodes dérivées de la PCR ont ainsiét&loppées dans les années 90,
et consistent, d'une part, a ajouter des sitesad®h pour les amorces a des fragments
d'ADN, les adaptateurs, et, d'autre part, a enrigs séquences par amplification. Les
deux méthodes les plus connues sont: la PCR actiser (RDA, Representational
Differential Analysi¥ et I'amplification a une seule amorce indéperelaat la séquence
(SISPA, Sequence Independent Single Primer Amplificati@mien que la RDA ait été
utilisée avec succes pour découvrir plusieurs yidost I'herpésvirus HHV-8 ou le TTV
(109, les méthodes de type SISPA ont été plus pomslaians les dernieres années.
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La méthode de PCR soustractive consiste a comfesgeagenes exprimés dans un
tissu cible outester (infecté) par rapport a un tissu contrble aniver (sain). Elle se
déroule en plusieurs étapes: i) synthese d’ADNcatBnhaire et clivage en petits
fragments par digestion enzymatique, ii) amplifimatdes fragments par PCR, et iii)
hybridation soustractive. La digestion enzymatiquee Dpnll permet de créer des
extrémités 5'-P protubérantes sur lesquelles |legptateurs vont pouvoir étre fixés par
ligature. Les tissutesteret helpersont alors mélangés dans un rapport 1/100, désatur
puis réhybridés en formant 3 types d’hybrides skguencetester/testertester/helpeet
helper/helper L'exces d’ADN helper, va permettre, apres amplification, d’enrichir
I'échantillon spécifiquement en séquences pathag€nen présentes dans le tissus
helpep. A lissue de lamplification, les ADN monocatéres sont €liminés et la
procédure est réitérée plusieurs fois (Figure P fois les échantillons suffisamment
enrichis, les amplicons peuvent étre clonés poaotetruction d’une librairie, soit clonés
directement110). L'utilisation de cette technique est limitée pafait qu’il faut disposer
de deux sources d’acides nucléiques les plus sigslapossibles afin d'isoler de
nouvelles séquences d'intérét bactériologique retlogique, et que la sensibilité sur les
séquences peu exprimées reste insuffisante.

Tissu cible = Helper Tissu contréle = Driver

ADN contenant des séquences de pathogénes ~ ADN contrpole complémentaire

l Digestion par une enzyme de restriction l

>

Fragments tester Fragments driver
l - Ajout d'adaptateurs l
|rzrrriirsrrss]
. |viélange, dénaturation [seerersrrssiiris]
N{br\daty
IIII LELEEEZZA
Polymérisation i 1 l
tester/tester tester/driver drivericiriver
- | S— 7272777777
——ma
Amplification | &
par PCR L
- | — |rrirrisve)
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Figure 20 : Principe de la PCR soustractive pour la@létection de nouveaux pathogeneédapté de111)
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Plusieurs méthodes d’enrichissement de I'échantibot été mises au point afin
d’améliorer les performances de la RDA, comme IABRDA (Selectively primed
adaptive driver (112), ou la PEER-RDARrimer Extension Enrichment React)ofette
derniere technique a montré de bons résultats difilentifier des pathogénes viraux
apres inoculation de lignées cellulaires avec déleyements cliniqued.13).

Brievement, dans le cas de la méthode SISPA, demcaslinker de séquence
connue sont attachées aux extrémités opposées difi&dtEnaire dans un échantillon
d'ADN, apres digestion enzymatique. Ces séquetioger fournissent ensuite les
séquences terminales communes pour une amplificagon utilisant une amorce
complémentaire des séquendiker. Généralement, la méthode SISPA est mise en
ceuvre pendant 20-30 cycles d'amplification, ensatit un cycle thermique permettant
d'obtenir successivement une dénaturation et uh@ngasation initiée par une amorce
du second brin d'ADN. De nombreuses variations grogocole ont été décrites ces
dernieres années. La méthode VIDISGAv§s-Discovery-cDNA-AFLR qui utilise deux
adaptateurs/amorces au lieu d’une pendant I'étegreplification par PCR, lui conférant
une meilleure spécificité et sensibilité, a ainsinuie I'identification du coronavirus
HCoV-NL63 (114). Une autre variation de la SISPA est la RT-PCRBcages amorces
aléatoires (RT-PCR aléatoirgndom RT-PCR. Celle-ci utilise une premiere amorce,
contenant en 5’ une séquence connue d’environ 28sb@ncluant un site de restriction
pour permettre un clonage ultérieur) et une séqudagénérée de 6 ou 7 bases en 3’, qui
va pouvoir se fixer aléatoirement sur le génomePICR est réalisée avec une seconde
amorce, complémentaire de la séquence connue €Ridire 21). Ce protocole, qui
permet de s’affranchir de I'étape de ligature dieker, a permis la découverte du
bocavirus 115).

ADN (brin anti-sens)

5 3

k! % dégénéréen 34 - ] Amiorce

i 1 "random”
spécifique en 5

L S

3 5'
ADN (brin sens)

Extensionl

l Amorce spécifique

complémentaire
------------- Q—‘:\:;

PCR avec
I'amorce spécifique

Figure 21 : La PCR aléatoire.Adapté de111)
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De méme que pour la RDA, des techniques permeattangmenter la sensibilité ont
été développées et visent généralement a augmlentamcentration d’ADN viral ou
bactérien avant sa détection. Elles sont nommeédisoahes d’amplification du génome
entier (WGA, Whole Genome AmplificatipnParmi elles, la technique d’amplification
par déplacement multiple (MDAMultiple Displacement Amplificatignest la plus
couramment employéd 16). L’amplification de 'ADN est réalisée a 30°C geaa des
amorces aléatoires hexameériques et a une enzynaaita fidélité, la polymérase29
issue d'un bactériophage. Cette enzyme présenteaatidté polymérase 5’-3’, une
activité de relecture 3’-5’ et a la propriété de ymudéplacer le brin complémentaire de
celui gu’elle réplique afin de poursuivre son atévndéfiniment. Elle produit ainsi des
fragments de 7 a 10 kb. Elle peut étre appliquéefidN et aux ARN apres transcription
inverse, et est particulierement efficace sur lesogees circulaires (RCARolling-Circle
Amplification), comme nous pouvons le voir sur la Figure 22 permis l'identification
de virus apparentés au TTY().

N
)
S

=
Q
©

=

o

Toutes ces techniques d’amplification non cibléenttent d’enrichir et d’amplifier
'ensemble des acides nucléiques présents, dorgétpgences potentiellement nouvelles
a partir d’échantillons cliniques, mais il est afsunécessaire de les caractériser. Cette
étape est réalisée par le séquencage. L’identditale la séquence est alors réalisée en la
confrontant aux bases de données existantes grées autils bioinformatiques tels que
le BLAST (Basic Local Alignment Search Tpabu les analyses phylogénétiques. De
nombreux pathogénes ont ainsi été découverts nete technique d’identification
présente des défauts. D’une part, les stratégissiques de séquencage de type Sanger,
reposant sur l'utilisation de didésoxyribonucléasidearqués, sont limitées en taille, les
fragments excédant rarement 1kb. Ensuite il esérgégment nécessaire de cloner les
produits d’amplification, ce qui introduit un biaiétant donné que certaines séquences
sont plus facilement intégrées que d’autres. Elfiiforentification par homologie signifie
gue de nombreuses séquences demeurent non idEs)tilidr manque de similitude avec
les séquences existant@d D).

Figure 22 : Amplification du génome entier grace & polyméraseq@R9 a partir d’'un génome linéaire (a) ou
circulaire (b et c) et d’'amorces spécifiques (bhemameriques (a et c). Adapté d&q)
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Le séquencage de nouvelle génération

Des progres technologiques considérables ont eucks derniéres années dans le
séquencage des génomes et un ensemble de méthotlaparues a partir de 2005 pour
réaliser du séquencage a tres haut débit, désuyrsles terme de séquencage de nouvelle
génération (NGS, &kt Generation Sequencingll1l9. Ce procédé se caractérise par
l'utilisation d'approches massivement paralléleenpéant de séquencer des centaines de
milliers de fragments simultanément, et permettens'affranchir des étapes de clonage
et de constitution de banques génomiques. Il esbrdéis théoriquement possible de
séquencer des molécules uniques d'ADN, et I'ensehblgénome d’'un humain peut étre
obtenu en I'espace de quelgues semaines.

Le marché des plateformes de NGS est couvert gearls groupes que sont Roche
lllumina et Life Technologies, ayant respectivemgiposé de maniére successive, leur
premiere plateforme a savoir le 454, le Genome ysaalet enfin le SOLID. Depuis, le
marché s’est étoffé proposant un panel de techredo@ux principes et aux
caractéristiques propres mais complémentaires (Eigd). Chaque plateforme posséde
ses avantages et ses inconvénients, mais le fanetioent global est commun. Le NGS
se décompose en plusieurs étapes incontournaldssadides nucléiques sont d’abord
extraits, purifiés puis fragmentés par nébulisatemmication ou digestion enzymatique.
Les fragments obtenus sont soumis a une réparafon de phosphoryler leurs
extrémites.

On obtient ainsi une librairie de séquences, quitvdevoir étre amplifiées.
L’amplification est effectuée par une PCR a émuls# 'aide d’adaptateurs ou par
amplification de clustersbfidge PCR. On obtient alors des clones qui vont étre placés
dans la cellule d'analyseflgw cel) et séquencés. Les chimies utilisées sont le
pyroséquencage, le séquencage par terminateuongatlon feversible dye-terminatdr
ou le séquencage par ligature séquentielle de saig@nucléotidiques (Figure 23).

Echantillon d’ADN enrichi
Fragmentation
Ligature des adaptateurs
Construction des librairies
Acapter Fragment A Adapter
Adapter Eragment B Adapter

Adapter Fragment C Adapler

Amplification clonale de chaque fragment

1 2
A @ B-@® A BMICc

Séquencage des amplicons clonaux dans un flow cell

Pyroséquencage
ou Terminateurs d'élongation
Séqunecage par ligature

. v

Génération de signaux lumineux ou d'images fluorescentes
Conversion en séquences

Figure 23 : Principe des techniques de séquencage mouvelle générationAdapté de 120
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Figure 24 : Caractéristiques techniques des appaiside séquencage de nouvelle génératidiapres (21)

Les technologies NGS sont actuellement utiliséediggnostic dans différents buts :
le séquencage de génomes entiers par des appemétagénomique (séquencage de
novo), I'étude de la diversité des génomes interirmra-organisme (quasi-espéeces), la
détection de mutations de résistance aux antiliesiepu aux antiviraux ou des approches
plus globales d’étude du microbiome ou du virome &innet environnemental 22).
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CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

De récentes étude$43-125) ont ainsi entrepris d’effectuer un séquencagesihde
prélevements provenant de patients souffrant diidas respiratoires, révélant la
présence d’'une multitude de pathogenes et démonémmvantages indéniables de ces
techniques en terme d’étiologie. L’apport grandisskes technologies NGS au diagnostic
a, de plus, été démontré en cas d’éclosions dediealanfectieuses1@6). Toutefois,
'ensemble de ces études met également en avambldeme principal que causent ces
nouvelles technologies, a savoir quelle interpid@tafaire de la quantité de données
générées. D’une part, le colt encore élevé deechsijues fait que peu d’échantillons de
contrble sont disponibles, les erreurs d’assembtiegeséquences restent trés fréquentes
et de fort taux de contamination sont souvent eféseiD’autre part se pose la question de
la signification biologique de ces observations. @isposant d’'une profondeur de
séquencage d’'une molécule d’ADN, de nombreusegdrdtADN de pathogenes sont
détectées mais ne sont pas nécessairement reptdésntd’'une infection en cours,
passée ou futurd 27).

Conclusion

Le tableau clinique de la pneumonie présente deypymes communs avec les
autres infections aigiies des voies respiratoiressdsa et differe trés peu entre les
différents pathogenes impliqués. Ainsi, il peuteédlifficile pour un clinicien de
déterminer I'étiologie d’'une pneumonie afin d’adaple traitement de son patient. De
nombreuses études sont ainsi en cours afin : inéliarer nos connaissances sur la
pathogénicité des agents bactériens et virauggigonnaitre la distribution géographique
et la saisonnalité de ces pathogénes, et iii) degnir, ou tout du moins, de surveiller
I'’émergence de nouveaux pathogenes respiratoires.é@ides reposent sur l'utilisation
d’outils de diagnostic toujours plus performants|apport de la biologie moléculaire et
ses récentes avancées dans ce domaine a été bldehm pourcentage d’échantillons
non-diagnostiqués dans les cas de pneumonies iapairére significativement réduit :
proche des 60% avec les techniques de cultureaqlass il est désormais compris entre
14 et 35% selon les étudd8).

Toutefois, la principale limite de ces techniqugg@mement sensibles, de biologie
moléculaire et de séquencage a haut débit, réside & fait qu’elles permettent de
découvrir le génome de nouveaux agents infectieais me témoignent en aucun cas de
leur pathogénicité. Il est alors du travail du stifeque de faire les preuves de
limplication de ces nouveaux agents dans une pagie Cette problématique est au
cceur des débats, depuis de nombreuses annéestnemidémplication potentielle du
TTV et des autres membres de sa famille viraleAleslloviridag dans une pathologie.
Avant de nous intéresser a notre tour a cette igmesé prochain chapitre de cette thése
sera consacre a la description de cette familldessBurprenante.
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CHAPITRE 2. Les agents étiologiques de la pneumonie

La famille des Anelloviridae (du latin anellus signifiant petit anneau) a été
officiellement créée par le comité international thxonomie des virus (ICTV,
International Committee on Taxonomy of Viryseis 2009, en réponse a l'isolation d’'un
nombre croissant d’espéces virales humaines etatgsmprésentant des caractéristiques
moléculaires spécifiqued 29).

La premiére démonstration de I'existence de cessva eu lieu en 1997 par une
équipe de chercheurs japonais qui, en examinanP@& soustractive les échantillons
sanguins de patients atteints d’hépatite non A-QG-frassfusionnelle, a découvert un
nouveau virus, avec un génome a ADN circulaire sinipin de trés petite taille. Ces
auteurs ont nommé ce nouvel agent le virus TT (TTVgpres les initiales du premier
patient chez lequel il a été identifié, et 'onbposé comme cause possible d'infections
hépatiques 109. Cette découverte a rapidement été suivie paedtification, a la fois
chez I'homme et différentes especes animales, dgepts virus proches du TTV, mais
avec une taille encore plus petite et génétiquenrést divergents130. A I'heure
actuelle, la famille de#nelloviridae regroupe environ une quarantaine d’especes, aux
propriétés peu communes pour une famille viraledait les mécanismes biologiques
demeurent peu connus, comme nous allons le vog éarparagraphes suivants.

3.1-La famille des Anelloviridae

3.1.14Le virion

Les Anelloviridaeont été définis comme des virus non enveloppés, diamétre de
30-32 nm (Figure 25). Leur densité dans le sérustéastimée entre 1,28 et 1,32 gicm
en chlorure de césium. La capside virale, probabigritosaédrique, protege un génome
circulaire monopartite, a ADN simple brin, de pdkanégative. La taille du génome varie
entre 2,1 et 3,9 kb.

Figure 25 : Microscopie électronique de particulesle TTV agrégées dans un échantillon sanguifiré de (131)
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3.1 — La famille de&nelloviridae

Ces propriétés ont été démontrées grace a diffétests : i) ces virus sont résistants
a la DNase |, ce qui témoigne de la présence diapside protégeant le génome ; ii) ils
sont sensibles a la nucléase "mung bean" maisagsisa la RNase A et aux enzymes de
restriction, ce qui informe sur la nature simpléenbde leur génome ; iii) des études
d’hybridation utilisant des sondes nucléotidiquesssou anti-sens ont prouve la polarité
négative de leur génome ; iv) leur densité restdhdngé apres un traitement par un
détergent, ce qui atteste de I'absence d’envel(pg2 133).

3.1.2-Positionnement taxonomique

Le TTV a été le premier virus possédant un génom®M circulaire simple brin a
étre identifié chez 'homme. D’autres hoétes étadje connus pour étre porteurs de ce
type de virus, aussi bien chez les procaryokéisrpviridae et Inoviridae) que dans le
regne animal Circoviridae) ou végétal Geminiviridae et Nanoviridag, si bien que le
TTV a d’abord été considéré comme un circoviruedtdnt les humains. Les deux
principaux virus de cette famille virale sont leua de I'anémie infectieuse du poulet
(CAV, Chicken Anemia Virygset le circovirus porcin (PC\WWorcine CircoVirug, tous
deux responsables de pathologies séveres chezhi@ies respectifs (Figure 26). L'étude
de ces virus ayant débutée bien avant celleAdetioviridae,les connaissances acquises
sur ces virus ont largement contribué a I'étudeatheiovirus (AV) (34).

Genre

Genre Topocuvirus Gspire Chlamidyamicrovirus
Bdellomicrovirus

Genre Microvirus
|
Genre Begomovirus :

Genre
Spiromicrovirus

Genre Mastrevirus

Genre Curtovirus

R

b
&

)

Nanoviridae K

Genre Babuvirus

Virus a ADN
circulaire simple brin

Inovitidae

Genre Nanovirus Genre Plectrovirus

Genre Inovirus

Anelloviridae

Circovoridae

Genre Circovirus :
Porcine Circovirus (PCV) Genre Gyrovirus Torque Teno Virus (TTV)

Chicken Anemia Virus (CAY)

Figure 26 : Classification des virus a ADN simple fin et leurs principaux hotes (plante, animal, homme, bactérie).
Adapté de (134)
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CHAPITRE 3. LesAnelloviridae

3.1.3Phylogénie

Apres la découverte du TTV, des études de sa méelont été promptement mises
en place. En 1999, au cours d'une étude menéeddsedonneurs de sang, I'analyse de
produits d’amplification a révélé la présence dmgfnents de taille inférieure a celle
attendue pour le TTV, et a conduit a l'identificetide plusieurs génomes circulaires
d’environ 2900nt, désignés initialement TTV-likennvirus, puis officiellement nommeés
Torque Teno Mini Virus (TTMV) 135. En 2005, de nouvelles séquences de 2200 et
2600nt, fortement divergentes et provisoirement mées "small anellovirus" ont été
identifiées par la technique SISPA, chez des p&tiprésentant une sérologie positive
pour le HIV. Des études complémentaires ont moqu#@ s’agissait, en réalité, de
formes tronquées de génomes d’environ 3,2 kb, déré&snpar la suite, Torque Teno
Midi Virus (TTMDV) (136, 137). Simultanément a ces études chez I'homme, de
nouvelles séquences ont été isolées chez de norabresgéces animales (primates non
humains, rongeurs, animaux domestiques ou de femaemiferes marins)L88 139).

Toutes ces séquences sont caractérisées par teémexdiversité géenétique les unes
par rapport aux autres. Cette diversité, considénabht élevée, comparée aux autres
groupes de virus a ADN simple brin, a compliqué kgassification jusqu’a la formation
d’'un genre Anellovirus puis de la famille viralesd&nelloviridae A I'heure actuelle,
cette famille est composée de 11 genres, préseatentivergence nucléotidique dans
'ORF-1 d’au moins 56%. Les virus humains ont ét&lus dans les genres
Alphatorqueviruspour les TTV,Betatorquevirugpour les TTMV, etGammatorquevirus
pour les TTMDV. Les TTV identifiés chez différentespéces animales appartiennent & 8
autres genres, indiqués par des lettres grecqu#ta-DEpsilon-, Eta-, lota-, Kappa-,
Lambda-, Theta- et Zetatorquevirus (Figure 27).nfPdes virus animaux, les Torque
Teno Sus Virus (TTSuV), infectant les porcs, oné &s plus largement étudiés,
notamment comme modeles potentiels des infectiangimes 140). Cette classification
évolue régulierement en raison de la découverteodwelles séquences. La création de
nouveaux genres, ainsi que le rapprochement du @aVprésente des caractéristiques
moléculaires proches des AV, comme nous le vertdtésieurement dans ce chapitre,
sont ainsi actuellement pris en considération’p@mVy (141).

Au moment d'écrire ces lignes, plus de 200 séqueencmplétes ont été déposées
dans les bases de données et les trois genres liiknains TTV, TTMV et TTMDV
étaient composés de 29, 12, et 15 especes viradspectivement. Dans cette
classification, chaque isolat est considéré comparienant a une espece différente
lorsque sa divergence nucléotidigue dans I'ORF®c asa plus proche voisine, est
supérieure a 20%. Cela dénote que, méme au seire dhéme espece, la diversité
génétiqgue est inhabituellement élevée. A titre dempmaraison, une divergence
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nucléotidigue de 10% ou moins dans le glate-1 est acceptée entre deux isolats de
papillomavirus d’'un méme génotypk4Q).
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Figure 27 : Arbre phylogénétique de la famille des\nélloviridae, d'aprés le rapport de I'lCTV de 2009.(Méthode
neighbour-joiningp-distance, en nucléotides, S@WRF1 compléte). Les isolats animaux sont représemtésuge sur
I'arbre. D’aprési43)

3.2-Caractéristiques desAnelloviridae

Les propriétés biologiques des AV sont encore raahiks. Ceci est d, du moins en
partie, a I'absence d’'un systéme cellulaire épropgemettant la persistance du cycle
viral, ce qui limite fortement les possibilités mestigations, aussi bien sur les
mécanismes précis de transcription, de traductiomle@uéplication de ces virus, mais
aussi sur les effets qu’ils peuvent avoir sur lRites et les organes infectées.

3.2.1-Organisation génomique

La taille du génome des AV humains varie entree8, 3,9 kb pour les TTV, entre 3,1
et 3,2 kb pour les TTMDV, et entre 2,7 et 2,9 kipes TTMV. Malgré cette différence,

I'organisation génomique est globalement conseavésein de la famille avec un codage
unidirectionnel.
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Figure 28 : Organisation génomique deénelloviridae et du CAV. Adapté de 144)

La région codante contient au moins deux cadresrtsude lecture (ORFOpen
Reading Framg les ORF-1 et -2, et des petites ORF partiellanmmn totalement
chevauchantes. L'ORF1 de certains isolats contierdomaine central avec des régions
hypervariables (HVR, HyperVariable Region La région intergénique (UTR,
UnTranslated Regignreprésente environ un tiers de la séquence viealeontient
généralement une région d’'une centaine de nucléptidehe en GC, susceptible de
former des structures secondaires de type « épigtbeveux ». Cette organisation
génomique est également partagée avec le circaaniage, le CAV (Figure 28)145).

Plusieurs motifs moléculaires sont communémentougrs dans les séquences
d’AV : la boite TATA et un signal poly-A situés emont et en aval de la région codante,
une région riche en résidus arginine en N-ter @RF1, ainsi que des motifs de type
FXTL et YxxK, décrits comme étant liés a la proguhe réplication Rep des circovirus.
Au niveau de I'ORF2, un motif protéique WPMX3CX;CXsH est similaire au CAV
(Figure 29) 146).

Boite TATA({25-90)

Séquences régulatrices :

ATF/CREB
AP-2 sites
NF-xB

SP-1 site

Région riche
en GC (3732-3853)

Initiation de la traduction (263)

/ Motif AA similaire au CAY (398-460)

ORF2

(107-712)

Structures en épingles a cheveux

Signal Poly-A (3073-3078) y

ORF3

(2904-3074)

Région riche en Arg

3853 nt
TTV TA278

ORF1

(589-2898)

. HVR1 (1411-1476)

: HVR2 (1528-1868)
HVRS (1702-1794

Figure 29 : Motifs moléculaires communs au sein desV. Adapté de 146)

Reégion N22 (1847.-2346)
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3.2.2-Transcription

Les connaissances sur lI'expression génique des Al été obtenues par des
approches de transfection et d'analyse d’échansillbiologiques. Ainsi, trois types
d’ARN messagers (ARNm) d’environ 2 800-3 000 nAD et 1 000 nt ont été mis en
evidence. Ces 3 ARNm proviennent d’'un promoteuqueilocalisé dans la région -154/-
76 par rapport au site d’initiation de la transtidp, et sont polyadénylés en position
2978. Les trois transcrits sont épissés au nivean dourt intron (~ 100 nt) localisé
approximativement 70 nt apres le site d'initiatda la transcription, et les deux formes
les plus courtes (1,2 et 1,0 kb) résultent d’'ursggoje alternatif situé environ 400 nt apres
le premier intron 147, 148. Des transcrits additionnels ont également été am
evidence pour d'autres génotypes de TTV, consécutifla présence dautres sites
d’épissage et de réarrangements intragénomidque. (

En complément, il semble que la région UTR joue r@le important dans la
régulation de la transcription. Deux études repbsam I'utilisation de plasmides
luciférase ont, en effet, rapporté la présenceédgences promotrices et amplificatrices
de la transcription dans cette régidrb@ 151). De plus,in silico, 'UTR présente un
grand nombre de sites de liaison pour des fac@eisanscription (ATF/CREB, AP-2,
SP-1, USF, E2F, NkB, Figure 30).

(=]
?
E2F 247 CREB USF TATA
- - _Q e o B v .
-332  -320  -309 Hi i -120 -107 -95 29

Figure 30 : La région 5-UTR contient des éléments degulation de la transcription, ainsi des sites de liaison pour
les facteurs de transcription. Adapté i81)

3.2.3Les protéines virales

Plus récemment, la transfection d'un génome comg&etTTV dans la lignée
cellulaire 293 a démontré qu’au moins six protéidéierentes étaient synthétisées lors
de la réplication du TTV, résultant a la fois d@pissage alternatif mais également d’'une
initiation alternative de la traductiod2). Le long transcrit de 2,8 kb exprime ainsi les
protéines ORF1 (736 aa) et ORF2 (117aa), a paeti2 codons AUG. De la méme
maniere, le transcrit de 1,2 kb génére les proséddBF2/2 et ORF1/1 et le transcrit de
1,0 kb, les protéines ORF2/3 et ORF1/2 (Figure 3¢ plus, les stratégies de
transcription et de traduction semblent étre magkiléelon les isolats considérés, et
probablement selon le type de cellules infect&g8)(
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ARNm Protéine

Ju 736 aa / ORF1
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Figure 31 : Transcription et traduction chez les AV(TTV-HEL32). Tiré de (43

Les informations relatives aux fonctions des ddfées protéines exprimées lors de
l'infection virale sont fragmentaires et ont souvét# déduites directement a partir des
séquences oligonucléotidiques et protéiques ouegdades similitudes avec les autres
virus a ADN circulaire simple brin.

a- L'ORF1

L’'ORF1 des Anelloviridae code probablement pour une ou plusieurs protéines
assurant des fonctions structurales et/ou fonctie®meAu niveau structurel,extrémité
N-terminale est systématiquement riche en résidgisiae, lesquels présenteraient une
activité de liaison a 'ADN et un role dans I'ensagation du génome, comme c’est le cas
pour le virus de 'hépatite A%4). Au niveau fonctionnel, il a d’'une part été sugggue
la présence de codons stop dans I'ORF1, aboutissdattraduction d’'une protéine
tronquée, pourrait former des particules viraledect&ves (55. D’autre part, la
variabilité nucléotidique et protéique de 'ORFastculierement au niveau des HVR, est
supposée pouvoir permettre au virus d’échapper@penses immunes de I'h6te. Enfin,
la présence de motifs Rep similaires a ceux des\nus laisse supposer d’un rdle pour
cette protéine dans la réplication viral®).

b- L'ORF2

La protéine codée par 'ORF2 d'un génotype de TT\Eta étudiée apres sa
transfection et a montré sa capacité a bloqueasaate de signalisation du XB; en
interagissant avec les sous-unités catalytiquesalleK IKK[3 de la protéine inhibitrice
IKBa. Cette interaction inhibe la dégradationkdb, et ainsi I'activation du NkB,
bloque I'entrée des sous-unités p50 et p65 damoyau cellulaire et empéche ainsi la
surexpression de différents médiateurs inflammeso{iL-6, IL-8, cyclo-oxygénase-2).
Ainsi, il est supposé que la protéine issue de FQRourrait étre impliquée dans les
phénomenes d’échappement du TTV aux réponses ineiresi innées et adaptatives
(157). Il apparait, de plus, que cette protéine poupasséder une activité phosphatase,
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en raison de motifs communs avec la protéine VP2ZCAV. Les phosphatases sont

connues pour avoir des fonctions importantes damédulation de I'expression génique,

certaines voies de transduction du signal, et dang®ponse humorale. Une possible

implication de la protéine issue de 'TORF2 dansngsanismes de persistance virale est
ainsi supposée. Pour aller plus loin, des variatidass la séquence de cette ORF
pourraient conduire a la perte de cette activira@duler la pathogénicité du virus5g).

c- Les ORF additionnelles

Le nombre et la taille des ORF additionnelles vdrleaucoup entre les différentes
especes deénelloviridae Leur fonction en est donc difficilement inter@ige. Une
étude sur 'ORF3 de lisolat TTV-TA278, codant paume protéine dénommée TAIP
(TTV-derived Apoptosis-Inducing Protgira montré des similarités de séquences aveq
'apoptine du CAV. Cette protéine induit une apoptasdépendante de p53 dans les
cellules infectées par le virus aviaire. TAIP n‘antré des propriétés pro-apoptotiques
gue dans quelques lignées cellulaires. Cependemtésultats laissent a supposer que les
ORF additionnelles des AV pourraient participer, lpar présence et leurs fonctions, a la
pathogénicité de ces virusg9).

d- Localisation cellulaire

Les protéines issues des ORF-1 et -2 du TTV-géeobypnt d’abord été localisées
dans le cytoplasme de cellules transfectdd®)( Au contraire, la protéine codée par
'ORF1 du TTV-génotype 1 a été localisée dans lganp et en particulier dans le
nucléole, tandis que celle de 'ORF3 a été obseda¥s le noyau, mais pas dans le
nucléole. Dans la méme étude, la protéine ORF2 tétaivée dans le cytoplasm&6().
Plus récemment, les protéines codées a partiGfeHL et de 'ORF3 des TTSuV ont été
localisées dans le nucléole des cellules rénalesnes, et celle codée par 'TORF2 dans le
cytoplasme et le noyau, en excluant le nuclédl)( Une étude récentm silico a
confirmé l'adressage de la protéine issue de 'OREfds le noyau 162). Les écarts
observés entre ces études suggerent que la divgiiomique, entre les isolats d’AV,
pourrait étre associée a difféerentes stratégiegpidssion et de localisation des protéines
virales, avec des conséquences non décrites patHagenése des AV.

3.2.4Reéplication desAnelloviridae

Le génome deAnelloviridaeest constitué d’ADN circulaire simple brin de pitkx
négative. Cependant, il a rapidement été mis etieéee que des formes double brin ou
de polarité positive étaient présentes dans différetissus et constituaient des
intermédiaires réplicatifs du virus. De I’ADN doebbrin a ainsi été détecté dans les
poumons, les PBMC, la moelle osseuse, le foiegéagylions lymphatiques, la glande
thyroidienne, la rate le pancréas et le rein, isseispatients atteints de différentes
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pathologies. De plus, les hépatocytes, les celligesioelle osseuse et les PBMC, ont été
signalés comme contenant de I'ADN a brin positiTdy (153).

a- Les sites de réplication

A I'heure actuelle, les auteurs s’accordent a pengegue la grande majorité, sinon
la totalité, des AV présents dans le plasma desopees infectées est produite dans le
compartiment hématopoiétique par un/des type(skalkiles non identifiées ; et ii)
gu’une fois infectées, les cellules immunitairesgagent le virus dans les tissus qu’elles
envahissentl42). Des données quantitatives suggerent, en effietlep patients atteints
de leucémie, fortement myélodéprimés a la suiteatdliations et de chimiothérapies,
présentent un important déclin de leur viremieudlg augmente fortement aprés une
transplantation de moelle osseu$63 164). Les AV se répliqueraient ainsi de maniere
trés active avec plus de ®Gsirions générés par joull§5). L’épithélium respiratoire est
également considéré comme un site d’infection l@ue et de réplication continue du

virus, suite a une étude démontrant l'existence pléléevements nasopharyngés
TTV+/plasma- chez un méme individlgp).

Il ne peut étre exclu, cependant, que le TTV séiqép sur d'autres sites. Compte
tenu de la grande diversité probable des protéileesapside virale, il est également
plausible que les différents membres Aeslloviridaese répliquent dans des tissus et des
compartiments corporels différents.

b- Mécanisme de réplication

A partir d’analogies avec d'autres virus a ADN sieptin, il semblerait que les AV
aient besoin de cellules en cours de division peairrépliquer efficacement. Cette
hypothése semble confortée par plusieurs étudasnel'd’elle a démontré que la
production de TTV apres l'infection de cellules monolées sanguines n’avait lieu que
lorsque celles-ci étaient activees (PBMQpHY). Une autre a montré que le TTV serait
capable de détourner la machinerie cellulaire deelule héte afin de se répliquer. Une
inhibition de la réplication du TTV HEL32 était airobservée, lorsque l'action de 'ADN
polymérase cellulaire était bloquée par I'aphidim®l(168). Bien que ce mécanisme n’ait
jamais été mis en évidence pour les AV, il est sepp’ils se répliqueraient au moyen
d’un "cercle roulant"rplling circle, voir Figure 32), comme déja démontré chanimal
pour dautres virus a ADN circulaire simple brin (circawrporcins PCV1 et 2, CAV) et
confirmé par l'identification des formes d’AV dowblbrin (69. L'initiation de la
réplication par 'ADN polymérase nécessite la pnégede structures en « épingles a
cheveux », formant un site "Nick" reconnu et clpa¥ le complexe Rep. La région UTR,
qui comporte plusieurs de ces structures tertiapagiciperait ainsi a la régulation de la
réplication virale 150. Un motif partiellement conservé _AGT_TTACA a €in
récemment été proposé comme origine de réplicéliod).
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En raison de l'absence dans les virions d'une eppel dérivée de la membrane
cellulaire, il est également raisonnable de suppqgse les AV tuent les cellules dans
lesquelles ils se répliguent de maniere a étredbéans le plasma ou on les retrouve
abondamment. Une exocytose dépourvue de mort @edderait sans précédent pour des
virus avec les caractéristiques structurelles d¥,Tmhais compatible avec I'absence de
maladies précises associées a l'infection (vomgraphe 3.4-).

Origine de Rephcﬂuon de I'ADN

rephcaucm
Virus circulaire
a ADN simple brin %
Complexe Rap + ADN polymérase

ADN lié au complexe Rep =
Int: di licatif
? Bm:,._::‘?;:z e Formatien d'une coupure dand I'ADN

. b i Molécule
vines = | i %
ADN répliqué

Figure 32 : Mécanisme de réplication de type "cere roulant”". Adapté de171)

Pour en finir sur la réplication virale, une étudeente semble indiquer que le virus
Epstein-Barr pourrait avoir un effételper sur la réplication du TTV, suggérant une
interaction synchrone des deux vird3?2.

.2.5Variabilité génétique

Comme nous l'avons abordé en étudiant leur phyliegdas AV présentent une
extréme variabilité, aussi bien au niveau des sempse nucléotidiques que protéiques.
Les raisons et les mécanismes qui conduisent@distrgence restent meconnus.

a- Mutations

La premiére possibilité serait que les AV sont tdgm de muter tres fréquemment.
Ce phénomeéne n’est pas courant chez les virus a,Afddht donné que I'ADN
polymérase a une activité de relecture, contraintrada transcriptase inverse utilisée par
les virus a ARN. Néanmoins, il a été montré quepasovirus a ADN sb, évoluaient
avec un taux de mutations comparable a celui des & ARN, en raison de la nature de
son génome. Il est ainsi possible que des mécasisimelaires entrent en jeu pour les
AV ; ces mutations fréquentes leur permettant d’gpka a leur reconnaissance par le
systeme immunitairel{3).

b- Recombinaisons/réarrangements

La possibilité de recombinaisons homologues erdrmdés TTV a été avancée tot
dans I'étude deénelloviridae(174). Plus récemment, I'occurrence de réarrangements a
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été suggérée, avec la caractérisation de formegaomiques de séquences TTV, isolées
a partir de plasma humain ou issues de transfectoetse diversité inter-espéces
s’accompagne également de réarrangements intraggumesn et de formes
subgénomiques (LTTV) comme démonir&itro (149 170).

c- Région conservée

Malgré le faible degré’domologie existant entre les différentes formea di§crites,
une courte portion de séquencenyiron 130 nt, relativement bien conservée, est
remarquable dans toutes les séquences identifiiszslbomme et’animal. Cette zone,
localisée en amont d®JRF1, présente deux courtes séquences de 15 niguabhement
conservées (CGAATGGCTGAGTTT et AGGGGCAATTCGGGChshiquun motif de
type Spl (GGGCGGGLLEI).

3.3-Epidémiologie desAnelloviridae

3.3.11 es méthodes de détection

La détection des AV est presque exclusivement baisedes méthodes moléculaires,
car il n'existe pas de systemes de culture vimalede tests sérologiques fiables qui
pourraient permettre la détection d’antigénes oantitorps antiviraux. Cela se
comprend, étant donné la diversité antigéniquerpielée des AV, les produits déduits
des ORF-1 et -2 du TTV sont trés hétérogenes aangdifférentes especes et méme entre
les différents isolats d'une méme espece.

Le dessin des amorces de PCR a connu une évolutnportante depuis
l'introduction des premiers tests de détection, wfilisaient des amorces ciblant le
fragment N22 situé dans 'ORF1 du premier prototgee TTV isolé. Actuellement,
plusieurs PCR sont utilisées en fonction des laboes, et présentent des tailles
d’amplicons et des sensibilités différentes. Otimtigie ainsi les PCR " universelles", qui
amplifient la plupart, sinon tous les AV humainsjes PCR « genre-spécifiquesty).
Cependant, a I'heure actuelle, aucune PCR classmueen temps réel n'a été
formellement reconnue comme la technique de référgrour la détection des AV. I
semble cependant acquis que la fiabilité des tegiese sur le ciblage de la région
conserveée présente dans la région intergéniquar@-gg).

Alors que cette méthode avait montré peu de débsucke derniéres années, une
étude de séroprévalence a récemment été réalis€aida d'un essai immuno-
enzymatique, dirigé contre les protéines issudsdR¥F2 de 5 souches de TTV. Cet essai
semble présenter une bonne couverture antigénigqié (
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O Région conservée

N22

Figure 33 : Zone conservée entre isolats AV humairet animaux.Les séquences représentatives identifiées chez
'homme (TTV : TTV-1a, KAV, JT34F, TUSO01, yon-KCOQITMV : PB4TL, NLC026, TGP96, LIL-y1, CBD279 ;
TTMDV : small-1, small-2, 2PoSMA) et I'animal (ScFV2, At-TTV3, Cf-TTV10, Thc-TTV14, Sd-TTV31, 2p) sbn

représentées. Les positions des amorces de détedtioiverselle » sont indiquées. Adapté Hér(

3.3.2Prévalences

Les AV ont la particularité d’avoir une prévalenegtrémement élevée dans la
population générale a travers le monde. Les engu@iglémiologiques employant une
large gamme de techniques de PCR ont montré quiaament donné, les deux tiers ou
plus des populations mondiales étudiées sont idsgpar le TTV, et que le TTMV et le
TTMDV pourraient étre encore plus omniprésentspids, on observe tres fréquemment
la présence simultanée chez un méme individu, uquirs isolats d’'un méme genre ou
de genre différentsly8-181). Bien que la prévalence globale du TTMDV doive@nc
étre déterminée avec précision a l'aide de techsidaePCR de sensibilité suffisante, de
récentes enquétes sur des échantillons de plasmmanant de donneurs sains européens
et japonais indiquent que la prévalence du TTMD¥sda population générale peut étre
aussi élevée que ceux du TTV ou du TTMV, a savoiriren 95% de la population
infectée 182).

Une autre caractéristique du TTV, qui semble émtagée par les autres AV, est son
extraordinaire capacité a établir des infection®wigues. En effet, suite a l'inoculation
de sang contaminé ou de produits dérivés du samgme apres une infection des
mugueuses, le TTV devient détectable dans le séanighgrique dans la, ou les quelques
semaines suivant son entrée dans le corps, eteésulune longue virémie plasmatique
(183). Des cas d'infections aiglies ont également @g@asdes, mais il n'est pas certain
gue ces observations reflétent véritablement uadiction virale complete, ou juste du
fait que la charge virale descend sous le seudrigfir de sensibilité des méthodes de
détection utiliséesld6). Il est également clairement établi que les obsrgrales dans le
plasma peuvent varier considérablement, dedl00 copies d'’ADN par ml, en fonction
des personnes infectées et du nombre d’AV différprésentsl@4, 185).

Les enquétes épidémiologiqgues menées a ce jour ldandifférentes régions du
monde ont la limitation d'avoir utilisé des PCR g#msibilité variable, de sorte que les
résultats ne peuvent pas étre compares facilel@ependant, elles semblent indiquer que
certains TTV (génogroupes 1 et 3) sont tres frétpidandis que d'autres (en particulier
le génogroupe 2) sont moins fréquents. Les résudtiaggerent également |'existence de
différences considérables dans la répartition ggagque de certains TTV. Cependant, il
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est actuellement difficile de déterminer dans quellesure ces différences sont biaisées
par lI'amplification préférentielle de TTV sélecti@snpar les techniques utilisées. La
relevance d’un changement d’AV en fonction de I'dgs sujets infectés et / ou du mode
de transmission reste également a détermi8s; (86).

3.3.3-Modes de transmission

Les infections a AV sont acquises trés tot dangidasans distinction de sexe, des
conditions socio-économiques, ou de la localisagéngraphique. Méme s'’ils peuvent
évidemment étre transmis par le sang (voie par@ederdes voies les plus courantes de
transmission comprennent la voie oro-fécale et lg& weerticale meére-enfant. Une
transmission par voie aérienne est également prel{h®f). Cette route est un puissant
moyen de diffusion pour un virus, mais son impa&et sur la circulation des AV dans la
population n'a pas encore été étudié. En outrelétaction fréquente des AV dans la
salive, les sécrétions génitales, les larmes, laupet les follicules pileux semble
impliquer également I'existence d'autres modesffigsdin (142).

A ce jour, la contamination déhbmme par un variant animalrpu étre prouvee, et
I'analyse phylogénétique des séquencéselioviridae identifiées chez les différentes
espéeces animales ne plaide pas en favefedtions inter-espece&&7).

3.3.4-Compartiments biologiques et environnementaux

Initialement identifié dans des échantillons despia et de sérum, I’ADN viral a
également été mis en évidence dans quasiment eésugdhantillons biologiques de
'organisme : les PBMC, la moelle osseuse, lesusistes différents organes vitaux, le
liquide céphalo-rachidien, la salive, la bile, ihg, les feces, les sécrétions nasales, les
larmes, le fluide vitreux, la pulpe dentaire ousferme 188 189). L’identification des
Anelloviridaedans le lait maternel, le sang de nouveau-nés sang de cordon a aussi
été rapportée, bien que des données contradicexistent selon les études. Les PBMC
regroupent un grand nombre de types cellulairéssefV ont été décrits dans beaucoup
d’entre eux : les monocytes, les LB, les LT, les,NKIIs seraient absents des plaquettes
et des érythrocyted 90, 191). LesAnelloviridaeont, par ailleurs, aussi bien été trouvés
dans des tissus sains que dans différents typeargers 192). Enfin, il a été démontré
gu’un simple individu pouvait héberger plusieuradwes virales, parfois trés divergentes,
dans différentes localisations tissulaires et d&ssprincipaux organe$93).

Les AV présentent une résistance €levée aux agsmntsico-chimiques, ce qui
expliquerait leur présence probablement généralisdes I'environnement. L’ADN des
AV a été trouvé partout ou il a été étudié, y camgans l'air, I'eau des riviéres, les eaux
usées et la pollution des eaux superficiellézl(195).
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3.4-L’'implication desAnelloviridae dans la santé dé’hote

L’'impact desAnelloviridae sur la santé des hotes les hébergest un sujet soumis
controverse depuis leuanise en éviden. Les découvertes des forn TTMV et TTMDV
n'ont fait quaccroitre le ombre rhypothésesoncernant leur implicion dans la santé
I’héte. En témoigne le rmbre d’articles publiés dans les années) et dont la majorit
avait pour objet une asciation potentielle a telle ou telle pathoe (Figure 34). Une
chose semble cependi assuré: bien que ces pathogénes n’at été identifié qu
récemment, ils sembleritre présents chez I'homme depuis des cnes d’année(196),
et représntent un remariable exemple de -évolution virus-héte.
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Figure 34: Nombre d’articles publiés sur lesAnelloviridae par année.Le nombre total e publications se référa
auxAnelloviridaea été obtenuwvec Pubmed et les m clé suivants "TT virus", anellovinis,anelloviridag torque
teno virus, human circoviruset TTV, et répartis selon la présence de ces niétdans Ietitre ou dans le résur

3.4.1dmmunologie des infection:

Les propriétés immnologiques de:Anelloviridae sont toujous méconnues et ¢
rares études qui s’y concrent sont exclusivement relatives aux T

a- TTV et immunité innée

De nombreuses obrvations cliniques ont suggéré que AV pourraient contribue
a la morbidité humainen agissantomme des cofacteurs, ou cote déclencheur dal
des maladies d'originemultifactorielle, qui ont en commun u large composan
inflammatoire, comme 1sthme ou des formes d’arthri(197-199). Il est alors apparu
gue les AVétaient probalement capables d’affaiblir les mécanisnle défense de I'hd
contre les autres agenbtathogénes, et/ou d’altérer les moyens psquels I'organism
réagit aux micrarganisnes, en mntenant par exemple une inflamtion constante
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Comme nous l'avons vu précédemment, une étude &éngure la protéine codée par
'ORF2 aurait la capacité de bloquer la cascadekRFiaquelle permet I'expression
d’'une centaine de genes codant pour des cytokimesflammatoires, des chimiokines,
des molécules d’adhésion, mais également des stoepte I'immunité. Le TTV aurait
ainsi la capacité d'impacter significativementéponse inflammatoirel67).

Une autre étude a montré la capacité du TTV a séimal production de cytokines
pro-inflammatoires en activant le TLR-9. Le TLRe&ronnait spécifiqguement '’ADN non
méthylé, et plus particulierement les motifs Cp@.rature de la réponse immune induite
(stimulation ou inhibition de la voie du TLR-9) dépkdu type de nucléotides flanquants
les motifs CpG. Le génome des AV, riche en motifgsGerait ainsi capable d’interagir
avec le TLR-9. Cette propriété a été démontrée &#ismtat ViPiSAL, qui, transfecté
dans des cellules de rate, induisait la produatitfNy, d’IL-6, et d’IL-12 (200).

Il a également été suggéré que le TTV pouvait nerdlfefficacité de I'escalator
muco-ciliaire, en infectant les cellules ciliées qgl@ produisent. Pifferi et ses
collaborateurs ont en effet montré que de fortesgelsavirales étaient détectées dans des
prélevements d’épithélium respiratoire chez desamsfavec une bronchopneumonie
récurrente. Ces charges virales présentaient umélation positive avec une perte de
lintégrité anatomique et fonctionnelle des celbubdiées 201).

De fortes charges virales ont été associées a mtratien importante, dans le sang,
de la protéine cationique de I'’éosinophile (ECR{licatrice d’une activité inflammatoire
intense au niveau du tractus respirato®2. La méme corrélation positive aurait été
établie entre charge virale et quantité de NO éxglirez des enfants asthmatiques. L'ECP
et le NO sont impliqués dans plusieurs maladiegina@®ires et jouent des réles clé dans
linflammation du tractus respiratoire. Ces dewudéts semblent indiquer qu’une
réplication active du TTV pourrait induire un stailoflammatoire, amplifiant la réponse
immune en cas d’infection par un autre pathog208)(

b- TTV et immunité adaptative

La présence d’anticorps dirigés contre le TTV ad#éontrée grace a différentes
méthodes. Dans un premier temps, par des testsndima-précipitation, Tsudet al. ont
montré la présence d’'lgG spécifiques du TTV danséleim de patients virémiques ou
non Q04). Dans un second temps, la présence d’IgM étamoérée, ainsi que la
présence de complexes immuns TTV-IgM dans le s§208). Il a, par ailleurs, été
prouveé que les anticorps dirigés contre un génotygoprotégeaient pas de I'infection par
d’autres isolats, et les données de prévalencee ethdss enfants séroconvertis et
sérorévertis ont montré que les AV circulaient diesspopulations quels que soient les
anticorps antiviraux1(52, 176).

Des études ont mis en évidence que les chargdesvigtaient plus élevées chez des
patients immunodéprimés, particulierement quandumération de CD4+ était faible,
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suggérant que la charge virale en AV pouvait étreraflet du statut immunitaire de
I’héte. Néanmoins, la virémie ne corréle pas deswnt avec le nombre de CD4206).
Récemment, il a été observé gu’une altération deethit reliée a une augmentation de
la charge virale du TTV, suggérant de nouveau senpiel comme marqueur du statut
immunitaire 207).

3.4.2-Pathologies potentiellement associees aknelloviridae
a- Pathologies hépatiques

Les circonstances, dans lesquelles le TTV a étéildémot abouti, dans un premier
temps, a une étude quasi-exclusive sur le réleillesde ce virus en tant que cause
d'infections hépatiques non A-@Q8. Des données continuent d'ailleurs d’apparaitre
dans la littérature, compatibles avec la possibgile des anomalies transitoires et Iégere
des taux d'enzymes hépatiques soient, dans cedasmsassocies aux AV ou le résultat
d’une coinfection TTV/virus de I'hépatite B (HBVuOT TV/virus de I'hépatite C (HCV)
(209-212). Une publication a sous-entendu que les génoree3Td/ pourraient étre
sensibles a la réaction immune dirigée contre H@¥,une interaction avec la protéine
APOBEC3 R13. Cependant, le TTV a globalement été exclu deses classiques de
maladies du foie14).

b- Infections respiratoires aigues

L’implication du TTV dans les infections respirats aiglies a été étayee par
différents travaux. Ainsi de fortes charges viralass des prélevements respiratoires ont
été associées a : i) une sévérité accrue de lalpgib respiratoirel(66, 198 215, 216),
et ii) une diminution de la fonction ventilatoir@d97). En outre, des données indiquent
gue le TTV pourrait se répliquer activement darssueies respiratoires des enfants et,
eventuellement, étre une cause de maladies respasatigies et/ou un facteur aggravant
(166, 216).

Par ailleurs, il est de plus en plus décrit queA¥sporcins pourraient agir comme
co-facteurs a d’autres virus dans la pathogenésym#romes respiratoires séverasq
218).

c- Cancers

L’ADN du TTV a été détecté dans plusieurs typedydgphomes 219 : les cancers
hépatiques 420), colorectaux Z21), du larynx @22, du pancréas2@3, du col de
lutérus @24), le lymphome de Hodgkinl73), ou le syndrome de Kapos?ZH. A
'heure actuelle, les données suggerent que lextiohs a AV agiraient comme des
carcinogenes indirects en modulant la réponse imndese LT @19. De plus, Il
semblerait que certains génotypes seraient plueptibles de déclencher une pathologie
que d’autresZ26).
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d- Désordres auto-immuns

Les AV ont été associés a différents désordres iautains, parmi lesquels la
sclérose en plaque, le lupus érythémateux systénm(@Rie 228), certaines maladies
rhumatismalesl9), ou la maladie de Kawasal@Z9).

Sclérose en plague (SEP)

Une premiere étude a été incapable de détectaészmce d'ADN de TTV dans le
liquide céphalo-rachidien (LCR) de patients atweide SEP, bien que le sérum ait été
testé positif pour le virus, indiquant que le sgsenerveux central (SNC) ne représente
pas un site commun de réplication et de persistdnderV, et que le virus ne pénetre pas
facilement la barriere hémato-encéphaliqL&6. Néanmoins, il a été suggéré que des
infections répétées avec des virus communs, tels lqu@TV, pourrait favoriser
I'expansion de cellules T présentant des domairegigues conservés. Cette réactivité
croisée (mimétisme moléculaire) entre les agenthoganes et les auto-antigenes
pourrait finalement aboutir a l'ouverture d'une ad&d auto-immune chez des individus
génétiqguement susceptiblex3(). Les co-infections virales (TTV/HBV ou TTV/HHV-6)
pourraient également contribuer au déclenchemela ohaladie 231). Une récente étude
a montréin vitro qu’'EBV pouvait stimuler la réplication du TTV et’'gnsemble, ces
deux virus pourraient jouer un role dans la progjogsde la pathologiel7?2).

e- Autres pathologies

Une contribution possible du TTV a la déficienceriomitaire des patients atteints du
SIDA ou d'autres maladies immunosuppressives eedgait été suggére@32 233.
Une étude de cas a montré que des changementsictesal’AV pouvaient se produire
en cas de transplantation d’'orga284). En outre, le fait que les AV circulent souvent
dans le sang sous forme de complexes immuns a itandinquéter sur une possible
implication du TTV et du TTMV dans les pathologiésales 235). Des états fébriles ont
eégalement été rapportés en lien avec des infeciidné (236, 237).

Apres cette liste non exhaustive de pathologiesr®les liées aux AV, il est bon
de rappeler que de nombreuses autres études démidigbsence de liens entre ces virus
et des pathologies humainexl{). Des auteurs ont ainsi proposé queAeslloviridae
puissent appartenir d’'une «flore virale 23§. Si cela parait assez improbable, des
approches récentes de NGS semblent également t&najge le virome d’une personne
« saine » serait principalement composé de viruswmiesAnelloviridae(239).
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Conclusion

Les AV présentent des propriétés originales et goprcette famille virale : i) une
extréme diversité géentéique menant a l'existencaotebreuses especes et variants, ii)
une prévalence exceptionnellement élevée dans desilaiions avec des infections
chroniques tout au long de la vie, iii) une prégeti@ns de nombreux tissus différents, iv)
des co-infections fréquentes par deux ou plusigargants, et v) une large gamme de
charges virales apparaissant méme chez des indisaiios.

Ces propriétés font que l'implication de ces vidas une pathologie est un sujet
toujours controversé. Certains ont ainsi suggéré lgsieAV devraient étre considérés
comme une composante de la flore humaine norméfgmuivus de pouvoir pathogene.
Cependant, la virologie est riche en exemples dgs\jui, apres la découverte, ont dd
attendre de nombreuses années avant d'étre d&fmént lies a leurs maladies
respectives, y compris les échovirus, les réoviqus tous deux portent encore le terme
d'orphelin), les adénovirus, le parvovirus B19vyileis Epstein-Barr, les virus de I'herpés
6 et 7, etc. C'est ainsi que lemelloviridae viennent s’ajouter a la liste des virus
actuellement orphelins, mais pour combien de te€mps
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PROJETDE THESE

LES QUESTIONS ABORDEES
EXPERIMENTALEMENT DANS CE MANUSCRIT

Ce projet de these a été construit suite a l'ifieation de nouveaux génomes de
TTMV dans les épanchements pleuraux d’enfants teds@s en raison d’'une pleuro-
pneumopathie, et pour lesquels aucun agent étoplegi’avait été identifié. Comme nous
'avons vu dans le chapitre 3, I'implication de c@ss dans la santé de I'héte nécessite
d’étre mieux définie, et il y a un véritable besdiapprofondir les recherches sur leur
réle potentiel dans les pathologies respiratoif@ssi, au travers de ces travaux, nous
avons entrepris de répondre aux questions suivantes

- Quelle homologie ces nouveaux génomes présentsngatec les TTMV déja
décrits ?

- La pathogénicité de ces virus peut-elle étre aéesod certaines signatures
moléculaires ou caractéristiques génétiques pra@poestains variants ?

- Quelle est la prévalence du TTMV dans une cohodepdtients atteints de
pneumopathies ? Y a-t-il un lien entre la préseteee virus et la gravité de la
pathologie ?

- Les cellules de I'appareil respiratoire sont-elesmissives a l'infection par ce
virus et permettant-elles effectivement sa réplcen vitro ?

- Sioui, le virus entraine-t-il une réaction de asfe de la part de ces cellules ?

- Ce virus est-il reconnu par des cellules de I'imituinnée ? Observe-t-on la
mise en place d’'une réponse inflammatoire ?

Différentes stratégies expérimentales ont été neseplace afin d’entreprendre de
répondre a ces questions. Nous verrons ainsi, danpremier temps, comment le
protocole de découverte de nouveaux pathogéneemace dans notre laboratoire a
permis d’isoler plusieurs nouveaux génomes de TTadgociés a des cas de pleuro-
pneumopathies dépourvues d’'agent étiologique ifi@nbans un second temps, nous
nous intéresserons au potentiel infectieux de ces/aaux génomes, a travers leur
caractérisation génomique silico, et I'étude de leur réplicatiom vitro dans différents
types cellulaires (Chapitre 4). Nous verrons alguelles conséquences peuvent étre
engendrées suite a I'infection de cellules épitthés alvéolaires par ces virus (Chapitre
5). Enfin, nous nous attacherons a décrire l'irtioa potentielle de ces virus avec les
cellules de I'immunité innée et plus précisémerdcales APC (Chapitre 6). Ces résultats
seront alors suivis d'une discussion sur les difiées informations apportées par ce
travail et les questions qu'il souléve.
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CHAPITRE 4. De nouvelles especes de TTMV isolées dies épanchements pleuraux
d’enfants atteints de pneumonie séveéere

Bronchiolites Pneumonies
a) Unité de soins pédiatrigues a court terme(n=92) ¢} Pneumonie communautaire (n=24)

B monginfection virale 65%
@eoinfection virale 4%
ncoinfection virus-bactérie 31%

2 monoinfection 84,8%

B coinfection 15,2%

1) Unité pediatrigue da seins intensifs (n=88) d) Pleuro-pneumopathie (n=28)
Aff F; & monoinfection 55.9% // o moninfaction virale 34%
i ” {4 @ coinfection virale 33%
L £ coinfection 34,1% o coinfection virus-hactérie 33%

Figure 35 : Impact des coinfections dans la sévégitde la pneumonie.L’étiologie des bronchiolites (a et b) et des
pneumonies (c et d) a été déterminée par biologiéaulaire sur des prélévements naso-pharyrfis-242).

a) Aspirats naso-pharyngés (n=52) b) Epanchements pleuraux (n=28)
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Figure 36 : Etiologie des pneumonies (CAP+PPE) en fotion du type de prélévement respiratoire testé a)
prélévements naso-pharyngés (PNP) dans les cas Eletke PPE, ou b) épanchements pleuraux (EPgnsent dans
les cas de PPE. Les prélévements négatifs dafiNIeset les EP proviennent de patients différeatsf, gour un

d’entre eux 240).
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4.1-Contexte et objectif

La pneumonie (CAPCommunity-Acquired Pneumoliiast la principale cause de
mortalité chez les enfants de moins de 5 ans damsohde. Il existe peu de données
fiables sur les agents responsables des CAP chefaiit, en raison de la difficulté
d'établir un diagnostic étiologique précis. On ¢dee actuellement que la majorité des
CAP résulte d’infections bactériennes plutét queales, etS. pneumoniaest percu
comme étant I'agent pathogene le plus fréquentlelseanfants343).

Plusieurs études ont rapporté une incidence craissdans plusieurs pays, de cas de
pleuro-pneumopathies, ou pleurésies purulentes,(PREPneumonic Empyemagoour
une raison qui reste inconnu244-246). La PPE est une forme de pneumonie sévere,
caractérisée par la formation d’un épanchement ent@ntre les 2 feuillets de la plevre.
Cette pathologie est associée a une morbidité €lee¢ nécessite souvent une
hospitalisation prolongée et des procédures thatmpes invasives. En effet, un
épanchement pleural conduit souvent a une insuoffesaespiratoire, due a la compression
du parenchyme pulmonaire sous-jacent. Un drainayere alors incontournable afin de
ponctionner le liquide de I'épanchement pleu2dld.

Ces constations ont conduit notre laboratoire dreen place différentes études, en
collaboration avec le service de réanimation pédia de I'hdpital Femme-Mére-Enfant
(Bron, France), afin de définir les différents ageétiologiques impliqués dans les cas
d’'IRA plus ou moins séveres (bronchiolites, CAPERR.es résultats de ces études ont
permis de confirmer l'importance d8. pneumoniaalans ces pathologies, mais ont
également permis de mettre en évidence I'implicati@eure des virus respiratoires et
limpact d’infections multiples dans la sévéritésdRA (Figure 35) 240-242).

En accord avec la littérature, aucun agent étiglogin’a pu étre identifié pour 15,4%
des PNP et 29% des EP testés, malgré l'utilisadi®riests de détection trés sensibles
(Figure 36). Ces échantillons ont alors été analgs@ouveau, mais avec un protocole
d’amplification non ciblée, afin de tester la pmése potentielle de nouveaux pathogénes,
a l'origine de ces infections respiratoires clirequent bien définies.

4.2-Méthodes

4.2 .1Patients et échantillons

Une étude prospective a été menée sur 52 enfarggitdlses entre le 04/04/2007 et
le 30/03/2009, dans le service d’'urgence pédiatriquedans 'unité pédiatrique de soins
intensifs de I'Hopital Femme-Meére-Enfant de Lyonrgifce). Cette cohorte était
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composée de 30 garcons et 22 filles, agés de 3abisans, souffrant de formes plus ou
moins séveres de pneumonies (25 cas de CAP et 28ed®PE). Cette étude a été
approuvée par un comité d'éthique (huméro CE 061232 un formulaire de
consentement a été signé par chaque parent our tatemfants participant a
I'étude. Cinquante-deux PNP ont été recueillis @ade d’aspirateurs de mucus nasal
jetables, dans les 48h suivant I'admission. VingcEP ont été ponctionnés chez les
enfants atteints d'une PPE, suite a la mise enepthon drain thoracique. Tous les
échantillons ont été conservés a -70°C jusqu’@fitdication de I'agent étiologique.

4.2.2-Détection moléculaire des pathogéenes respiratoires

La présence des 24 principaux pathogenes respastaiété testée dans les 52 NA et
les 25 PE. Les acides nucléiques totaux ont ét@itextavec I'automate NUcliSENS®
easyMAG (bioMérieux, France, nommé easyMAG ci-dasyoet €lués dans 50ul de
tampon d’élution selon les recommandations du ¢abti L’amplification a été réalisée a
'aide du kit FTD Respiratory Pathogens 21+ (Fastck Diagnostics, Luxembourg), en
association avec le kit AgPath-ID One-Step RT-P@rnljion , Etats-Unis). Ce test
consiste en 6 réactions de RT-PCR multiplexes ah@iela détection simultanée des
pathogenes suivants : INF A, INF A (H1IN1), INF BCeV-NL63, -229E, -OC43 et -
HKU1, PIV-1, -2, -3 et 4, HRV, RSV A et B, hMPV A 8, AdV, entérovirus, HPeV,
HBoV, M. pneumoniaeS. pneumonigeH. influenzaeS. aureuset C. pneumoniaeDix
microlitres d’acides nucléiques totaux ont été asutn chaque tube réactionnel.
L’amplification et la détection en temps réel oté éffectuées dans le thermocycleur
CFX96 (Bio-Rad, Etats-Unis).

4.2.34solement des nouveaux génomes de TTMV par RT-PCR
aléatoire et caractérisation génomique

Les échantillons négatifs ont été soumis a un potdode découverte de nouveaux
pathogenes mis en place au laboratoire et adaptdlatederet al (115. Afin de limiter
les contaminations par 'ADN génomique, un pré&draent des échantillons est réalisé.
Deux cent microlitres d’échantillon sont prélevésentrifugés dans le but d’éliminer les
débris cellulaires. Le surnageant est filtré & 22 (Millex GV, Millipore, Etats-Unis),
ce qui permet d’éliminer la majorité des bactédeda flore respiratoire et de réaliser une
premiéere purification des particules virales patdlement présentes dans I'échantillon.
Une ultracentrifugation & 729600 x g est alorsiséal pendant 90 min, afin de concentrer
ces particules virales. Le culot qui en résultedissous dans 200 pl d’eau ultra-pure.
Soixante-dix unités de DNase | (1ll/ Promega, USA) sont alors ajoutées et les
échantillons sont incubés pendant 2 h a 37°C. lodes nucléiques sont extraits par
easyMAG et élués dans 50 ul de tampon d'élutionNASD ARN sont ensuite amplifiés
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par RT-PCR aléatoire. La transcription inverseréatisée a 42°C pendant 60 min avec
I'amorce FR26RV-N et 10 uM de I'enzyme ImProm-IlvBese Transcriptase (Promega,
Etats-Unis). Puis le fragment de Klenow, avec uctévigé polymérase 3'-5 exo- (New
England Biolabs, Etats-Unis), est ajouté et le mgdaréactionnel incubé a 37°C pendant
1h. Cing microlitres de chaque mélange réactions@ht utilisés pour la PCR.
L'amplification est réalisée dans 50 pul, avec keBdpand High Fidelity PCR System
(Invitrogen, Allemagne), et avec 40 pmol d'amoré26RV. Aprés 5 min a 95°C, 40
cycles d'amplification (95° C pendant 30 s, 62°@daat 1 min, et 68°C pendant 2 min)
sont effectués. Les amplicons sont purifiés avedkiteQIAquick PCR Purification
(Qiagen, Etats-Unis), clonés dans le vecteur paQR®igure 37) et propagés dans des
bactériesE. coli TOP-10 électro-compétentes, selon les instructthngabricant (TOPO
TA Cloning Kit, Invitrogen, Allemagne). Quatre-viageize clones par échantillon sont
alors séquenceés par un prestataire (GATC Biotegisss).

Nsi | Hin‘d 1l Kp‘n | Sac‘l B?mH | S,z‘)el

TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX | EC(‘JR | EcoR | EcoR V

|
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT G GGC GAA TTC TGC AGA TAT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG G TTC CCG CTT AAG ACG TCT ATA
Figure 37 : Clonage des TTMV-LY dans le vecteur pCR-2.

Les trois échantillons contenant des fragment®daences assimilés au TTMV, ont
été testés pour la présence du génome complet ddvTgar PCR inverse avec les
amorces TTMV-LY-9F et TTMV-LY-8R (Tableau 1). Lemalicons ont été clonés et les
2 brins ont été séquencés (GATC Biotech, Suisd&ide d’amorces internes spécifiques
de chaque génome. Les alignements multiples deceégs ont été générés a l'aide du
logiciel MEGAS selon l'algorithme ClustalW, et lembres phylogénétiques ont été
construits par la méthode du plus proche voisis. dteuctures secondaires prédictives ont
été modélisées avec RNA Stucture 4.5.

Les 3 génomes entiers obtenus ont été déposésadaasd de données Genbank sous
les numeéros d'accession suivants: JX134044, JXB3d04X134046.

4.2.4-Culture cellulaire, transfections et infections ddignées
epithéliales alvéolaires ou embryonnaires rénales

Deux lignées cellulaires ont été utilisées poudiétula réplication des TTMV-LY :
la lignée dérivée de cellules rénales embryonnditgeaines 293T (HEK293T), et la
lignée A549 dérivée de cellules épithéliales alaiek. Les cellules HEK293T ont été
maintenues dans du DMEM contenant 10% de sérunedse feetal, 2 mM de glutamine
et des antibiotiques. Les cellules A549 ont éténteaues dans du milieu F12K contenant
10% de sérum de veau feetal, 2 mM de glutamine £fdgbiotiques. Les cellules sont
entretenues deux fois par semaine. L’ADN cloné WéMV-LY a été linéarisé par

115

Chanpitre 4



CHAPITRE 4. De nouvelles espéces de TTMV isoléeass diass épanchements pleuraux
d’enfants atteints de pneumonie séveéere

digestion enzymatique avétcoRV et BanHI (Roche Diagnostics, France) (Figure 37).
Les ADN viraux et le vecteur plasmidique ont ététremsfectés dans des cellules (1ug
pour 10 cellules en plaques de 12 puits) & l'aide de hagde transfection JetPEl
(Polyplus-transfection, France) selon les recommizmuadu fournisseur. Deux types de
contrbles ont été réalisés : la transfection désles avec le vecteur seul ou I'exposition
des cellules aux génomes viraux mais sans |'agenttrdnsfection. Les cellules
transfectées ont été incubées une nuit a 37°C, 5@deApres 18h, les cellules ont été
lavées trois fois avec du PBS avant I'ajout deenilirais. Les cellules ont été passées a
confluence si besoin et récoltées aux différentapte d’analyse. Les efficacités de
transfection ont été optimisées avec un plasmigpaideur (SWINGY, dérivé de pSIV-
GAE (249).

Pour les études d'infection, les cellules sainesemencées dans des plaques de 24
puits, ont été infectées avec les surnageants eleges transfectées avec I'ADN des
TTMV-LY et qui avaient été récoltés 3 jours postrsfection, puis incubées a 37°C, 5%
de CQ pendant 2h, 7h ou 24h. Les cellules ont alordaatées 3 fois avec du PBS et
incubées avec du milieu frais pendant 6 heuress DEmexpériences de cinétique, £.10
cellules A549 ont été mises en contact avec’2fj0ivalents génomes EG, dans 1ml de
milieu de culture, durant 3h, 6h, 18h, 24 ou 48bs Isurnageants des cellules ont été
récoltés, et les cellules lavées 3 fois au PBSfets2avec du milieu de culture avant leur
lyse. Toutes les expériences ont été réaliseesomsrdeux fois, en deux exemplaires.

TABLEAU 1

A a Séquence Position des Cible Position des Conditions
HICICES q nucléotides sites GATC d’amplification
PCR inverse
TTMV-LY-9F 5-GACCACAAACCGTCACTTAGTTCC-3' 42-65 —
Betatorquevirus N/A 40 .I s
TTMV-LY-8R 5-GCAATTTAAATTAGGTGGTTTTCCTG-3' 40-15 iz
95°C : 30sec
TTMV-LY-11F  5-CTAGRTCAGTCTGGCGGAACGG-3’ 288-309 g‘z‘g : ém!",
Betatorquevirus N/A - smin,
TTMV-LY-10R  5-CCCCTTGACTACGGTGGTTTCAC-3' 278-256 72°C : 10min
PCR en temps réel
TTMV-LY-F 5-ATTCGAATGGCTGAGTTTATGC-3' 170-191
. ) 210;
TTMV-LY-R 5-CCTTGACTACGGTGGTTTCAC-3 276-256 RS 579:
- -3’ 95°C : 3min;
LS 5-CCAGACGGAGACCGGATCACTTCA-3 L 2674 gorc 3m
(FAM-BHQ1) cycles:
TTMV-LY-2F  5-CACGAATTAGCCAAGACTGGGCAC-3' 2308-2421" 512; giog : ég:gﬁ
: ) b 1382; o
TTMV-LY-2R 5-TGCAGGCATTCGAGGGCTTGTT-3 2494-2473 TTMV-LY2 2456, 72°C : 34sec
5-ACAGAGCCAGATCGACAGCAACTGCT-3' b 2732,
TTMV-LY-2P (FAM-BHQ1) 2445-2470 27 4eb

La position des nucléotides et des sites GATC se réferent a I'isolat TGP96 (AB041962). N/A, Non Applicable; a- F, Sens
(Forward) ; R, Anti-sens (Reverse) ; P, sonde (Probe); b- La position des nucléotides se référe a la séquence du TTMV-LY2.

4.2.5-Quantification des TTMV-LY et évaluation du taux de
réplication
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Pour toutes les expériences, les surnageants énteétieillis & chaque point de
mesure, centrifugés, immédiatement traités a ladeNapendant 2 heures a 37°C, et
congelés a -80°C. L’ADN répliqué des TTMV-LY a ét&trait des surnageants par
easyMAG (protocole Generic 2.1) et élué dans 5@ul fes analyses apres transfection,
ou 25ul pour les expériences d’infection.

Pour les expériences de transfection, les cellal@sété récoltées dans 2 ml de
tampon de lyse NucliSENS (bioMérieux, France). trantion des acides nucléiques a de
nouveau été effectuée par easyMAG (protocole SpeBif, dans 100 pl de tampon
d'élution. L'ADN cellulaire total a ensuite été éi§ avedpnl ou Ndell, qui vont cliver
respectivement les sites GATamméthylés de I’ADN introduit ou les sites GATC non-
meéthylés de I'ADN répliqgué en cellules eucaryotésableau 1). Afin d’assurer une
digestion complete des ADN et de réduire le brugt vnd observé en qPCR,
I'exonucléase Ill (Exolll, Fermentas, Canada) aagd@itée, comme décrit par Faurz
al. (249. Les génomes entiers des TTMV-LY ont été déteqiés PCR inverse.
Brievement, le mélange réactionnel était composb dé d’acides nucléiques, 1 uM de
chaque amorce TTMV-LY-11F et TTMV-LY-10R (Tableayy 2 mM de dNTP mix, et
du mélange d’enzymes Expand High Fidelity (InviengAllemagne). La quantification
des TTMV-LY a été réalisée par PCR en temps réBhide de sondes TagMan et
d’amorces ciblant spécifiguement un site GATC. tests ont été optimisés (évaluation
de la sensibilité, de la spécificité, et de I'edfitte) selon les bonnes pratiques de gPCR
(250). L'étape d'amplification a été réalisée dans Uome de 25 pl, contenant 12,5 pl
d’'iQ Supermix (Biorad, Etats-Unis), 0,3 uM de chagmorce et de sonde (Tableau 1) et
5 ul d'ADN. L'amplification et la détection ont étéalisées a l'aide du thermocycleur
CFX96 (Biorad, Etats-Unis). L'ADN de cellules noartsfectées a été inclus dans chaque
réaction, comme contrdle négatif. Le taux de r@pilim a été défini comme le quotient de
la quantité de TTMV répliqué (détecté apres digesparDpnl, gDE), par la quantité
totale de TTMV (ADN répliqgué gDE + ADN résiduel iatuit par transfection détecté
apres digestion padddl, gNE) (Figure 38).

Pour les expériences d’infection, les cellules @@t récoltées et extraites dans 40ul
de tampon d’élution. La quantification a été r@aispres une seule digestion panl,
dans les mémes conditions que précédemment.

Cellules Surnageants
20 RT l\s‘ l = Trmin, 1500 rpm, 4
Acides nucléigues totaux .
/\ Traitement a la DNase | 70U, 2h, 37
1 nuit, 37° .
o Dpni+Exclll  Ndefi + Exolll l\" AR
min, —
30min, 70° O/\ cloo Acides nucléiques totaux
PCRinverse  gPCR gPCR /\
(qDE) (GNE) qPCR PCR inverse

Figure 38 : Méthodes de détection des TTMV-LY dans lesellules et les surnageants apres transfectiobe taux

de réplication est défini comme ég .
qDE+qNE
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Figure 39: Représentation schémaque des génomes des TTM-LY . Les fleches vertes incuent la position de
amorcesinternes utilsées pour le séquencage des gér

TABLEAU 2

TTMV-LY1 TTMV-LY2 TTMV-LY3
Taille du génome 2912 b 2979 b 2915 b
ORF1
Position 522-2540 (2019 b) 612-2612 (2001 b) 516-2492 (1977 b)
Longueur 673 aa 667 aa 659 aa
ORF2
Position 343-633 (291 b) 424-723 (300 b) 343-633 (291 b)
Longueur 97 aa 100 aa 97 aa
ORF3
Position 2203-2505 (303 b) 2486-2812 (327 b) 2095-2481 (387 b)
Longueur 101 aa 109 aa 129 aa
ORF additionnelles
Position 2551-2589 (339 b) 2549-2695 (147 b)
Longueur 113 aa 49 aa
Taille de la région non- codannte
5-UTR 342 b 423 b 342 b
3-UTR 372b 167 b 220 b
b : bases ; aa : acides aminés
a) 1 50 100 150 200 250 300 350 400 433
il i3 AR HE - B I & - . 5 I O I L H
PL-TTVEI AN W TR 1 1 - e e
TGPI6 e L TE TN T i
TTMV-LY1 PE PR 1T R T ('] L 3] - -
TTMV-LY2 — ommsssssmsssmmens i o8 | 6 am { B - -
TTMV-LY3 L D LI m { 3}
b) 1
A, —
Vs %, 140 180 \\A 4 J
< “< - Qs o s \
: LI T Pl
130-%, ¢ # w0 T, i \
i \c, N A

Figure 40: Alignement multiple des régions 5'UTR de génomes de TTV (TGP96, P&FTV8-1l et TTMV-LY),
révélant la présence d’une insertionns le génome du TTM-LY2 (a) capable de former des sctures en épingles
cheveux.
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4.3-Reésultats

4.3.14dentification et caractérisation de nouveaux genoms de TTMV

Le protocole d’amplification non ciblée utilisé damstre laboratoire se compose de
4 étapes: i) le prétraitement des échantillonscaurs duquel les acides nucléiques
viraux sont concentrés, purifiés puis extraitg J’amplification en elle-méme effectuée
par RT-PCR aléatoire ; iii) le clonage et le séqage de type Sanger des amplicons
obtenus ; et iv) 'analyse des séquences a I'aide ldgiciel développé a fagon par un de
nos collaborateurs (S. Li), et qui permet de caiégoles séquences comme "connue",
"divergente”, "nouvelle", ou "inconnue" par compsoa avec les séquences présentes
dans la base de données Genbank.

Cing EP négatifs ont été testés a I'aide de ceopode et 96 clones ont été séquencés
pour chaque échantillon, L’analyse des clones aléda présence de plusieurs fragments
catégorisés comme étant des "nouveaux" TTMV poeéclantillons. Pour le premier
échantillon, trois fragments de 263, 265, et 25Bepade bases (pb) ont été amplifiés
aléatoirement, avec deux d’entre eux chevauchdPsir le second échantillon, 2
fragments de 800 et 497 pb étaient définis comrparaptés au TTMV, contre un seul et
pour le troisieme échantillon de 255 pb. La présede potentiels nouveaux génomes de
TTMV dans plusieurs EP négatifs d’enfants hosgiéasipour une PPE, nous a conduits a
rechercher la présence des génomes complets deirasset a les caractériser plus
précisément.

Chabpitre 4

a- Caractérisation génomique

L’amplification des 3 génomes complets de TTMV, moés TTMV-LY, réalisée par
PCR inverse, a révélé que ces génomes étaient sémple 2912 pb, 2979 pb et 2912 pb
pour les TTMV-LY1, -LY2 et -LY3, respectivement. lpmésence de ces génomes a, par
ailleurs, été confirmée dans les prélevements phaoyngés (PNP) des patients
correspondants. Ces 3 patients, deux garcons efill@ehospitalisés les 02/04/2007,
14/02/2008 et 06/02/2009, étaient agés de 48, B7etmois, respectivement, et
présentaient les mémes signes cliniques que lessapatients de la cohorte étudiée
(troubles respiratoires, fievre, difficultés regpaires, infiltrats pulmonaires compatibles
avec une pneumonie, radiographie thoracique a i&silom confirmée par ultrasons, taux
de leucocytes > 20 g/L ou de neutrophiles > 10 giltaux de CRP > 60 mg/L apres 12
heures de fiévre).

Les isolats TTMV-LY possédent tous au moins 3 ORRtdes caractéristiques
principales sont présentées ci-contre (Figure 3%adleau 2). Brievement, 'ORF1 est
composeée de 673aa, 667aa, et 659aa pour les TTMY;L-, et -3, respectivement. La

119



CHAPITRE 4. De nouvelles espéces de TTMV isoléeass diass épanchements pleuraux
d’enfants atteints de pneumonie séveéere
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Figure 41 : Arbre phylogénétique basé sur les séquees oligonucléotidiques de 'ORF1 des TTMV-LY1, -LY2;
LY3 et desBetatorquevirus.

5 45% -
3 TTMV-
E Fd 40% Ly2
L1
0w 0 35% -
e
RPN TTMV-
S3 LY3
g,-% 20% T[%V i
8, 5% MV g
°g b Ly1 LY1
) 2 10%
Es 59
x ° 7
3
i 0% = o
Cellules A549 Cellules HEK293T
b)
60% - = Cellules A549 o5
zzzA Cellules HEK293T S -
50% | -4 - Sunageant A549 ’§ -
—4— Surnageant HEK293T .7 [0

40%

30%

20% -

10%

Taux moyen de réplication du TTMV-LY1
dans les cellules transfectées
Quantification du TTMV-LY1 dans les
surnageants des cellules (ratio)

Ja
JOURS
Figure 42 : Réplication des génomes TTMV-LY aprés trasfection dans les cellules A549 et HEK293Tes
histogrammes représentent le taux moyen de réplicdes TTMV-LY dans les cellules transfectées desg@énomes
complets linéarisés. La réplication a été : a) m@sdans les cellules 3 jours apres transfectio) Guivie durant une
semaine suivant la transfection. Pour le b), leslmes indiquent la quantification du TTMV-LY1 dadessurnageant de
culture des cellules de JO a J7, aprés un traitetnkenDNasel et I'extraction des acides nucléigues résultats sont
exprimés en ratio de la quantité mesurée de JisarXelle mesurée a JO.
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région 5-UTR du TTMV-LY2 est plus longue que celles deux autres virus (423 bases
contre 342 bases). Elle contient en effet une fimesignificative, capable de former des
structures secondaires prédictives en "épingléwaerix” (Figure 40).

a- Phylogénie

Des analyses phylogénétiques ont été réaliséesla@filéterminer la similarité de ces
nouvelles séquences avec celles existantes. L'atyl@génétique a été construit a partir
d’alignements multiples dans 'ORF1 des différensgguences de TTMV, selon les
recommandations de I'ICTV2p]) (Figure 41). Les 3 isolats TTMV-LY appartiennent
tous au génogroupe |. Génétiguement, les plus psoskquences de TTMV sont les
isolats TGP96 (64% d’identité nucléotidique au maxin) et Pt-TTV8-1l (44%
d’identité). La divergence nucléotidique est tgjiee les 3 nouveaux génomes de TTMV
représentent au niveau phylogénétique de nouvetiesces virales.

b- Prévalence

La prévalence deBetatorquevirus été évaluée par qPCR dans 2 cohortes d’enfant
souffrants d’IRA plus ou moins séveéres. L'étuddaleohorte chinoise a été conduite en
collaboration avec I''PB-CAMS lstitute of Pathogen Biology, Chinese Academy of
Medical SciencesBeijing, Chine), sur 216 enfants souffrant de blotes aigiies ou de
CAP. L'étude a été validée par un comité d'éthidqueal et les formulaires de
consentement ont signés pour chaque enfant inclus.

Chabpitre 4

Aucune différence significative n’a été observéeela présence du TTMV dans les
échantillons et la sévérité de la pathologie, 'gde sexe des patients. De plus, le virus
était détecté avec un autre pathogéne dans 60 al@s¥%as (Tableau 3).

TABLEAU 3

Prélevements naso-pharyngés Epanchement pleuraux
Cas positifs Cas de co-détection Cas positifs Cas de co-détection

Cohorte francaise

CAP (n=24) 10 6 N/A N/A

PPE (PNP=28, EP=25) 8 6 9 6
Cohorte chinoise

Bronchite (n=24) 6 N/A N/A N/A

CAP (n=186) 43 N/A N/A N/A

Dans les PNP, les cas de co-détection mettaient en jeu un ou plusieurs virus. Dans les EP, seule S. pneumoniae
était trouvée dans les cas de co-détection.

4.3.2Reéplication in vitro

Dans le but d’étudier les propriétés biologiqueseke nouveaux génomes de TTMV,
nous avons mesure, durant une semaine apres tmsfdes génomes linéarisés : i) la
réplication des nouveaux isolats dans les ligné#slaires pulmonaires A549 et rénales
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—

Figure 43 : Détection par PCR inverse des génomesaircularisésdans les cellules A549 (a) et leurs surnageaits (b
3 jours apres transfection.LY1, LY2 et LY3 : cellsltransfectées avec les génomes des TTMV-LY1, 4t¥R2Y3
respectivement. NC, NC2 et NC3 : contrbles négatifslthque génome (mise en contact des génomeseavealliles
sans agent de transfection). UC : cellules non featées. M : Marqueur de poids moléculaire.
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Figure 44 : Infection des cellules A549 et HEK293T\v&c les particules virales néo-synthétiséeBour les a) et b),
les cellules A549 ont été exposées durant 2h, Z2dblaux surnageants (SN) des cellules A549 ou HBKZ J3
post-transfection et contenant 2°10.1¢ ou 1.16 EG. Pour le ¢), la quantité de TTMV-LY1 a été mésta JO et & J3
dans les cellules A549 et HEK293T aprés 2h d'indecf10.10 EG). Les résultats sont exprimés en ratio paraeEp
la quantité de TTMV détectée dans les surnageastsellules exposées aux génomes de TTMV-LY saerst aig
transfection.
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HEK?293T, et ii) le relargage des particules virales quantification a été réalisée grace
une méthode de qPCR ciblant spécifiqguement lesmgéaméo-synthétisés.

a- Détection des génomes de TTMV-LY répliqués

La réplication des génomes de TTMV-LY a été quaditdans les lignées HEK293T et
A549. Dans un premier temps, nous avons pu voiurgu'réplication active des 3
génomes était observée dans les 2 lignées cedlsjJaiomme en témoigne I'augmentation
de la quantité d’ADN viral répliqué au cours du pEmIl n'y a pas de différences
significatives entre les taux moyens de réplicaties 3 isolats dans les cellules A549
(25%) et HEK293T (10%) (Figure 42a). Les expériande cinétique ont montré que la
guantité de TTMV-LY répliqué augmente de J2 a d¢jgnant ~ 35% dans les 2 lignées.
Le taux de réplication reste alors relativementstamt jusqu’a J7, avec une légere baisse
dans les cellules HEK293T. Le relargage des padescude TTMV-LY1l dans les
surnageants montre un profil similaire au taux ég@ication observé dans les cellules,
avec un pic a J4 post-transfection ou la quanta®i répliqué augmente de 20 et 8 fois
par rapport a JO pour les surnageants des celHig#6€293T et A549, respectivement
(Figure 42b). Les résultats ne sont présentés quelp TTMV-LY1 mais les 2 autres
virus présentaient un profil similaire.

En complément, nous nous sommes assurés que I'Aphjué correspondait bien
au génome complet du virus, et non a de simplagrfeats partiels. Dans ce but, une
amplification de la totalité du génome a été réalipar PCR inverse dans les cellules
A549 et leurs surnageants. Nous avons alors ob&eprésence d’'un fragment de 2,9 kb,
représentant les formes recircularisées des géname$§TMV-LY (Figure 43). Ces
résultats ont été confirmés par séquencgage etglzesée obtenue correspondait a celle
qui avait été transfectée (données non présent€es).résultats confirment que des
génomes complets, circulaires, sont produits dass cellules et relargués dans le
surnageant des cellules, suggérant la formatiqradéeules virales.

b- Infection des cellules épithéliales alvéolaires agdes particules virales

La capacité des génomes de TTMV a produire degpkas virales infectieuses a été
évaluée en infectant les cellules A549 avec lesagjgants issus des cellules transfectées
avec les génomes des TTMV-LY. Les cellules A549ainsi été exposées durant 2h, 7h,
ou 24h aux virus (1.£01.10 ou 1.10 EG) relargués dans les surnageants des cellules
A549 ou HEK293T 3 jours apres leurs transfectiovigus avons alors constaté que la
condition qui donnait les meilleures productionshgs pour I'infection des cellules A549
était aprés 2h, ou 7h d’incubation avec les suraatgedes cellules A549 et HEK293T
transfectées, respectivement (Figure 44 : a etNous avons également relevé que
'entrée des particules virales était d’autant phkignificative que la concentration
d’exposition était forte (1.70EG). De plus, la quantité de TTMV-LY dans les aiels
A549 semble systématiquement plus élevée lorsgs’'slbnt exposées aux surnageants de
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cellules A549 transfectées, comparée aux surnagedantellules HEK293T, avec 1,7°10
EG contre 5,6.10EG aprés 2h d'infection avec 1"18G. Cela suggérerait que les
particules virales produites dans les cellules pulaires sont plus infectieuses. Ce
résultat a été confirmé par la quantification duMVFLY1 répliqué aprés infection des
deux lignées cellulaires (Figure 44c). Les cellld&gl9 infectées montraient de nouveau
une augmentation du titre viral 3 jours aprés itdec de 48 et 167 fois pour les
infections avec les surnageants de cellules HEK28B'R549, respectivement. Cette
observation était d’ailleurs observée pour les MVILY (données non présentées).
Aucun effet cytopathique n'a été mis en évidencegllgs que soient les conditions
d’infection.

Afin de préciser la cinétique d’infection par IeSMV-LY, les cellules A549 et leurs
surnageants ont été analysés apres 3h, 6h, 18h,e248h d’infection. Les résultats
montrent que la quantité de TTMV augmente dansédisiles, pour les 3 variants de
TTMV-LY, de 3 & 6 heures aprés infection, mais dang moindre mesure pour le
TTMV-LY1 avec une hausse de 2 EG/cellule contré 80EG/cellule pour les TTMV-
LY3 et -LY2, respectivement. La quantité diminuastiquement entre 6h et 18h, puis
elle est quasiment constante jusqu'a 48h (Figue.4Bans les surnageants, la quantité
de TTMV-LY augmente régulierement de 3h a 48h pedrTMV-LY3. Les quantités de
TTMV-LY1 et -LY2 croissent doucement de 3h a 18hegpinfection, puis une hausse est
observée & 24h, avant que la quantité se stahilisealentours de 4.8@&G/ml pour le
TTMV-LY1 et de 2,8.18 EG/ml pour le TTMV-LY2 (Figure 45b).
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Figure 45 : Cinétique de l'infection par les TTMV-LY, dans les cellules A549 (a) et leurs surnageantd és
expériences ont été réalisées deux fois en triplitas écart-types, trés élevés, ne sont passames car ils masquent
la lecture.

4.4-Discussion

La pneumonie est la premiére cause de mortalité thefant dans le monde. Elle

peut étre provoquée par un certain nombre d’agesttsogénes connus mais 15 a 35%
des pneumonies de I'enfant restent encore noniggréss d’'un point de vue étiologique
(128). Durant la derniere décennie, l'utilisation detpcoles de découverte de nouveaux
pathogenes, émergents ou ré-émergents a condldteatification de nouveaux virus
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respiratoires permettant d’améliorer le diagnostita prise en charge des patients. Le but
de ce projet de thése est d’examiner l'implicagatentielle de nouvelles souches de
TTMV (TTMV-LY), isolées a partir d’épanchements ptaux, dans la pathogenese de la
pneumonie sévére chez I'enfant. Les principaleslosiuns de cette premiere partie du
projet montrent que : i) les AV, et plus particatigment les TTMV-LY, peuvent
profondément coloniser les poumons, ii) les ceflukepithéliales alvéolaires sont
permissives aux TTMV-LY, et iii) les TTMV-LY se rdguent activement dans ces
cellules.

La PPE correspond a une inflammation de la pléesteésulte généralement d’'une
infection par des pathogénes bactéri2&2) Les bactéries sont fréquemment décrites
dans les liquides pleuraux, comme nous I'avonsegégaht démontré dans cette étude ou
S. pneumoniaétait trouvée dans 70% des EP, mais la préseuane drigine virale reste
mal documentéedg, 253). Cette étude est la premiére a révéler la présde/ dans ce
type de préléevement biologigue. Comme nous l'avans en introduction, les
Anelloviridae se caractérisent par leur extréme diversité gémetiune forte prévalence
dans les populations, et une large distribution desigluides corporels. Cette ubiquité,
combinée a l'absence de systemes appropriés deednlivitro, a compliqué la mise en
place de protocolesétudes, destinés a mieux comprendre les mécanisimliegiques et
I'impact desAnelloviridae sur la santé de’hidte. Ainsi, les études publiées jusqu'a
présent, n‘ont pas permis une démonstration samsdagge que les AV pourraient étre
impliqués dans la pathogenése ou la gravité d’'utteofmgie (42 143 172). Dans cette
étude, nous avons constaté la présence de géenammgdets de TTMV-LY identiques
dans les PNP et les EP d’enfants hospitalisés ymoeipneumonie sévére. Notre étude de
prévalence de8etatorquevirusn’a pas permis de mettre en évidence une cowalati
entre la présence de ces virus et la gravité dedadie, I'dge ou le sexe des patients
Cependant, la présence de génomes complets de Tasddciés a une réplication virale
active, pourrait suggérer un role dans la pathcgemi la pneumonie. Cett&®partie
des résultats rapporte l'isolement des 3 nouveangrges complets des TTMV-LY chez
des enfants atteints de pneumonie sévere, ainsil'éugle de leurs caractéristiques
géneétiques et biologiques.

Afin d’examiner la capacité de ces nouveaux virusearépliquer, les génomes
complets des trois TTMV-LY ont été amplifiés paorthge, linéarisés puis transfectés
dans les lignées cellulaires HEK293T et A549. Rjar I'on ne dispose pas d’un systeme
de culturein vitro efficace pour propager les AV, cette stratégieei dait ses preuves
pour répliquer et étudier les propriétés de plusiggmlats de TTV : HEL32 , tth8, TTV-
HD14b et c {49 168 170, et est également utilisée pour d’autres virussgucultivent
difficilement comme les papillomavirug234). Un grand nombre de lignées cellulaires ont
éte testées pour répliquer les AV, et les cellllEK293T font partie des plus efficaces
(168), c’est pourquoi nous les avons choisi comme neodi@ référence. Les cellules
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A549, provenant d’'un adénocarcinome pulmonairerésmtent le modéle de lignée
cellulaire le plus couramment utilisé pour études cellules épithéliales alvéolaires de
type Il, en raison des similarités de leurs prapgénorphologiques et biochimiquesh,
256). Jusqu’a présent, la détection de I'ADN répligge€s AV était principalement
réalisée par des techniques d’hybridation a I'aidesondesJouthern Blotting aprés une
digestion de I'ADN transfecté. Afin d’obtenir de®rthées quantifiables, nous avons
choisi de réaliser la détection de 'ADN répliquar gPCR. Cette technigue est beaucoup
plus rapide, plus sensible et permet d’estimeitrie Yiral. Cette sensibilité accrue conduit
néanmoins a une diminution de la spécificité, eaeslire qu’on observe un bruit de fond
provenant de la détection d’ADN résiduel non clid@ée mise au point des conditions de
détection de la réplication virale a donc été nemies et nous a conduit a quantifier
egalement spécifiquement 'ADN transfecté, ce quish@a permis de normaliser les
résultats de quantification, et a ajouter une étdgdraitement a I'exonucléase Il des
acides nucléiques apres leur clivage maximisaspéificité de la détection. Nous avons
alors pu décrire pour la premiére fois que le TTMUmme le TTV, était effectivement
capable de se répliguer dans des lignées cellslaipees transfection de son génome,
conduisant a la production de virions infectieuanB cette étude, la mise en évidence de
la production de particules virales apres trangfactrepose uniquement sur la
transmissibilité de 'ADN des TTMV-LY. Il aurait étintéressant de conduire d’autres
expérimentations afin d’approfondir la caractér@atde ces nouveaux virus et la
synthése effective des virions, comme la mise edeéce de transcrits des génes de
protéines structurales, la mise en évidence d’ADNogéque simple brin, la présence
d’ADN encapsidé, c'est-a-dire associé a une strecuraute densité dans une analyse en
gradient de densité, ou des expériences de naatiiah de l'infection. Une précédente
étude a démontré visuellement, par microscopierél@que, la formation de particules
virales de TTV suite a la transfection de son gématans des cellulesd{?), c’est
pourquoi nous n‘avons pas approfondi ces aspeutspkcisément, mais focalisé notre
travail sur les effets biologiques et immunologisjireduits par ces particules virales.

La demi-vie des virions de TTV a été précédemmstitnée a 4,3 heured42?).
Dans cette étude, nous avons observé que la gudetiT TMV-LY augmentait dans les
cellules A549 durant 6 heures aprés infection. Belke-ci diminue fortement & 18h, ce
qui laisse supposer du relargage des virions, eguaitscohérent avec la hausse de la
concentration des TTMV-LY dans les surnageants tatées a ce moment la. Plusieurs
meécanismes sécrétoires ont été envisagés pour lesDAns cette étude, lI'absence
d’effets cytopathiques semble indiquer que le gelge des virions ne provoque pas la
mort cellulaire de la cellule hote utilisée dansniedele proposé. Par ailleurs, nous avons
observé que l'infection virale était plus efficatans les cellules alvéolaires que dans des
cellules rénales, ce qui pourrait suggérer un sropi préférentiel des TTMV-LY pour les
cellules pulmonaires et vient étayer I'hnypothésend’le potentiel dans la pathogenése
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de la PPE.

Il a déja été suggeéré que la pathogénicité polenties AV pourrait étre limitée a
certaines especes ou groupes d'espéces, comm&aastpour les circovirus porcins ou

les papillomavirus, 417, 257, 258). Dans notre étude, une grande diversité génétique

dans les isolats de TTMV a été observée entre é&rehts patients testés, mais les
mémes géenomes complets ont systématiquement éw@uves dans les différents
échantillons prélevés chez un méme patient. De [@8S8 génomes isolés appartiennent &
la méme branche phylogénétique (Groupe |) Bestorquevirusce qui vient d’autant
appuyer cette idée. Nous nous sommes donc questiosur la présence possible de
motifs/signatures moléculaires, qui pourraient &ssociés a une pathogénicité accrue
chez ces virus. Dans ce but, nous avons étudiéglaesice de la région conservée 5'UTR
pour les 3 génomes de TTMV-LY. L'origine de réptioa ( AGT_TTACA), proposée
par de Villierset al(170), n'a été identifiee dans nos génomes, mais usertion de 200
bases formant une structure en « épingle a cheveanété mise en évidence pour le
TTMV-LY2, laquelle est susceptible d’étre impliqguéans la pathogénicité viral@50).
Nous n'avons cependant pas pu confirmer cette hggein vitro ou le TTMV-LY2
présentait un taux de réplication |égéerement plegééque les 2 autres TTMV-LY mais
pas de maniere significative. Néanmoins, les eftisces modifications génétiques
pourraient s’exprimer biologiquement d’'une autreni@ee, notamment en réponse a
I'interaction avec la cellule héte, comme on I'sleg@our de nombreux virug39).

L’ensemble de ces résultats montrent que les TTM\pkuvent envahir les cellules
alvéolaires et s’y répliquer activement, confirmanttropisme privilégié des AV pour le
tractus respiratoire, déja suggéré par d’'autresuasit(66). La présence des génomes
complets de TTMV-LY, et donc de potentiels viriangectieux, dans des EP témoigne
d'un lien possible entre ces virus et la pneumomi&anmoins, les mécanismes
physiopathologiques par lesquels les TTMV-LY poiemé&induire la maladie demeurent
inconnus, c’est pourquoi Nous nous sommes enstidehés a étudier les réponses
biologiques et immunologiques induites par l'infentpar les TTMV-LY, comme nous
le verrons dans les chapitres suivants.
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Abstract:

An unexplained increasing incidence of parapneumonic empyema (PPE) in pneumonia cases has
been reported in recent years. The present study investigated the genetic and biological
specifications of new isolates of Torque Teno Mini Virus (TTMV) detected in pleural effusion (PE)
samples from children hospitalised for severe pneumonia with PPE.

A pathogen discovery protocol was applied in undiagnosed PE samples and led us to the
identification of 3 new isolates of TTMV (TTMV-LY). Isolated TTMV-LY genomes were transfected
into A549 and HEK293T cells and viral replication was assessed by gPCR and full-length genome
amplification. A549 cells were further infected with released TTMV-LY virions and the induced-
innate immune response was measured by multiplex immunoassays.

Genetic analyses of the 3 TTMV-LY genomes revealed a classic genomic organisation but a
weak identity (<64%) with known sequences. We demonstrated here the in vitro replication of
TTMV-LY in alveolar epithelial cells and the effective release of infectious viral particles. We also
showed a selective production of inflammatory mediators in response to TTMV infection.

This study reports the description of replicative TTMV-LY isolated from parapneumonic effusions
of children hospitalised with PPE, suggesting the potential role of the virus in the pathogenesis of
pneumonia.
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CHAPITRE 5. Réponse des cellules épithéliales dhs a I'infection par le TTMV

5.1-Contexte et objectif

Trois nouvelles especes de TTMV, TTMV-LY1, -LY2,-4fY3, ont été isolées dans
les épanchements pleuraux d’enfants hospitalidéssaite d’'une PPE. Ces virus étaient
les seuls pathogénes qui ont pu étre détectésqgasuprélévements respiratoires, ce qui
laisse a penser gu’ils pourraient potentiellemenef un role dans la pathogenese de la
pneumonie. Cette pathologie consiste en une inflamom du parenchyme alvéolaire, ce
qui sous-entend la mise en place d'une réactiosydteme immunitaire innée. Comme
nous l'avons vu en introduction, cette réaction atimulus infectieux est orchestrée par
la production d’'une multitude de médiateurs solsbtpii vont étre capables d’attirer les
phagocytes sur le lieu de l'inflammation, ainsi gieemoduler les voies de signalisation
cellulaires. Ainsi, nous en sommes venus a noustiqueer sur I'éventuelle capacité de
ces nouveaux virus a induire une réponse immuaiiaimée apres l'infection de cellules
épithéliales alvéolaires.

Deux approches ont été développées afin d’évalueedonse des cellules infectées
par les TTMV-LY. Dans un premier temps, nous noosimes attelés a quantifier la
production d’'une large gamme de cytokines et d&mumédiateurs de l'inflammation,
véritable reflet de la mise en place d’'une réactiomune. Dans un second temps, nous
nous sommes intéressés a la régulation de I'expreggnique, a savoir si ces nouveaux
virus avaient le potentiel d’'induire la surexpressiou la sous-expression de certains
genes des cellules hotes.

5.2-Méthodes

5.2.14nfection des cellules épithéliales alvéolaires pdes TTMV-LY

Les cellules A549 ont été maintenues dans du miHE2K contenant 10% de sérum
de veau feetal, 2 mM de glutamine et des antibieBget entretenues deux fois par
semaine. La veille des infections, les cellules smsemencées en plagues de 24 puits, a
raison de 1D cellules/puits. L'infection a été réalisée aved®.EG/ml| de chaque
TTMV-LY, ou avec le surnageant de cellules A549 tramsfectées, puis les cellules ont
été incubées a 37°C, 5% CO2 durant 3h, 6h, 18hpa448h.

5.2.2-Quantification de la sécrétion de médiateurs inflarmatoires

Les surnageants ont été récoltés apres 24h dimfeet congelés en aliquots de
100ul. La quantification simultanée des médiaténftammatoires suivants a été réalisée
a laide d'un kit Milliplex (Millipore, Etats-Unis) selon les recommandations du
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fournisseur : EGF, éotaxine, G-CSF, GM-CSF, We-IFN+y, IL-10, I1L-12(p40), IL-
12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, IL-1ra, IL-&, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-

8, IP-10, MCP-1, MIP-d&, MIP-1B, TNF-n, TNF-3, VEGF. La lecture a été réalisée sur le
FlexMap3D (Luminex Corp, Etats-Unis). La productaii-N[3 a été mesurée avec le kit
IFN-B Human ELISA (Invitrogen, Allemagne), selon le mratle préconisé.

5.2.3Extraction des ARN totaux

Avant ajout du tampon de lyse, les cellules A548dtées ont été lavées 3 fois avec
du PBS, puis 2 fois avec du milieu de culture, ¢tégua 37°C. Les culots sont repris dans
350ul de tampon RLT contenant 1% [glenercaptoéthanol. L'extraction des ARN totaux
a ensuite été réalisée a l'aide du kit RNeasy M@iagen, France), dans un volume
d’élution de 30 pl, comprenant un traitement a MaBe |. Les ARN totaux extraits ont
été quantifiés a I'aide d’'un Nanodrop (Thermo Stfien France).

5.2.4Etude du transcriptome des cellules épithéliales agolaires

La qualité des ARN totaux a été vérifiee grace aocaBalyzer 2100 (Agilent
Technologies, France). La synthese des ADNc, sdwikamplification et du marquage a
la biotine des ARNCc, ont été réalisées a partir Gei@ d’ARN totaux, a I'aide du kit
GeneChip 3" IVT Express (Affymetrix, Etats-Unis)alqualité de la librairie d’ARNc a
été vérifiee comme décrit ci-dessus. Dix micrograratARNc ont été fragmentés puis
hybridés sur la puce GeneChip Human Genome U133 P (Affymetrix, Etats-Unis),
selon les instructions du fabricant. Les puces aots été lues a l'aide d’'une station
fluidique (Affymetrix, Etats-Unis). La normalisatiodes données a été effectuée par le
logiciel Expression Console (Affymetrix, Etats-Unise seuil a été calculé en utilisant
l'intensité du signal normalisée des contrdles tilsgaes sondes présentant une intensité
du signal en dessous de ce seuil ont été consgléodeme absentes. La recherche des
fonctions associées aux génes dérégulées a éttuéHfiea I'aide du logiciel Ingenuity
Pathway Analysis (Ingenuity Systems, Etats-Unis).

Chanpitre 5

5.2.5-Quantification de I'expression génique

La transcription inverse a été réalisée durant 4B°&, a partir d'1 pg d’ARN totaux
et dans 20 pl de mélange réactionnel, contenani,8’amorce oligodT(20), 3 mM de
MgCl,, 20U d’inhibiteur de ribonucléases, 0,5 uM de cleagiTP et 1ul d’enzyme
ImProm-Il Reverse Transcriptase (Promega, Frahes) ADNc obtenus ont été dilués au
1: 15. L’amplification a été réalisée par gPCR saorthermocycleur CFX96 (Biorad,
France), a I'aide du kit SsoAdvanced™ SYBR® Greape®mix (Biorad, France), de 5
pul d’ADNc, et de 0,3 uM des amorces sens et amig-gdableau 4). Le gene de la
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPEtS atilisé pour la normalisation
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des résultats. Les amorces de la GADPH utiliséesigmnent du kit Human GAPDH
Primer Mix (Search-LC, Allemagne). Des controlesififsset négatifs ont été réalisés
lors de chaque quantification. Les amorces utifisere été dessinées a l'aide du logiciel
Geneious utilisant I'algorithme Primer3 et leuriedtité a été optimisée selon les bonnes
pratigues de qPCR2%0). L'analyse de I'expression génique a été réalsdmide du
logiciel CFX Manager (Biorad, France) et représelatevariation AACq, c’est-a-dire
I'expression relative des génes dans les échartiiltiectés par rapport aux échantillons
témoin. Les expériences ont été réalisées deuwefoiaplicats.

Amorces Séquence 5'-3’

PPM1L-F ACG-TCT-AAA-TCC-TGC-TCT-GTG-GA
PPM1L-R GTC-TGG-GAG-CCT-AAA-TCA-GAG-GAG-T
KRAS-F ACA-CAA-CAG-GTG-ACT-TGG-TTT-TAG-G
KRAS-R AGC-CTG-CTG-GTG-ACT-GGC-AT

RPL5-F GCT-GCA-ATG-AAC-ATG-GGA-GTG-CC
RPL5-R TCC-CAA-ACC-CCA-ACT-TCT-GTG-A
MAPKS8-F TGA-AGC-AGA-AGC-TCC-ACC-ACC-A
MAPKS8-R GGA-GAG-GGC-TGC-CCC-CGT-AT
PPP2R2B-F AGT-CCA-ACA-TTC-CCA-GCT-CCC-CA
PPP2R2B-R GGA-CCC-ACC-AGA-GAA-AAC-TGG-GC
MAP3K8-F CAG-GCG-CAG-TTA-GCA-GGC-GA
MAP3K8-R CAG-GAC-CCG-GGA-GGT-GGA-GG

Toutes les amplifications ont été réalisées dans les conditions suivantes : 3 min a 95°C
puis 35 cycles de 10 sec a 95°C et 30 sec a 65°C. La courbe de fusion a été effectuée
en augmentant la température de 0,5°C de 55°C & 95°C.
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5.3-Résultats

5.3.11es TTMV-LY sont capables de moduler la réponse immnitaire
innée des cellules épithéliales alvéolaires.

Dans cette étude, nous avons utilisé un essai irarenaymatique multiplexe, afin de
mesurer simultanément la production de 29 médiatanflammatoires, dans le
surnageant des cellules A549 infectées par les TTIMY, -LY2, et -LY3. Les résultats
sont présentés dans le Tableau 5. Six heures mbeesion, les TTMV-LY induisent la
production de plusieurs cytokines et facteurs déssance dans les cellules infectées, en
témoigne I'augmentation significative de la quantie médiateurs solubles comparée aux
cellules non-infectées. Nous avons pu observercgtte induction était variable selon
l'isolat considéré. L'infection par le TTMV-LY1 progue la production d'un grand
nombre de cytokines, aussi bien pro-inflammatoifi\Ny, RANTES, IL-2, IL-12),
gu’anti-inflammatoires (IL-10, IL-13), ou chimiotagues (MIP-J), mais également des
facteurs de croissance (G-CSF, GM-CSF, IL-7). [8ation par les 2 autres TTMV-LY
induit une réponse plus faible avec la sécrétigniicative de RANTES, d’'IL-12(p40),
de MCP-1, de VEGF et d'IL-12 pour le TTMV-LY2, elld2, d’IL-12(p40) et de MCP-

1 pour le TTMV-LY3. Seule I'lL-12 est relarguée dale surnageant des cellules apres
infection par chacun des 3 TTMV-LY. Aucune prodantides IFN de type | n'a été
mesurée apres infection, quelque soit I'isolattest

TABLEAU 5

Chapitre 5

Médiateurs solubles Témoin TTMV-LY1 TTMV-LY2 TTMV-LY3
IFN-y 4530 20,5 +4,9 7.8+27 7,2+0,8
Cytokines pro- IL-2 26,6 £5,2 51,3+6,8 323+24 334+12"
inflammatoires IL-12(p40) 16,6 +4,2 36,3 +4,9% 22,2 +1,0* 22,3+1,1*
IL-12(p70) 10,2+1,8 20,9+21" 10,1+0,8 10,6 0,6
Cytokines anti- IL-10 54,8 +4,9 95,7 +5,4* 60,2 +1,2 55,3 +0,9
inflammatoires IL-13 82,0+£6,1 120,2 +1,3"* 94,6 + 1,2 89,2 £3,8
RANTES 28,1+0,1 67,7 £12,4" 71,6 +14,2" 33,1+24
Chi%ﬁ?:gt‘i:i os MIP-1B 434+19 67,9 0,4 435+27 442+26
MCP-1 868 + 197 1271 + 48 2108 + 524 1610 + 550
G-CSF 55,5 + 3,6 176,2 +38,1" 58,1+1,7 58,5 +4,0
Facteurs de GM-CSF 30,9+7,5 56,9 +1,0" 441+27 40,0 +5,9
croissance IL-7 37,8+6,5 77,8 £7,1" 411+1,1 39,2+1,3
VEGF 156,5+20,0  218,6+135  254,6+328"  220,9+423

Les résultats sont exprimés en moyenne pg/ml + écart-type. Les expériences ont été réalisées deux fois en duplicats.
* Statistiquement différent du témoin avec p<0.05 (test de Student).
T Statistiquement différent du témoin avec p<0.01 (test de Student).
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Figure 46 : Dérégulation de I'expression génique aa les différentes conditions testéegémoin, infection par le
TTMV-LY1, -LY2 ou -LY3.

TABLEAU 6
Comparaison FC Nom N° Genbank Description Fonction
2,869 ZNF91 NM_003430 zinc finger protein 91 Inconnue
2,853 CREBRF AA481560 CREBS3 regulatory factor Inconnue
Témoin vs TTMV- 2,395 WSB1 NM_015626 WD repeat and SOCS box-containing 1 Inconnue
LYl - 2,481 CTNS NM_004937 cystinosis, nephropathic Métabolisme
- 2,280 PPMI1L AW274846 protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1L Cycle cellulaire
- 2,045 ATP6V1H AW468382 ATPase, H+ transporting, lysosomal, V1 subunit H Signalisation
2,318 HSPB11 NM_016126 heat shock protein family B (small), member 11 Signalisation
2,067 ALAS2 AF130113 aminolevulinate, delta-, synthase 2 Métabolisme
Témoin vs TTMV- 1,992 TPP2 BC024905 tripeptidyl peptidase 11 Inconnue
LY2 - 2,687 CDKL3 NM_016508 cyclin-dependent kinase-like 3 Inconnue
- 2,497 ETV4 BC007242 ets variant 4 Signalisation
- 2,469 DHX35 AF086439 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 35 Inconnue
2,217 MORF4L2 NM_012286 mortality factor 4 like 2 Inconnue
2,156 FAM198B NM_016613 family with sequence similarity 198, member B Inconnue
Témoin vs TTMV- 2,072 PLAGL2 NM_002657 pleiomorphic adenoma gene-like 2 Inconnue
LY3 -2,518 RGS5 AF159570 regulator of G-protein signaling 5 Inconnue
-2,05 SMG1 AC003007 PI-3-kinase-related kinase SMG-1 pseudogene Inconnue
-2,023 MAPK8 AU152505 mitogen-activated protein kinase 8 Inflammation
2,325 CREBRF AA481560 CREBS3 regulatory factor Inconnue
2,212 PDLIM5 Al808578 PDZ and LIM domain 5 Inconnue
Témoin vs TTMV- 2,130 PPDPE NM_024299 pancreatrilt:nrl)i;g?;?‘it:;:‘:Ll,:iLfLerLiT:::tion and Inconnue
LY -2,216  ST8SIAL BC039019 2 alliesiteesiy el 6 el 2 Métabolisme
sialvitransferase 1
-2,077 CTNS NM_004937 cystinosis, nephropathic Métabolisme
-2,073 PPMI1L AW274846 protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1L Cycle cellulaire

FC (Fold Change) : induction du niveau d’expression génique dans les cellules infectées par comparaison au témoin, quantifié par analyse du
transcriptome, grace a des puces a ADN. Les fonctions ont été obtenues par ontologie génique (Ingenuity).
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5.3.21es TTMV-LY sont capables de moduler I'expression d certains
genes dans les cellules épithéliales alvéolaires

a- Analyse du transcriptome des cellules épithélialeglvéolaires

Les cellules ont été infectées avec les TTMV-LM1IY2, -LY3, ou mises en contact
avec le surnageant de cellules non transfectéesli{fmmtémoin), et les ARN totaux ont
éte récoltés apres 6h d’infection, afin d’obtenés dnformations sur des changements
précoces dans I'expression génique induite par TIEMV-LY dans les cellules
épithéliales alvéolaires. Parmi les 47.000 tratscrnalysés, les comparaisons
d’expression génique entre les échantillons infeettnon infectés ont révélé que 120,
100 et 122 geéenes étaient dérégulés par l'infeghianles TTMV-LY1, -LY2 et -LY3,
respectivement (test t <0,05, FC >1,5). Si les esgions géniques des 3 isolats de
TTMV-LY sont groupées et confrontées a I'expresstuantifiée dans les conditions
témoin, 109 génes sont alors dérégulés. Quellesgides comparaisons effectuées, nous
avons pu observer un méme ratio, avec 60% des ganegprimés et 40% sous-exprimés
(Figure 46).

b- Fonctions des genes dont I'expression est dérégulée

Parmi les genes les plus fortement dérégulésetidn par les TTMV-LY induit
une modulation de I'expression de génes impliqués da régulation du cycle cellulaire
(PPM1L), dans linflammation (MAPK8), dans le métabolisme cellulaire (CTNS,
ST8SIAL), ou les voies de signalisation, mais l@pptt des génes régulés n'ont pas été
associés a une fonction connue (Tableau 6). Taugdres dérégulés ont alors été classés
en fonction de leur ontologie génique et de learscfions biologiques connues. Cette
analyse a suggéré une potentielle implication dBgIM-LY dans la régulation du cycle
cellulaire, avec 2 génes surexprimés (RPLFPPP2R2B), et dans la réaction
inflammatoire (MAP3K8 , KRASY).
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c- Modulation de I'expression génique par les TTMV-LY

Afin de confirmer les résultats obtenus sur pueedérégulation potentielle de
'expression des génes, impliqués dans le cyclelagk et I'inflammation, a été évaluée
en cinétique, par RT-PCR quantitative. L'expresgiences géenes a ainsi été mesurée a
3h, 6h, 18h, 24h et 48h aprés infection (Figure. 4F)emiérement, concernant
linflammation, les données obtenues ne montrestdearégulation dans I'expression du
géne KRAS. Les données obtenues par qPCR pounk i&PK8 sont contradictoires
avec celles obtenues par I'étude du transcriptotreoet donc pas interprétables. Une
surexpression est observée pour le géene MAP3K83llegpres infection pour le TTMV-
LY3, aprés 18h pour le TTMV-LY2 et au bout de 4&uple TTMV-LY1.

Deuxiemement, les résultats obtenus pour les 3sgem@iqués dans la régulation du
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Figure 47 : Modulation de I'expression génique dankes cellules épithéliales alvéolairegn réponse a l'infection
par les TTMV-LY. Les infections ont été réalisée®i@ en triplicats. * statistiquement différent tumoin avec
p<0,05 ; ** statistiquement différent avec p<0,fds( de Student).
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5.3 — Résultats

cycle cellulaire montrent un profil globalement 8Bame entre les 3 virus avec une
augmentation de I'expression génique de 2 et 1% four les TTMV-LY3 et -LY2,
respectivement, apres 18h d’infection et qui se qaotua 24 et 48h dans une moindre
mesure. On notera également la sous-expressioRMé&Ppour les TTMV-LY1 et -LY2
apres 6h d’infection, comme observée lors de I'étdud&anscriptome.

5.4-Discussion

Trois nouvelles especes de TTMV, les TTMV-LY1, -LY2t -LY3, ont été
identifiées dans les épanchements pleuraux d’enfaogpitalisés a la suite d’'une PPE.
Leurs génomes complets ont été isolés puis ré@iquétro afin de produire des virions
infectieux. Nous avons ainsi montré que ces vitagst capables d’infecter des cellules
épithéliales alvéolaires et de s’y répliquer actieat. Les cellules épithéliales font partie
intégrante de I'immunité innée et représentent dampere ligne de défense en cas
d’infection par des agents pathogenes. Ces celkdes en effet capables de produire
différentes molécules antimicrobienne, mais égalgmdes meédiateurs solubles
permettant de déclencher une inflammation sueledie I'infection 260). La PPE résulte
d'une réaction inflammatoire exacerbée au niveau pduenchyme pulmonaire. La
présence des génomes complets de TTMV-LY dans dRessufgere que ces virus
pourraient étre impliqués dans la pathogenése d@athologie en participant au
déclenchement de linflammation. La forte prévakendes Anelloviridae dans les
populations et la viréemie chronique qu’ils engentindennent a I'encontre de cette idée
et laissent a penser que ces virus développenndeanismes biologiques efficaces afin
d’échapper a une reconnaissance par le systeme itameinNéanmoins, il est possible
gue la pathogénicité des AV soit réduite a certamsants, ou résulte d’'une interaction
héte-pathogene spécifique, comme c’est le cas gautres familles virales. Dans cette
étude, nous avons entrepris d’étudier la réponseceiules épithéliales alvéolaires suite
a l'infection par les TTMV-LY.

Afin d’évaluer la capacité des TTMV-LY a induire &iméponse immunitaire innée,
nous avons mesuré la production d’'un large panehééiateurs inflammatoires dans le
surnageants de cellules A549 infectées. Les résutdenus montrent que l'infection par
les TTMV-LY induit une réponse immunitaire innéargaexe, modulée differemment en
fonction de chaque isolat, par comparaison aveadpsenses observées pour d’autres
virus a l'origine d’une IRA comme le virus INF pexemple 261). Ainsi, I'infection par
les TTMV-LY entraine non seulement la production aygokines pro-inflammatoires,
comme I'IFNy comme cela avait déja été décrit pour le TRPAJ, mais des niveaux
significatifs des cytokines anti-inflammatoires 10- ou IL-13 ont aussi été mesures.
Cette ambiguité confirme que les TTMV -LY pourraibdifier la balance immunitaire,
comme il semble que ce soit le cas pour le TZ®2). Le fait que les différents isolats de
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CHAPITRE 5. Réponse des cellules épithéliales dhs a I'infection par le TTMV

TTMV puissent avoir un impact différent sur la protdon de médiateurs solubles n'est
pas surprenant, compte tenu de ce qui est obsgagdautres infections virale263,
264), et peut refléter qu’ils soient reconnus par Eepteurs différents et/ou d’agir sur
différentes voies moléculaires. L’'IL-12 semble jous rdle central dans la réponse a
l'infection par les TTMV-LY. Cette cytokine, qui gmente la prolifération des LT et la
cytotoxicité des LTc et des NK, est considérée cemamfacteur clé dans la régulation de
la défense de I'néte contre de nombreux agentegeties intracellulaire265).

L'induction des réponses cellulaires et inflamma®iest modulée par différentes
cascades de signalisation, qui vont permettre é@gelation fine de I'expression génique
dans la cellule infectée, grace a l'interventionpdetéines modulatrices et de facteurs de
transcription. Une étude, menée apres transfeckoltiisolat ViIPISAL du TTV, a ainsi
montré que les effets pro-inflammatoires de ce vigsilteraient de l'activation de la
voie du TLR-9 200). Afin de mieux comprendre les effets que peuwair les TTMV-

LY sur les cellules pulmonaires, nous avons enegtetudier le transcriptome des
cellules A549 apres infection. Les cinétiques dotfon ont montré que la réplication des
TTMV-LY est maximale dans les cellules a 6h apréedtion (Cf Figure 45). A la vue
des résultats obtenus en cinétique par qPCR, Esspyn génique semble cependant plus
fortement dérégulée aprés 18h d’infection, ce agmifie que d’'autres génes auraient
potentiellement pu étre identifiés en réalisantren@tude du transcriptome a un temps
plus tardif. Afin de mettre en évidence des effaispres aux differents TTMV-LY, ou
communs a ces 3 virus, I'expression génique a étdparée, avec des puces a ADN,
entre le témoin négatif et chaque virus, ou emrtéinoin négatif et les 3 virus. L'analyse
de I'expression génigue montre ainsi que : i) ubléanombre de genes sont dérégulés
par l'infection par les TTMV-LY et ii) I'expressionles génes dérégulés demeure peu
prononcée, comparés a ce que lI'on peut observer dimatres virus. L'infection par le
virus mortel Nipah, par exemple, induit une déragah de plus de 500 genes et avec des
variations proches de 20 FC en surexpression &0deEC en sous-expression, apres 8
heures d’infection, et la mort cellulaire au boat2#t heures2@6). Ceci n’est cependant
pas aberrant, étant donné que le virus Nipah irdhstpathologies sévéres (encéphalites,
cedeme pulmonaire, ...) et mortelles dans 75% des aquezand les AV semblent
développer des stratégies infectieuses beaucoumsmévidentes. Dans le cas de
linfection par les TTMV-LY, nous nous sommes comicés sur la dérégulation
potentielle de 6 génes impliqués dans la régulation cycle cellulaire (PPM1L,
PPP2R2B, RPL5) ou linflammation (MAPK8, MAP3K8, KS). L'analyse de leur
expression par qPCR a confirmé la surexpressiogemhe de I'inflammation MAP3K8
suite a l'infection par le TTMV-LY3 principalemen€Ce gene code pour la protéine
sérine/thréonine kinase MAP3K8 ou TPL2. Cette ereymatalyse I'activation de MAP
kinases, impliquées dans de nombreuses voies delisgtion cellulaire, et induit la
production de différentes molécules, parmi lesggelé facteur de transcription MB
(267). Le facteur NF«B joue un rdle central dans la régulation de divarmscessus
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biologiques, y compris les réponses immunitairesjéveloppement, la croissance et la
survie cellulaire. Une étude a précédemment démante la sous-unité p105 du KB-
pouvait former un complexe avec TPL2, réprimantsalkon activité catalytique et les
cascades de signalisation qui en découl2f (269. La surexpression de MAP3K8
pourrait ainsi aboutir & un blocage de certainegesvdMAP kinases (Figure 48).
L'implication possible du TTV, et plus précisémelat la protéine issue de 'ORF2, dans
la modulation des voies modulées par le ®B--avait d’ailleurs déja fait I'objet de
travaux (57). Notre étude vient donc en complément montrer gud TMV serait
egalement capable de réguler la réponse immungaitaduisant 'expression de certains
génes comme MAP3K8. La Figure 48 synthétise I'hlgpsé émise quand a la
modulation des TTMV-LY dans les cellules épith&ml alvéolaires. La réponse
inflammatoire induite par le TTMV-LY3 semble étrehibée par la surexpression de
TPL2 et le blocage de NKB, tandis qu’en réponse a l'infection par le TTMW-L, une
réponse inflammatoire plus étendue se mettrait @repken 'absence de rétro-régulation.
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Figure 48 : Effets potentiels d'une surexpression da protéine TPL2 par les TTMV-LY. La formation d’un
complexe entre TPL2 et la sous-unité p105 dukBRpourrait inhiber la cascade de signalisation duxkBFet réduire
ainsi I'expression de cytokines inflammatoires.

Nous avons par ailleurs pu observer que les TTM\ZLat -LY3 induisaient
'expression des genes PPM1L, PPP2R2B, et RPL3iguogs dans la régulation du cycle
cellulaire. Le gene PPM1L code pour la protéinegphatase sérine-thréonine du méme
nom. Cette enzyme appartient a la famille des praiaghs PP2C, et agit comme un
régulateur négatif dans la progression du cyclelle@le, pouvant conduire a son arrét ou
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a l'apoptose des cellule210 271). Le gene PPP2R2B code pour la sous-unité
régulatrice de la protéine phosphatase 2A (PP2RR2APest une enzyme oligomérique
essentielle qui joue un réle fondamental dans lexgssus cellulaires, comme le
meétabolisme et le cycle cellulaire. Les sous-uniéggilatrices sont primordiales dans la
définition des interactions de PP2A7Q). Cette protéine est ainsi la cible de différentes
protéines virales, qui en dérégulant son expressiaan maintenant les cellules hétes en
division, vont détourner les mécanismes cellulagneprofit de la réplication viral73).

Le géne RPL5 code pour la protéine ribosomale bt th surexpression induit I'arrét du
cycle cellulaire en phase G1, modulée par le faadeutranscription p532{74). D’'apres

les précédentes études, la réplication des AV s#edaitilisation de 'ADN polymérase
de la cellule h6tel63. La surexpression de ces 3 genes suggere qUETMY-LY
pourraient intervenir dans la régulation du cycdHiutaire, de maniere a détourner la
machinerie cellulaire a leur propre bénéfice, consyrghétisé dans la Figure 49.
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Figure 49 : Régulation du cycle cellulaire et imptation possible des TTMV-LY.La progression du cycle cellulaire
est régulée par un ensemble de protéines kinasbsezgdépendantes (CDKyclin-dependent kinagd_es
phosphatases PPM1L et PP2A catalysent la déphodatiomnydes CDK, ce qui les inactive et inhibent lagression
du cycle cellulaire. La protéine RPLS5 interagit ale€acteur de transcription p53, lequel pourraisieinhiber la
transition G1/S du cycle cellulaire.

L’ensemble de ces résultats montrent que les sdatTTMV-LY sont capables de
moduler les mécanismes biologiques et immunitalesscellules gu'’ils infectent, mais de
maniere différente. Ce constat serait en faveurl'ldgpothese d’'une pathogénicité
variable des différents variants d’AV et de la rtutte de réponses différentes qu'ils
engendrent. |l serait ainsi intéressant de compareeeffets, que nous avons observés
pour les TTMV-LY, avec ceux induits par d’autresngimes d’AV. L'identification de
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géenes ou de molécules exprimées fréquemment engégol’infection permettrait alors
de définir des voies de signalisation cellulainggcifiques d’une I'infection aux AV.
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5.5-Publication en préparation
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Abstract:

Three new species of Torque Teno Mini Virus (TTMV), named TTMV-LY were recently isolated
from parapneumonic effusions of children suffering from severe pneumonia and defined as new
potential etiologic agents in this pathology. Infection of alveolar epithelial cells with TTMV-LY was
shown to provoke innate immune imbalance, with a differential production of inflammatory
mediators for each viral isolate.

To better understand virus-host interactions, we analyzed the transcriptome profile of TTMV-LY
infection in alveolar epithelial cells, with the use of DNA chip. We further validated some of the
obtained results by gPCR.

We found that TTMV-LY infection induces weak deregulations in gene expression. However, a
few genes involved in different pathways, specifically in the inhibition of inflammation (MAP3K8)
and in cell cycle regulation (PPM1L, PPP2R2B, and RPL5), were significantly over expressed
during infection by TTMV-LY. Interestingly, the observed upregulation of these genes was
restricted to TTMV-LY2 and -LY3, that could deflect cellular pathways in favour of their own
benefit, as viral replication.

This study sheds new light on TTMV pathogenesis, indicating the role of gene expression
modulation during the course of infection. Specific and targeted gene deregulation by different
isolates of TTMV in cells supports the previously advanced hypothesis that some variants of
Anelloviridae could be more pathogenic than others, leading to viremic healthy people or patients
suffering from diseases.
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CHAPITRE 6. Réponse des APC a l'infection par lI@8MV-LY

6.1-Contexte et objectif

La défense des voies respiratoires est assuréeramigp lieu par les cellules
épithéliales qui les composent, mais elle fait mutmtervenir d’autres cellules de
immunité innée, et en particulier les APC. Lesamgphages alvéolaires représentent
ainsi plus de 90% des cellules intra-alvéolaireszdR sujet sain, et ils sont a I'origine des
plusieurs réponses anti-infectieuses grace a t@pacités de phagocytose et de synthese
de signaux activateurs de lI'immunité innée et amta@. Les macrophages jouent
€galement un r6le primordial dans la résolution ldeflammation, en assurant
I'élimination des PNN apoptotiqued5). Il est alors aisément compréhensible que les
macrophages participent activement au processuamnfatoire a l'origine de la
pneumonie. En complément, il a également été désmauie les DC étaient impliquées
dans la pathogenese des pneumonies séveres chiznt een induisant une production
excessive de cytokines pro-inflammatoires (IL-1RF&, IL-6) (275).

Dans la continuité de notre étude sur le poteimiglctieux des nouveaux génomes
de TTMV, et sur I'implication possible de ces vimans la pathogenése de la PPE, nous
nous sommes intéressés au comportement des DG etat@ophages face aux TTMV-
LY.

6.2-Méthodes

6.2.1Préparation des DCi et des macrophages
a- Purification des monocytes a partir de sang périphique humain

Les monocytes humains sont purifiés a partir d'poehe de sang total (400 a
450ml), prélevée chez un donneur de sang, dansntrecde I'Etablissement Frangais du
Sang (Lyon). A réception, les composants sanguwns s&parés par gradient de Ficoll-
Hypaque (GE Healthcare, France). Les anneaux agdsl contenant les PBMC sont
récupérés. Les PBMC sont alors lavées, repriseqied concentration de 25-30°10
cellules/mL en milieu RPMI complet, constitué deNRPL640 sans glutamine (Gibco),
de 5 ml d’HEPES 1M, de 5 ml de glutamine 100X, 864 de Gentamycine a 10 mg/mi
et de 10 % de SVF décomplementé (Biowest), et éd&sosur une solution de Percoll
45% (Percoll 45% ; PBS 1X 50% ; PBS 10X 5%), petamdtla séparation des
monocytes des lymphocytes. Le SVF a été testééalgie et n’induit pas la maturation
des DCi. Aprés centrifugation, les anneaux celtakicontenant les monocytes sont
récoltés, lavés et mis en saturation en milieu RBMIde sérum humain. Afin d’éviter
une possible contamination par d’autres cellule® déplétion des LT (anticorps anti-
CD3), des LB (anticorps anti-CD19 et anti-CD20)s ddK (anticorps anti-CD56) et des
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globules rouges (Ac anti- glycophorine A) est r&&di, a I'aide de billes magnétiques de
Dynal (Life Technologies, France). Les différentti@orps (Beckman Coulter, Etats-
Unis) sont ajoutés a la préparation cellulairenetibés 30 min a 4°C. Les monocytes sont
ensuite lavés en milieu RPMIc et les billes magné&s sont ajoutées. Les billes,
recouvertes d’anticorps dirigés contre le fragmEnt des anticorps, vont permettre
d'immobiliser les cellules contaminantes. Afin dérifier la pureté des monocytes, les
cellules sont incubées avec les anticorps spécHigeechaque type cellulaire, couplés a
l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) ou a laqu#yrythrine (PE) : monocytes : CD14-
FITC, LT : CD3-PE, LB : CD20-FITC, NK : CD56-PE,dflules rouges : glycophorine
A-FITC. Un contrble isotypique est également réalen utilisant des anticorps non-
spécifiques IgG FITC/PE. Apres le marquage, lekilesl sont lavées puis analysées par
cytométrie de flux (Accuri C6, BD Biosciences).

b- Différenciation des monocytes en DCi et des macrophes

La préparation de monocytes purs (< 5% de cellogaminantes) est mise en
culture avec différents facteurs de différenciatigkfin de produire des DCi, les
monocytes sont mis en culture & f.t8llules/ml en présence de GM-CSF & 50 ng/ml et
d’'IL-4 a 62,5 ng/ml durant 5 jours a 37°C, 5% de2@D plaque de 24 puits. Pour
produire des macrophages, les monocytes sont ensémde la méme maniere, mais en
présence de M-CSF a 50 ng/ml.

6.2.24nfection des DCi et des macrophages
a- Protocole d’infection

Les DCi et les macrophages ont été infectés d@4m@ 37°C, 50% CQavec 1.10
EG/ml des TTMV-LY. Un témoin négatif et un témoingitif sont systématiquement
ajoutés. Le témoin négatif correspond aux les lsdimises en présence de surnageant dg
cellules A549 ne contenant pas de virus. Le ténpmaitif correspond aux cellules
exposees a 10 ng/ml de LPS. L’absence de TTMV Bnsionocytes en différenciation
a été vérifiée, apreés extraction des acides nuaéjga l'aide de la gPCR ciblant les
BetatorquevirugTableau 1, p116). Les surnageants sont récakédrifugés, aliquotés et
congelés a -70°C jusqu’a leur utilisation. Les wWlel sont lavées 2 fois avec du PBS et
'analyse phénotypique est immédiatement réalisés.expériences ont été effectuées en
triplicats sur des poches de sang provenant deedosdifférents.
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b- Analyse phénotypique des DC

Les DC sont aliquotées et marquées par différemtsaaps couplés au FITC ou a la
PE, dirigés contre les molécules d’expression duHCMu de co-stimulation : CD80-
FITC, CD86-PE, HLA-DR-FITC, CD83-PE, CD54-FITC, COD4E. Apres des lavages
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en tampon "Stain" (BD Pharmingen, France), les DGt snalysées par cytométrie en
flux (MACSquant, Miltenyi Biotech, France), a I'&dlu logiciel FlowJo (Etats-Unis).

c- Viabilité cellulaire

La viabilité des DC et des macrophages a été évaluéhaque expérience, afin de
s’assurer de la reproductibilité des conditionsndee but, nous avons utilisé le kit FITC
Annexin V Apoptosis Detection (BD Pharmingen, F&ngermettant de quantifier les
cellules en nécrose, en apoptose ou en nécros@pastotique

6.2.3-Quantification des médiateurs inflammatoires

La quantification simultanée des médiateurs inflatoines suivants a été réalisée a
laide du kit Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-pleBigrad, France), selon les
recommandations du fournisseur : IB;1L-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,
IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17, FGF, éotane, G-CSF, GM-CSF, IFN; IP-10,
MCP-1, MIP-Jn, MIP-18, PDGF-BB, RANTES, TNFe, et VEGF. La lecture des billes
magnétiques a été effectuée sur le FlexMap3D (Larm@orp, Etats-Unis).

6.3-Résultats

L’activation des DC et des macrophages a été évgha¢ 2 approches. D’abord,
nous avons évalué I'expression du CMH et des matécdé co-stimulation a la surface
des cellules dendritiques, et ensuite, nous avoasuré la sécrétion des molécules
inflammatoires dans les macrophages et les DCé¢ponse a l'infection par les TTMV-
LY.

6.3.1-Expression du CMH Il et des molécules de co-stimuteon par les
DC

Les DC immatures (DCi) ont d’abord été mises entamindurant 24h avec 1.0
génomes équivalents des TTMV-LY1, LY2 et LY3 etrlgahénotype a été observé par
cytométrie de flux, aprées un immuno-marquage. Lé&sultats obtenus n’ont montré
aucune expression des molécules du CMH-II (HLA-DRi),des molécules de co-
stimulation (CD86, CD80, CD83, CD54 et CD40) (Fg®Ja). Dans un second temps, la
méme expeérience a été réalisée, mais en ajoutant’BDN viral db linéarisé afin de
mimer une infection massive (Figure 50b). L'ajot HADN viral db entraine ainsi
'expression, seulement par les TTMV-LY1 et -LY2) @D86 et du CD54, ainsi que du
CD80 et du CD83 dans une moindre mesure. En congpléndes tests de viabilité
cellulaire ont été effectués et ne mettent pasvimiedce une mortalité accrue des DCi
lors de l'infection par les TTMV-LY.
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Figure 50 : Expression des molécules du CMH et de-<stimulation par les DC, en réponse aux TTMV-LY .a)
mise en contact des DC avec les particules virb)asise en contact des DC avec les particules gietld g d’ADN
viral db.

6.3.2-Production de médiateurs de I'inflammation par lesDC et les
macrophages

Comme dans le cas des cellules épithéliales, neoissautilisé un essai immuno-
enzymatique multiplexe, afin de mesurer simultan@ntee production de 29 médiateurs
inflammatoires. Les surnageants des macrophagissddC, mis en contact 24h avec les
particules virales, ont été récoltés puis analyi@sis pouvons voir qu’en réponse aux 3
TTMV-LY, les DC produisent des cytokines pro-inflaratoires : IL-6 (60 pg/ml en
moyenne) et IL-8 (300 pg/ml en moyenne) majoritaeat. Le TTMV-LY1 induit
également la sécrétion d’IL-17 (20 pg/ml) et le TYNMY?2 de TNFux (20 pg/ml)(Figure
519. Face aux 3 TTMV-LY, les macrophages induisensdarétion d’IL-5 (1pg/ml en
moyenne) mais inhibent celle de la chimiokine MCB'dnviron 20%. On observe une
faible production de G-CSF (6 pg/ml) en réponsd aMV-LY1, et I'inhibition d’IL-10
et d’'IL-1B pour les TTMV-LY3, et -LY2, respectivement (FiguBdb). Les résultats
obtenus pour I'ensemble des autres médiateursstasténontrent aucun effet (données
non présentées). Comme précédemment, une expépeirrinaire d’infection massive
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Figure 51 : Sécrétion de médiateurs inflammatoirepar les DC (a) et les macrophages (B)statistiquement
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Figure 52 : Effet d’'une infection massive par les TTMVLY sur la sécrétion de médiateurs inflammatoiredgsar
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a été menée, en ajoutant sur les cellules 1ug d’AD&l db linéarisé ou 1ug d’ADN
plasmidique linéarisé (condition témoin). Dans ceaditions, I'expression par les DC
des mémes cytokines pro-inflammatoires est fortérmegmentée et spécifique des ADN
viraux (Figure 52). Les seécrétions d’'IL-6, d'IL-8,IL-17 et de TNt augmentent en
moyenne de 100, 30, 5 et 80 fois, respectivemesd.rhacrophages, qui semblaient peu
activés dans les conditions d’infection simple,duisent, dans ce cas, un large panel de
médiateurs inflammatoires. Les sécrétions les pigsificatives, avec une induction de
I'ordre de 100 fois, concernent MIR+LMIP-1( et le TNF.

6.4-Discussion

La PPE résulte d'une inflammation exacerbée du nuémgne pulmonaire,
caractérisée par la formation d’'un exsudat richgmtéines entre les 2 feuillets de la
plévre (EP), suite a linfiltration d'une granderiéé de cellules immunes (PNN, PNE,
macrophages, lymphocytes, ...). Le processus inflawineafait intervenir différentes
cellules du systeme immunitaire, particulieremestAPC qui jouent un role majeur dans
sa régulation, grace a la production de médiaténftammatoires. Trois nouvelles
especes de TTMV ont été isolées dans des EP, sumjgare implication possible de ces
virus dans la pathogenese de la PPE. Apres avodiééla réponse des cellules de
I'épithélium alvéolaire a l'infection par les TTMWY, nous avons entrepris d’évaluer
I'effet de ces virus sur des APC, les DC et les nmaltages. Nous avons ainsi mis en
évidence que les TTMV-LY seraient capables d'ingluiles réponses inflammatoires
localisées, tout en limitant le déclenchement déponse adaptative généralisée.

Les DC sont les chefs d’orchestre de 'immunitécgra leur capacité de migration,
leur permettant d’exercer une surveillance contietuaccrue des antigénes présents dan
tous les tissus de l'organisme, et de donner dnsignal d’alarme aux lymphocytes
présents dans les organes lymphoides secondaiess. DC sont présentes dans
'organisme sous deux états : immature et matues DC immatures migrent de la
moelle osseuse par le flux sanguin vers les tissaslymphoides ou elles résident et y
jouent le réle de sentinelles en capturant legganés. Dans ce cas, elles subissent un
processus de maturation caractérisé par: i) umgdmaent de morphologie di a la
réorganisation du cytosquelette et permettant otexdction accrue avec les LT, ii) une
perte de la capacité a phagocyter, iii) un changémleénotypique, di a 'augmentation
de lI'expression du CMH et des molécules de co-ion telles que le le CD86, les
CD80 et 83, le CD54 ou le CD40, iv) la sécrétionageokines inflammatoires, et v)
'acquisition de capacités migratoires, suite entadification de I'expression en surface de
récepteurs aux chimiokines. Afin d’évaluer la cajgades DC a reconnaitre les TTMV-
LY comme pathogenes, nous avons ainsi examinéiegne de maturité. Nous avons pu
observer que la mise en présence des TTMV-LY aesc DC n'induisait pas de
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modifications phénotypiques de celles-ci. Ceci sisa supposer que les DC ne
reconnaissent pas de motifs PAMP associés a cksgeates, susceptibles d’induire leur
endocytose et le déclenchement de la réponse intameniou que les AV sont capables
d’inhiber la maturation des DC et donc I'expressitas molécules du CMH Il et de co-
stimulation des LT. Ces stratégies d’échappemergyateme immunitaire ont déja été
rapportées pour de nombreux virus, hotamment ceduisant des virémies chroniques.
Les herpesvirus, par exemple, sont ainsi capalilgsiloer 'expression des molécules du
CMH-1 ou du CMH-II (CMV), ainsi que la présentatides antigénes (HSV), empéchant
ainsi le déclenchement des réponses immunes adaptg276). Néanmoins, lors de
l'infection par les TTMV-LY, bien que le phénotypges DC reste inchangé, une
production significative de cytokines, notammente et d’IL-8, est observée. L’IL-6
est impliquée dans la phase aigué de linflammatRimcipalement produite par les
macrophages et les LT, elle stimule la productierptbtéines de la phase aigiie comme
la CRP au niveau du foie, et de PNN dans la mamdkeuse. Elle oriente la réponse
immune vers un profil Th22F¢7). L'IL-8 est la cytokine chimioattractante la plus
puissante pour les PNN, elle posséde ainsi de gss propriétés pro-inflammatoires.
Le TTMV-LY2 induit également la production de TMFK-dont les propriétés pro-
inflammatoires agissent en synergie avec I'lL-8.rD@niere surprenante, une production
d’'IL-17 est observée pour le TTMV-LY1. Bien que gileurs cellules de I'immunité
innée aient été décrites pour sécréter cette gyghkio-inflammatoire, les DC n’en font a
priori pas partie 78. Lors de la purification des monocytes, 5% deluted
contaminantes sont tolérées, on peut donc supppsel’lL-17 ait été produite par un
autre type cellulaire. Ces différents résultatsepbs apres infection par les TTMV-LY et
confirmés par une expérience preliminaire simularg infection massive par ces virus,
sont en faveur de linduction dune réponse prdamimatoire dont I'amplitude
dépendrait de la quantité de virus présente (Fig8je

De plus, les DC orienterait la réponse immune uerprofil Th2, ce qui serait en
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Figure 53 : Processus de maturation des Dén conditions physiologiques (a) ou suite a litita par les TTMV-LY
(b). CSH : cellules souches hématopoiétiques. AddmE79).

150



6.4 — Discussion

accord avec les observations de Maggial, qui ont rapporté que de fortes charges
virales en TTV dans les sécrétions nasales d’emnfaieints d’IRA étaient corrélées avec
le pourcentage des LB, mais inversement proporébarmelui des LTZ62).

Les macrophages, en tant que cellules phagocytéisetuelles, jouent également un
réle majeur dans les défenses immunitaires coarg@athogenes. Apres élimination de
'agent pathogene, ils sont responsables de I'éition des polynucléaires neutrophiles
apoptotiques, des cellules mortes et des débriglaiets, favorisant ainsi la résolution
des processus inflammatoires et le retour a 'hatade. De plus, les macrophages
sécretent des quantités importantes de cytokinegrém 10 & 100 fois plus que les
PNN), et sont ainsi trés impliqués dans I'amplifica des réponses immunitaires. Nous
nous sommes donc intéressés a la réponse inflammales macrophages, mis en
présence des TTMV-LY. Une production faible magngicative d’'IL-5 a été observée
pour les 3 virus. Cette cytokine régule la croissaat la différenciation des PNE. Les
PNE possedent de puissantes propriétés antimicnoése si bien qu'un afflux trop
important de PNE sur un site d'infection induitdfog&mment des dommages tissulaires
(280). La production d’IL-5 pourrait étre a l'origin€uh recrutement accru des PNE,
suggéré par des auteurs en raison d’'une fortelatoré entre la concentration en ECP
dans le sang chez des enfants souffrant d'IRA ehdage virale en TTV. Néanmoins, ces
mémes auteurs n'avaient pas observé d’augmentateoria concentration en IL-5
circulante chez ces mémes patiert®2[. En complément, la chimiokine MCP-1 est
fortement induite par linfection par les TTMV-LYMCP-1 amplifie la réponse
inflammatoire en recrutant activement les monogyles LT mémoires et les cellules
dendritiques sur le lieu de I'inflammatiovia un gradient de concentration. La sécrétion
de ces 2 médiateurs par les macrophages vientricamfia réponse pro-inflammatoire
observée au niveau des DC. L'infection TTMV-LY1TeEMV-LY2 induit de plus, une
production de G-CSF et dILBL tous deux s’accordant également cette théorie|
L’infection par le TTMV-LY3 induit une sécrétion yd faible de cytokines pro-
inflammatoires et celle de la cytokine anti-inflamtimire IL-13, ce qui supposerait une
induction plus faible du processus inflammatoira.dimulation d’'une infection massive
par les TTMV-LY, via I'ajout d’ADN viral db induitune amplification de la réponse
inflammatoire des macrophages avec un large panel cglekines exprimées,
majoritairement pro-inflammatoires et des conceiuinag plus élevées, amenant a penser
gue I'amplitude de la réponse immune est dépenddmtia quantité de virus présente.
L’équipe de Maggi avait d’ailleurs, a ce proposjadepporté que de fortes charges
virales dans des sécrétions nasales étaient assaces formes séveres d’'IREGE).

L’ADN du TTMV-LY2 semble étre plus immunogéne qs I2 autres génomes, a la
vue des quantités de cytokines induites dans leetlds macrophages. Rocetial, qui
ont décrit la sécrétion de cytokines pro-inflamm@®ipar des cellules épithéliales de foie
murin, ont suggeéré que la composition en motifs Gu@ulateurs et inhibiteurs, définie
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comme l'index CpG, pourrait moduler 'immunogénéciles génomes d’AV200). Le
génome du TTMV-LY2, présentant une insertion sigaifve en 5’-UTR, pourrait ainsi
présenter un index CpG plus immunogene, mais destigations plus poussées seraient
nécessaires pour confirmer cette hypothéese.

En conclusion, cette étude décrit pour la premieis la mise en place d'une
réaction immune pro-inflammatoire par les APC, éponse a l'infection par des AV.
L’absence de maturation des DC a 24h pourrait fsggrque les TTMV-LY sont capables
d’inhiber I'expression des molécules du CMH-II et cb-stimulation, afin de retarder le
déclenchement de la réaction immune adaptativeare® de cytokines produites serait
alors en faveur d’'une réponse humorale. |l semblelds que les différents isolats de
TTMV-LY soient capables d’induire une réponse inflaatoire spécifique, qui pourrait
contribuer a la compréhension des phénomenes dévas systeme immunitaire dont
font preuve les AV.
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Abstract:

Active infection with Anelloviridae has been associated with an increased severity of diseases in
which inflammation plays a particularly important pathogenetic role. We recently isolated 3 new
species of Torque Teno Mini Virus (TTMV) in parapneumonic effusions (PE) of children suffering
from severe pneumonia, an infectious inflammation of the lung parenchyma. These viruses,
named TTMV-LY were the only pathogens found in these PE, but their implication in the
pathogenesis of the disease remains unclear. In this study, we investigated the inflammatory
profiles of antigen-presenting cells, in response to the TTMV-LY infection.

The production of 27 inflammatory mediators was measured by multiplex immunoassay, 24h after
infection of monocyte-derived dendritic cells (moDC) and macrophages by the 3 TTMV-LY.

We first shown that TTMV-LY viruses globally induce similar pro-inflammatory responses by APC,
characterized by the production of IL-6 and IL-8 in moDC, and of MCP-1 and IL-5 in
macrophages. Phenotypic maturation of DC was however not observed. Moreover, the 3 TTMV-
LY isolates induced different cytokines expression patterns, suggesting the existence of viral
mechanisms to evade or delay immune adaptive responses.

These findings demonstrate for the first time that some anelloviruses have the potential to
stimulate inflammatory responses from APC.
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CHAPITRE 7. Conclusions et perspectives

7.1-Discussion générale et perspectives

L'essor des technigues de biologie moléculaire dadérologie classique a permis
lors de ces derniéres décennies de découvrir dénmom virus, et notamment des virus
associés a l'appareil respiratoire. Ces virus sotibrigine d'insuffisances respiratoires
séveres chez les enfants et les adultes immunodépriet représentent un important
probleme de santé publique. Les IRA, et plus palificement la pneumonie, sont ainsi la
1% cause de mortalité de I'enfant de moins de 5 ans amondeZ). La lutte contre ces
maladies, qui a été placée parmi les objectifs dilémaire pour le développement,
nécessite de connaitre précisément leurs ageotsgitjues afin d’adapter au mieux la
prise en charge des patien$3)( Cependant, malgré lidentification d’'un nombre
croissant de pathogenes impliqués dans les casalgnomies, un pourcentage important
d’entre elles demeure sans étiologie ou sont magmdistiguées. Les raisons sont
diverses : le pathogéne peut étre connu mais rabusilans le test de détection utilisé ; il
peut également s’agir de nouveaux variants de peties connus; ou encore de
pathogenes impliqués dans d’autres pathologiesotaletment inconnus. Ce projet de
thése s'inscrit dans le cadre de l'identificatibdesla caractérisation de nouveaux agents
infectieux, chez des patients atteints de pathefogéspiratoires séveres, qui pourraient
devenir une menace pour la santé publique.

7.1.14es TTMV-LY, des nouveauxBetatorquevirus

En 2009, l'utilisation d’'un protocole de découvedi nouveaux pathogenes sur des
échantillons respiratoires, provenant d’enfanteimss de pneumonie séveres et pour
lesquels aucun agent étiologique n’avait pu éteatifié, nous a conduits a la découverte
de nouveaux génomes appartenant a la famillédebloviridaedans 3 EP. Un protocole
de RT-PCR aléatoire a été utilisé dans cette étBde.cette méthode, une étape de
clonage des fragments est indispensable afin diftemtles potentielles nouvelles
séquences présentes dans I'échantillon. Plusidorses de TTMV ont été mis en
evidence dans ces EP, suggérant une présenceicsignd@ de ces virus dans les
échantillons respiratoires. Cela a été confirmélpanplification du génome complet de
ces virus dans les échantillons. Leur analyse gigylétique nous a alors permis de les
identifier comme de nouvelles especes du g8atatorquevirusnommeées TTMV-LY.
Les AV sont caractérisés par une haute diversitétigue, si bien que l'isolement de
nouvelles espéces est fréquemment décrite. Néasprmstte étude démontre pour f£1
fois la présence d’AV dans des EP, témoignant dmmvasion et d’'une colonisation
profonde des voies respiratoires. L'implication @ésdans la santé de I'h6te est un sujet
soumis a controverse, en raison principalementede é€xtréme ubiquité. Ces virus
induisent en effet des virémies chroniques, et s@ttouvés dans de multiples
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compartiments biologiques, aussi bien chez desopres saines que chez des patients
atteints de différentes pathologies. Bien que lliogtion potentielle des AV dans la
sclérose en plaques ou certaines affections des a@riennes ait été etayée par plusieurs
travaux, la question de la pathogénicité des A¥t@sée a difféerentes reprises durant la
derniere décennie281). Dans le cadre de ce travail, nous avons fondee ritypothese
sur le fait qu’a I'instar d’autres virus ubiquites, comme les papillomavirus, le caractere
potentiellement pathogene des AV pourrait étrereégdta quelques variants ou groupes
viraux 257). En effet, les 3 espéeces de TTMV-LY semblent dgpér a un méme groupe
phylogénétique majeur. Nous avons donc entrepridudier plus précisément la
caractérisation de ces nouveaux génomes de TTMVdtYleur implication dans la
pathogenese de la pneumonie.

7.1.241 es TTMV-LY, des virus a 'origine d’infections respiratoires ?

Plusieurs travaux, basés sur des études cliniqoets,suggéré que le tractus
respiratoire pourrait étre une cible d’infectiorivpégiée des AV chez le jeune enfant et
un lieu de réplication continue de ceux-t6§). Afin d’évaluer les capacités infectieuses
des TTMV-LY, leur réplication a été mesuriéevitro apres transfection des génomes
complets dans 2 types de lignées cellulaires : ligreée de référence, connue pour
supporter la réplication virale, et une lignée @flutes épithéliales alvéolaires. Cette
étude a montré que les TTMV-LY étaient effectivemespables de se répliquer et de
produire des particules infectieuses, mais égalemefls présentaient un tropisme
privilégié pour les cellules épithéliales alvéadair Nous avons, de plus, retrouvé les
mémes séquences de TTMV dans les PNP et les EBigi@ant de I'invasion profonde
des voies respiratoires par les TTMV-LY. Notre étudent ainsi appuyein vitro
I'hypothése que | ‘épithélium respiratoire représaim lieu de réplication active des AV.
Il est probable qu’en complément des cellules élitles alvéolaires de type Il évaluées
dans cette étude, d’autres types cellulaires agpant a I'épithélium respiratoire soient
egalement des cellules cibles de ces virus. Nousisawansi envisagé d’évaluer la
réplication des TTMV-LY dans la lignée cellulaire HBE140-, dérivées de cellules
épithéliales bronchiques, dans le but d’évaluerroent ces virus se propagent dans les
voies respiratoires jusqu’aux alvéoles, comme meées par les cellules A549)( Les
études cliniques ont par ailleurs suggéré que #ules ciliées seraient de bonnes
candidates a l'infection par les AV, étant donné deefortes charges virales ont été
mesureées en lien avec un dysfonctionnement de fiditdoiliaire (201).

L’implication causale de nouveaux virus dans lahpgenése d’'une maladie est
complexe a définir, et requiert généralement la aléstration de différents effets sur
'organisme. Les postulats de Koch en 1890 stipulaique les micro-organismes
devaient étre régulierement isolés chez les malapgiss devaient pourvoir étre cultivés
in vitro, ou encore que linoculation de la culture micestrie devait induire chez
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lanimal susceptible la survenue de la maladie qypi Ces postulats ont été
régulierement contredits depuis leur parution, éonse a l'identification de nouveaux
pathogenes et a la description croissante de nealadultifactorielles, et a I'heure
actuelle il ne semble plus exister de régles cansgles permettant de définir le lien
causal entre un micro-organisme et une maldd@ (Ces derniéres années, I'association
de nouveaux virus, tels que le hMPV, le HBoV, ouHRV-C avec des pathologies
respiratoires a majoritairement reposé sur la misplace d'études épidémiologiques, et
ont ainsi démontré I'impact de ces virus dans laeswre de la maladie, bien que des
étudesin vitro n'y soient parfois pas parvenues comme pour le \HBar exemple. La
mise en place progressive de techniques molécsilgirantitatives pourrait permettre de
mettre en évidence une forte prévalence de ces eirales charges virales élevées chez
des cohortes de patients atteints d’'IRA, compaaegss cohortes contréle. En revanche,
on ne saurait déduire la pathogénicité d’'un virga geule présence dans un échantillon.

Il est en effet désormais reconnu que de nombrews Wnfectent 'homme sans
induire une réponse néfaste, comme c’est le cagxgnple pour des virus comme les
AAV (Adeno-Associated Virligiui ont besoin d’autres virus diglperpour se répliquer
(282. Nous avons donc poursuivi notre étude des TTMY-€n nous penchant sur leurs
propriétés biologiques et leur capacité a induge dponses cellulaires et immunitaires
dans les cellules qu'ils infectent, grace a I'gtilion des virions néo-synthétisés lors de la
réplication virale. Les sous-chapitres suivantsaepent et synthétisent les hypothéses
emises préecédemment dans les chapitres 5 et 6)lesiyeont été plus amplement
discutées.

7.1.31.es TTMV-LY et la régulation du cycle cellulaire

Grace a I'étude du transcriptome de cellules éfidlles alvéolaires infectées par les
TTMV-LY, nous avons pu mettre en évidence que plus genes impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire étaient surexprinmégjoritairement aprés 18h d’infection.
La synthese des effets dus a la surexpression @essg°PPM1L, PPP2R2B et RPL5
semble indiquer que les TTMV-LY, et plus signifivgment le TTMV-LY3, seraient
capables de ralentir, voire de stopper la tramsif@®l/S du cycle cellulaire, afin de
maintenir une activité réplicative, et de détoudaemachinerie cellulaire pour son propre
bénéfice. Cela signifierait que le virus pourraitrépliquer indéfiniment dans ces cellules,
ce qui supporterait I'hypothése que le tractusiragpre puisse produire une réplication
continue des AV. Nous n’avons pas observé ce phénem vitro, ou la quantité d’ADN
virale dans les cellules diminuait fortement enfe et 18h apres infection pour se
maintenir ensuite jusqu’'a 48h (Figure 45). Néanmooette quantité constante pourrait
s’expliquer par le fait que la réplication viralensgpense un relargage des virus dans le
milieu extracellulaire, mais de plus amples ingsions seraient nécessaires afin de
préciser ce phénomene. Des tests de proliféragtinlaire, aprés inactivation totale de
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I'expression de ces génes par des ARN interféreinén I'absence de virus, permettrait
également de confirmer si ces genes représenttutieément des cibles stratégiques
pour la régulation du cycle cellulaire. Si le TTMW-3 semble induire une dérégulation
de I'expression génique plus forte que les 2 aulfESIV-LY, nous n'avons pas pu
observer de différences dans les manifestationsiqakes (température, durée
d’hospitalisation, d’oxygénation, taux de CRP) alées chez les 3 patients atteints par
ces virus. Néanmoins, ces mesures ont été réalisémsstade avancé et sévere de la
maladie, tandis que les phénomeénes consitatésro ont été évalués de maniere précoce
suite a I'infection. On ne peut donc pas exclure gette dérégulation génigue, observée
au niveau cellulaire, puisse étre directement iqu@le dans la pathogenese de la PPE.

7.1.44 es TTMV-LY et I'inflammation

Nous avons démontré que les TTMV-LY sont capablasfedter les cellules
epithéliales alvéolaires et de s’y répliquer. Caltutes font partie des premiers effecteurs
de l'immunité innée et exercent un rdle défensificgr a la sécrétion de peptides
antimicrobiens et de médiateurs inflammatoiresquantification d’un large panel de ces
médiateurs en réponse a linfection a révélé gue TEMV-LY induisaient une
production différentielle des cytokines et chimiwds selon I'isolat considéré, mais que
tous 3 conduisaient a la sécrétion d’lIL-12. Cettengbre a été démontrée comme jouant
un role clé dans la régulation et I'induction deflammation du tissu pulmonair@g&3).

De plus, nous avons pu observer que certains gbRBK8, MAP3K8), codant pour des
enzymes impliquées dans la transduction du sigril@nimatoire, étaient plus ou moins
surexprimés en réponse a linfection. Ces résultéteoignent que les TTMV-LY
interagiraient avec les cellules épithéliales alaies, en modulant la réponse
inflammatoire. Pour approfondir ces résultats, renmns étudié I'impact de ces virus sur
les DC et les macrophages. Nous avons alors céngtet les TTMV-LY induisaient la
production de médiateurs pro-inflammatoires par heacrophages, permettant le
recrutement sur le lieu de I'infection des monosyttes PNN mais également des PNE.
L’absence d’activation des DC semble suggérer ggdTMV-LY pourraient retarder la
mise en place d'une réponse immune adaptativee girdfil des cytokines sécrétées
orienterait celle-ci vers une réponse humoraleuieip4).

Les DC sont des cellules migratoires et leur atibtmadiminue cette capacité. Les
TTMV-LY, en inhibant leur maturation, pourraiennai les utiliser comme vecteur pour
étre disséminés dans l'organisme. Cette hypothedéja été formulée par différents
auteurs, en raison des fortes charges virales wiEsedans une multitude d’organes et de
la capacité des AV a se répliquer dans les PBM@éeag, issues de donneurs virémiques
ou non (67). Dans ce sens, il serait intéressant de mieuxctaiser I'interaction entre
les différentes cellules de I'immunité innée etaéer un modéle plus complet de la
barriere alvéolo-capillaire. Plusieurs modéles alewture ont été décrits pour étudier les
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Figure 54 : Implication des TTMV-LY dans le processusnflammatoire. Les TTMV-LY induisent la production
d’IL-12 par les cellules épithéliales alvéolairestype Il (ATII), laguelle participe a la régulatide I'inflammation,
modulée par les APC et les médiateurs inflammatsiéesétés par ceux-ci en réponse a l'infection.

relations entre les cellules épithéliales et le€A®B4, 285). L'utilisation de tels modeles
nous permettrait d’évaluer si les médiateurs infratoires produits par les cellules
épithéliales alvéolaires, en réponse a l'infecteont effectivement capables d’induire le
recrutement des APC et de décortiquer plus proioedé les mécanismes
immunologiques des TTMV-LY.

Nous avons par ailleurs pu observer une réguldlifiérentielle de la réponse induite
pas les différents isolats de TTMV-LY. L'infectigrar les TTMV-LY1 et -LY2 semble
provoquer une réaction inflammatoire plus imporagtie le TTMV-LY3. En effet, ce
dernier n’induit la production que de quelques ratalirs inflammatoires, et semble
capable de réguler I'expression génique de markre importante et plus précoce, en
inhibant la cascade NikB, tres impliquée dans le déclenchement et I'ancplifon du
processus inflammatoire (Figure 55). De maniéeréra#sante, le pourcentage de PNN
chez les 2 enfants atteints des TTMV-LY1 et -LY&it&sensiblement plus élevé que celui
de I'enfant infecté par le TTMV-LY3 (90 et 88% camt63% de PNN), ce qui viendrait
appuyer cette idée. Les facteurs propres a I'hdte également importants a prendre en
compte. En effet, la mise en place des procesdlanimatoires est intimement liée au
statut immunitaire et a I'état de santé global'dété infecté.

Bien qu’appartenant au méme groupe phylogénéticgjeunque les TTMV-LY1 et
-LY2, le TTMV-LY3 est génétiquement plus éloignésd@ autres isolats (< 55%
d’identité nucléotidique, Figure 41), ce qui poitrtdmoigner d’'une importance de la
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Figure 55 : Régulation différentielle de la répons@nflammatoire par les isolats TTMV-LY1 (a), -LY2 (a), et -LY3
(b).

séquence nucléotidique dans la pathogénicité desdds différents isolats d’AV. Cela
pourrait également constituer uns stratégie d'éobegent de ces virus au systéme
immunitaire. Pour aller plus loin dans cette iddées étude@ vitro seraient nécessaires,
basées sur un plus grand nombre d’isolats d’AV, dppant aux différents groupes
phylogénétiques. Nous pourrions alors comparemptefils de réponse cytokinique, ce
qui pourrait permettre d’identifier des cibles ptelles, spécifiques d’une infection aux
AV, et de mettre au point des tests de détectibiétamt de I'activité biologique des AV.
En effet, a I'heure actuelle, les tests de déteaties AV reposent quasi-exclusivement
sur la présence d’'une courte portion du génometrabignent ainsi seulement de la
présence de fragments d’AV. Au cours de notre étdeg génomes complets d’AV n’ont
pas pu étre amplifiés pour certains échantilloren lgu’ils se soient révélés positifs avec
le test de détection deBetatorquevirus On peut supposer que la grande diversité
génétique des AV soit a l'origine de cette absatiamplification, mais il est également
possible qu'elle reflete le fait que des fragmatdsgénomes persistent aprés un épisode
infectieux. Les études épidémiologiques réaliséesient ainsi biaisées, mettant en avant
le besoin d’identifier des marqueurs de l'infectiafin de mieux appréhender I'impact de
ces virus sur la santé de I'hote.
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7.2-Conclusions

La pneumonie est la principale cause de mortafitz ¢’'enfant de moins de 5 ans, a
travers le monde. Bien qu'un grand nombre de biastét de virus aient été associés a
cette pathologie, de nouveaux pathogenes sontiéégilent identifiés comme des agents
étiologiques a l'origine de pneumonies. L'objectd ce projet de these est de décrire
implication possible de nouveaux virus, les TTMW- dans la pathogenese de la PPE.
Au cours de ce manuscrit, nous avons ainsi demquoté

- les TTMV-LY sont tous capables d’infecter et derépliquer dans les cellules
épithéliales alvéolaires et potentiellement danautles types cellulaires de
I'épithélium respiratoire, témoignant d’'une infeati en profondeur du tractus
respiratoire.

- linfection par les TTMV-LY induit une réponse adlhire et inflammatoire des
cellules épithéliales alvéolaires, qui permettiaitmaintien d’'une réplication
virale continue, grace notamment a une modulatienadrégulation du cycle
cellulaire et des cascades de signalisation duegeus inflammatoire.

- les TTMV-LY induisent la sécrétion de médiateurflaimmatoires par les APC, a
'origine d’'un possible recrutement des cellulesagcytaires sur le lieu de
I'infection, qui en I'absence d’une régulation fipeurrait conduire a des lésions
tissulaires et a linfiltration de ces cellulesdat virus entre les feuillets de la
plevre causant ainsi un épanchement.

- I'infection par les TTMV-LY semble provoquer la mien place d’'une réaction
immunitaire innée mais retarder ou inhiber la mése place d'une réponse
immune adaptative dirigée contre ces virus.

- les TTMV-LY1 et -LY2 seraient a l'origine d’'une ré&#on inflammatoire plus
aiglie que le TTMV-LY3, indiquant ainsi que les caésistiques génétiques des
différents isolats pourraient étre un facteur dbggénicité des AV.

Les différents résultats de cette étude témoigderiens complexes entre les AV et
les processus inflammatoires, avec de possiblesaggmons sur d’autres pathologies.
Des études plus approfondies s’avérent néanmootw&nécessaires pour développer les
mécanismes biologiques mis en jeu lors des infestanx AV et établir un lien causal
entre ces virus et la pathogenese de la pneumdluas prévoyons ainsi plusieurs
nouvelles approches pour approfondir les résultatenus jusqu’alors. Une étude de
grande ampleur sur I'étiologie de la pneumonie’eefdnt a été lancée, fin 2010, par la
Fondation Mérieux, en collaboration avec 11 sitesébeau de laboratoires GABRIEL,
situés dans des pays en voie de développementeérdrie monde (Haiti, Paraguay,
Brésil, Madagascar, Mali, Inde, Liban, Chine, MolgoCambodge). Nous pourrons
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ainsi avoir acces a plus d’'un millier de prélevetagmspiratoires (PNP, EP, sang total)
d’enfants hospitalisés pour une pneumonie ou decoasrdle. Il sera alors possible

d’étudier la prévalence de génomes complets d’A¢néuellement de les isoler et des
caractériser grace au modele de réplication miplace au laboratoire. Nous pourrons
également nous pencher sur la répartition géogyaphides AV, et potentiellement

identifier des zones de circulation préférentiellies ces virus. L'accés a de nouveaux
isolats nous permettrait par ailleurs de confirmede réfuter la spécificité d’une réponse
immune aux AV et d’identifier de potentiels varigimfectieux.

Afin d’ouvrir d’autres perspectives sur le réle gopar ces virus, il serait intéressant
d’étudier la réponse humorale dirigée contre letquédes virales des TTMV-LY. Il est a
noter que les TTMV-LY ont été retrouvés dans 2 camnpants biologiques, PNP et EP,
chez les 3 patients ou ces virus ont été isoléaniéins, il serait pertinent d’étendre les
investigations a d’autres compartiments, commesgample le sang.

De plus, pour aller plus loin dans cette assogiat® recours a des modeles animaux
serait une voie d’étude intéressante, étant doneécgtte famille virale a un impact
reconnu en pathologie vétérinaire, et que les restgpermettant d’établir un lien de
causalité entre un virus et une pathologie, comareegemple ceux décrits par Rivers,
impliquent de reproduire les effets d'un potentiathogéne dans plusieurs especes hotes

(286).

Pour conclure, si I'implication des AV dans la pagbnése des pneumonies était
irréfutablement avérée, l'identification de ciblesales, et des cibles de I'h6te induites
spécifiquement par les TTMV-LY, serait un atout péa mise en place de stratégies
thérapeutiques et la mise au point de tests didignde développement d’'un vaccin
pourrait également étre envisagé méme si la fonerslté génétique des AV serait
probablement un facteur limitant, comme c’est lg paur d’autres virus comme le HIV
par exemple.
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Résumé

La pneumonie est la premiere cause de mortalité lidnefant dans le monde. Elle peut étre provoquée
par un certain nombre d’agents pathogénes connissliaa 35% des pneumonies de I'enfant restent
encore non renseignées d'un point de vue étiolaegiduutilisation d’'un test moléculaire de
découverte de nouveaux pathogenes nous a perrdiscdevrir de nouvelles espéces de Torque Teno
Mini Virus (TTMV, Anelloviridag, nommées TTMV-LY, dans trois épanchements pleurau
provenant d’enfants hospitalisés avec une pleusaHmopathie, dont I'étiologie demeurait inconnue.
Les TTMV sont des virus ubiquitaires dont I'implican dans une pathologie reste a déterminer. Les
voies respiratoires ayant précédemment été dégitasétre un site d'infection des anellovirus,sou
avons entrepris de caractériser ces nouveaux \@insj que d’étudier leur potentiel réle dans la
pathogénése.

Les génomes complets de TTMV-LY ont été isolésad@risés puis répliqués vitro. La réponse des
cellules épithéliales alvéolaires, ainsi que ddhkiles présentatrices d’'antigenes (CPA), impliquées
dans l'inflammation, a été étudiée aprés infecgianles virions néo-synthétisés.

Ces travaux ont démontré que : i) les TTMV-LY peauwveoloniser les poumons en profondeur, ii) les
cellules pulmonaires sont permissives aux TTMV-ItYpermettent une réplication virale efficace, iii)

I'infection virale module les réponses cellulaisgsmmunitaires des cellules pulmonaires en inchtisa

des dérégulations de I'expression génique et lalymtion de médiateurs inflammatoires, iv) les
TTMV-LY seraient capables d'interagir avec les CRA de réguler ainsi différentiellement le

processus inflammatoire.

L’ensemble de ces résultats ont permis de metteeviglence une implication potentielle des TTMV-
LY dans la pathogénése des pneumopathies, et séuigcomplexité des mécanismes biologiques
mis en jeu lors de l'infection par les virus detedamille.

Abstract

Pneumonia is the leading cause of death in chilaveridwide. It can be caused by a number of
known pathogens, but 15-35% of childhood pneumargsstill not associated with an etiologic agent.
A pathogen discovery assay allowed us to identdy ispecies of Torque Teno Mini Virus (TTMV,
Anelloviridag, named TTMV-LY, in three undiagnosed pleural sifuns from children hospitalized
with parapneumonic empyema. TTMV are ubiquitousharp viruses, and their involvement in
pathogenesis remains unknown. The respiratory tnad previously described to be a site of
anellovirus detection. We investigated the rolettefse new species in the pathogenesis of severe
pneumonia.

Full-length TTMV-LY genomes were isolated ammu vitro replicated. The response of alveolar
epithelial cells, and antigen presenting cells (ARfth involved in the inflammation process, was
studied after infection with neo-synthesized vigon

This study showed for the first time that: i) TTMW can deeply colonize lungs, ii) alveolar
epithelial cells are permissive to the TTMV-LY aalliow an efficient replication, iii) viral infectio
modulates cellular and innate immune responsesh@olar epithelial cells, by inducing gene
expression deregulations and inflammatory medigtoosluction, iv) TTMV-LY are able to interact
with APC and thereby regulate differentially thigiflammatory process.

All these results allowed to highlight a potentiaolvement of TTMV-LY in the pathogenesis of
severe pneumonia and brought out the complexitthefbiological mechanisms taking place during
infection by viruses of this family.

Mots-clé : Pneumonie, épanchement pleural, TTMV, phylogé®iglication virale, réponse
immunitaire innée, médiateurs inflammatoires s@sbtérégulation de I'expression génique.

Keywords : Pneumonia, parapneumonic effusion, TTMV, phylogetmal replication, innate
immune response, soluble inflammatory mediatonse gepression deregulation.



