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Préambule  
 

Le virus du syndrome dysgénésique et respiratoire porcin (SDRPv) est l’un des 

pathogènes les plus néfastes dans les élevages. Les symptômes suite à l’infection se 

caractérisent par des problèmes respiratoires et de reproduction. L’agent étiologique de ce 

syndrome est un virus à ARN positif découvert en 1991(Wensvoort et al., 1991). Aujourd’hui, 

le coût pour la Communauté Européenne de ce pathogène s’élève à 1,5 milliard d’euros par an 

(https://www.h2020-saphir.eu/).   

L’apparition de nouvelles souches de SDRPv est très fréquente et peut être expliquée 

par un taux de mutation extrêmement élevé. En Europe, une dynamique d’apparition de 

nouvelles souches très virulentes semble se dessiner depuis une dizaine d’années. A l’Est, 

notamment en Biélorussie, certaines souches très virulentes sont apparues et peuvent mener à 

la mort des animaux infectés. Alors qu’en Europe Occidentale, les souches présentes sont peu 

virulentes mais favorisent les co-infections bactériennes. Cette répartition géographique en 

Europe souligne la nécessité d’une politique de gestion globale de ce pathogène au sein des 

pays membres de la Communauté Européenne. 

 

Cette thèse commencée le 1er novembre 2015, s’est déroulée au sein de deux consortiums 

européens :  

1) le projet Aniwha killeuPRRSV dirigé par Hans Nauwynck (Belgique) et orienté sur la 

compréhension des facteurs de virulence entre les souches européennes. Au sein de ce projet, 

nos objectifs sont de tester si le degré de virulence des souches européennes peut être relié à la 

permissivité à l’infection des cellules dendritiques. Il s’agit aussi d’identifier de nouvelles cibles 

cellulaires du virus dans le poumon et le ganglion de porc.  

2) le projet Horizon 2020 Strengthening Animal Production and Health through the 

Immune Response (SAPHIR) qui vise à développer de nouvelles stratégies vaccinales pour les 

animaux d’élevage, afin de diminuer l’utilisation d’antibiotiques et qui est coordonné par 

Isabelle Schwartz-Cornil (France). Au sein de ce projet, notre objectif était d’étudier le rôle 

protecteur de la réponse cellulaire face à l’infection.  

 

Les objectifs à long terme de ces travaux de recherche sont d’augmenter les 

connaissances fondamentales sur la réponse immunitaire du porc face au SDRPv, afin de 
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favoriser la création de vaccins innovants et efficaces. L’ensemble de ce manuscrit se focalise 

sur les souches européennes.  

 En premier lieu, une introduction bibliographique présente les connaissances de l’état 

de l’art nécessaires à la compréhension de nos travaux de recherche. En second lieu, les travaux 

réalisés seront présentés sous forme de publications. Chaque publication sera précédée d’un 

résumé en français et suivie d’une discussion complémentaire. Une discussion générale clôture 

ce manuscrit et contient des axes de réflexion sur les perspectives ouvertes par ce travail.   
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Introduction  
 

Chapitre 1 - Un virus à la répartition mondiale  
 

A. Un pathogène avec un fort impact sur l’industrie porcine 

1. La découverte du virus 

A la fin des années 1980, une épidémie caractérisée par des problèmes respiratoires et 

de reproduction se déclenche aux Etats-Unis d’Amérique dans des élevages porcins (Keffaber, 

1989).  L’origine de cette épidémie étant inconnue, l’expression « Mystery swine disease » est 

alors employée (Collins, 1991). Quelques années plus tard, des symptômes similaires 

apparaissent dans des élevages européens (Terpstra et al., 1991). L’Allemagne et les Pays-Bas 

sont les premiers touchés, avant une propagation au reste de l’Europe de l’Ouest (Wensvoort et 

al., 1991). En 1991, des recherches de grande ampleur permettent de révéler l’origine virale de 

ces symptômes. En Europe, le premier isolat fut nommé Lelystad Virus (LV) en référence à la 

ville néerlandaise où il avait été isolé (Wensvoort et al., 1991). Le premier isolat américain fut 

nommé VR-2332 (Collins et al., 1992; Benfield et al., 1992). La comparaison du génome des 

isolats des 2 continents révéla une origine commune malgré un haut degré de divergence (63% 

d’identité nucléotidique) (Allende et al., 1999). En anglais, le terme Porcine Reproductive and 

Respiratory Syndrome Virus (PRRSV) fut adopté en 1992 lors du premier congrès international 

dédié à ce pathogène. En français, le terme de virus du Syndrome Dysgénésique et Respiratoire 

Porcin (SDRPv) lui est consacré.  

 

2. Les symptômes et l’impact économique pour la filière  

Les symptômes induits par le SDRPv varient grandement en fonction de l’âge des porcs 

et de la virulence de la souche. Dans les élevages touchés par les souches les plus virulentes, 

on note des problèmes respiratoires chez les porcelets, une augmentation des infections 

secondaires et du taux de mortalité. Chez les truies, les problèmes gestationnels apparaissent au 

cours du troisième trimestre de gestation. Il s’agit d’avortements et de problèmes de 

mortinatalité (revue (Pileri & Mateu, 2016)). Les souches peu virulentes induisent des 

symptômes plus faibles mais agissent comme cofacteurs favorisant des infections microbiennes. 

En 2012, une étude de Nieuwenheuis et al. a estimé à 126 euros par truie le coût de ce pathogène 

en Europe (Nieuwenhuis et al., 2012). Une étude de filière globale a estimé à 1,5 milliard 

d’euros le coût annuel de ce pathogène pour la Communauté Européenne (https://www.h2020-
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saphir.eu/) classant ce pathogène comme le plus coûteux de l’industrie porcine.  

 

3. Une nouvelle classification  

Le SDRPv est un virus enveloppé à ARN simple brin positif appartenant à la famille 

des Arteriviridae (Conzelmann et al., 1993) et à l’ordre des Nidovirales (Cavanagh, 1997). 

Historiquement, la famille des Arteriviridae comprenait les virus de l’artérite virale équine, de 

la fièvre hémorragique du singe, le virus élévateur de la lactate déshydrogénase chez la souris 

et le SDRPv (Meulenberg et al., 1993). En 2016, une nouvelle classification est proposée sur la 

base des 11 nouveaux Arterivirus hautement divergents découverts chez divers primates non-

humains, des rongeurs et des marsupiaux (Kuhn et al., 2016). Cette classification a abouti à la 

séparation du SDRPv en 2 espèces distinctes jusqu’alors considérées comme une espèce 

scindée en 2 génotypes : le génotype 1, pour les souches apparentées aux isolats européens et 

le génotype 2 apparentés aux isolats américains. Cette séparation reflète le haut degré de 

divergence entre les souches dites européennes et américaines. Dans la nouvelle classification 

proposée en 2016, le SDRPv est regroupé avec un virus murin au sein du genre Rodartevirus, 

abréviation de Rodentia, Artiodactyla et Arterivirus (Kuhn et al., 2016). Dans l’ensemble de ce 

manuscrit, l’espèce d’origine du SDRPv sera noté type 1 pour les souches apparentées à l’isolat 

européen Lelystad et type 2 pour les souches apparentées à l’isolat américain VR-2332.  

Historiquement, la diversité génétique des souches de type 2 semblait plus importante 

que celle observée au sein du type 1 (Kapur et al., 1996; Meng et al., 1995; Suárez et al., 1996). 

Grâce aux travaux menés par Stadejek et al. sur les souches d’Europe de l’Est, cette idée fut 

réfutée. En effet, il s’est avéré que les isolats d’Europe de l’Est avaient un très fort taux de 

divergence et de diversité. Cette découverte a abouti à la subdivision des souches de type 1 en 

4 sous-types (Figure 1) (Stadejek et al., 2002; Stadejek et al., 2006). Le sous-type 1, noté type 

1.1, regroupe la majorité des souches européennes. Il contient notamment le virus Lelystad, 

premier isolat découvert en Europe. Le sous-type 2, noté type 1.2, est présent dans les pays de 

l’Est, comme la Russie ou la Lituanie. Le type 1.3 est aussi caractéristique de l’Europe de l’Est 

et contient des souches européennes hautement pathogènes telles que la souche Lena découverte 

en Biélorussie en 2007. Le type 1.4 est très rare et peu étudié (Stadejek et al., 2008; Stadejek et 

al., 2013). Il faut noter que la diversité au sein du type 2 étant plus faible, la subdivision en 

sous-types n’existe pas. Des classifications différentes de celle établie par Stadejek définissent 

des sous-ensembles : il s’agit de « clades » dans les sous-types de type 1 et de lignages pour le 
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type 2 (Shi et al., 2010).  

 

 

Figure 1. Classification des souches de SDRPv. 

Adaptée de Stadejek et al., 2013 

 

Historiquement, les souches virulentes appartenaient exclusivement au type 2. La 

découverte de souches virulentes au sein du type 1.3 a bouleversé ce dogme. Il s’agit des 

souches Lena et SU1-bel isolées en Biélorussie en 2007 et 2010 respectivement (Karniychuk et 

al., 2010; Morgan et al., 2013). Ces souches causent notamment de graves problèmes de 

reproduction chez les truies gestantes et peuvent engendrer jusqu'à 70% de mortalité chez les 

porcelets. L’ensemble de nos recherches se focalise sur les souches de type 1, prédominantes 

en Europe. Trois souches avec des degrés de virulence différents seront utilisées dans 

l’ensemble de nos expériences. Les caractéristiques de ces souches sont consignées dans le 

tableau 1. La souche Lena a été choisie pour son appartenance au type 1.3, et son haut degré de 
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virulence. La souche Lelystad qui possède une virulence faible à modérée a été choisie comme 

souche de référence du type 1.1. Par opposition, la souche émergente Flanders13 (FL13) 

appartenant aussi au type 1.1 a été sélectionnée en raison des symptômes cliniques plus 

importants qu’elle engendre (Frydas et al., 2015). 

Tableau 1. Souches de SDRPv utilisées dans ce manuscrit. 

 

 

4. L’épidémiologie du SDRPv 

Malgré une répartition préférentielle des 2 espèces de SDRPv selon leur continent 

d’origine, les espèces cohabitent sur la plupart des continents. En effet, dès 1999 des souches 

de type 1 sont retrouvées aux États-Unis (Fang et al., 2004; Ropp et al., 2004), au Canada 

(Dewey et al., 2000), en Chine (Jiang et al., 2000), en Corée du Sud (Lee et al., 2010) et en 

Thaïlande (Thanawongnuwech et al., 2004). Au Danemark, des souches de type 2 ont été 

introduites à partir de 1995 via l’utilisation d’un vaccin atténué. En effet, les nouvelles souches 

découvertes partageaient plus de 98% d’homologie avec le vaccin (Bøtner et al., 1997; Madsen 

et al., 1998). Plusieurs vaccins contre le SDRPv sont commercialisés mais ont une faible 

efficacité face à des souches hétérologues. Certains pays restent indemnes de ce pathogène 

grâce à des politiques d’importation et des règles sanitaires très strictes. C’est le cas de 

l’Australie, la Suède, la Norvège et de la Finlande (Figure 2).  

La recherche sur le SDPRv a connu un tournant en 2006 en Chine. Une épidémie 

 
Sous-type  Symptômes Découverte Lieu de 

découverte 

Virulence Sources 

Flanders13 

(FL13) 

1.1 Anorexie, fièvre 

et problèmes 

respiratoires 

2013 Belgique Moyenne Frydas et 

al., 2015 

Lelystad 

(LV) 

1.1 Problèmes 

respiratoires et 

de reproduction 

1991 Pays-Bas Faible Weensvoort 

et al., 1991 

Lena 

 

1.3 Haut degré de 

mortalité 

(jusqu’à 70% 

chez les 

porcelets), 

problèmes de 

reproduction 

(avortement et 

mortinatalité) et 

respiratoires 

2007 Biélorussie Forte Karniychuk 

et al., 2010 
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affectant 2 millions de porcs et causant la mort de 400 000 animaux s’est déclarée dans ce pays 

(Tian et al., 2007). Cette souche de type 2 fut dénommée SDRPv hautement pathogène (HP-

SDRPv). Des études sur son origine ont montré qu’elle avait évolué à partir de souches peu 

pathogènes déjà présentes en Chine (An et al., 2011). Cette épidémie chinoise illustre 

parfaitement l’une des problématiques clé dans la gestion du SDRPv qui est l’apparition 

soudaine de nouvelles souches virulentes.  

 

Figure 2. Répartition du SDRPv dans le monde. 

Selon l’organisation mondiale de la santé animale (OIE).  

 

5. L’apparition de nouvelles souches de SDRPv 

Depuis la découverte du SDRPv, de nombreuses souches hautement pathogènes sont 

apparues. L’émergence de ces souches est favorisée par les mécanismes de réplication virale. 

Le taux de mutations aléatoires introduites lors de la réplication virale est très élevé (Forsberg 

et al., 2001) aboutissant à un taux d’évolution anormalement haut (Hanada et al., 2005). La 

diversité du SDRPv s’explique en partie par le taux d’erreur de l’ARN polymérase. Son taux 

de mutation est estimé à 1 nucléotide sur 10 000 (revue (Lauring & Andino, 2010)) aboutissant 

à la création de quasi-espèces, fréquemment décrites lors de la réplication du SDRPv (Rowland 

et al., 1999; Schommer & Kleiboeker, 2006; Zhao et al, 2012). De surcroit, chez les Arterivirus, 

cette enzyme nommée RNA-dependent RNA polymérase (RdRp), ne possède pas de 
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mécanismes de relecture de l’extrémité 3’ de l’ARN synthétisé, ceci favorisant l’introduction 

de nouvelles mutations dans le génome (Lauber et al., 2013). Le mécanisme de recombinaison 

participe aussi à l’apparition de nouvelles souches. La recombinaison joue un rôle essentiel 

dans la réplication du SDRPv car elle est nécessaire à la formation des ARN subgénomiques 

(décrits plus loin dans ce manuscrit). De plus, si une cellule est infectée par deux souches de 

SDRPv, une recombinaison peut exister entre celles-ci (Conzelmann et al., 1993) (revue 

(Pasternak et al., 2006)).  

 

6. Les modes de transmission 

La transmission du virus peut se faire par contact direct entre individus ou par le biais 

d’un objet contaminé (Bierk et al., 2001). L’âge des individus est le facteur clé dans la 

transmission, les porcelets étant beaucoup plus sensibles à cette infection (van der Linden et al., 

2003). Le virus peut se transmettre via les voies aériennes, les voies génitales, l’ingestion et les 

contacts notamment via des plaies ou des morsures (Hermann et al., 2005; Yoon et al., 1999). 

Lorsque le porc est infecté, le virus est présent dans de nombreux liquides excrétés tels que les 

sécrétions nasales, la salive, l’urine, les fèces, le colostrum, le lait et la semence (Wills et al., 

1997; Swenson et al., 1994; Wagstrom et al., 2001). Une transmission verticale existe chez les 

truies gestantes majoritairement durant le dernier trimestre de gestation (Christianson et al., 

1993). Il semblerait que les souches virulentes soient plus facilement transmissibles. Frydas et 

al., ont montré qu’au sein du type 1, la souche Lena se répliquait plus fortement dans les 

muqueuses nasales que la souche Lelystad (Frydas et al., 2015) favorisant la formation 

d’aérosols.  

7. Les phases d’infection  

L’infection par le SDRPv est qualifiée d’infection persistante (revue (Lunney et al., 

2016)). 

L’infection présente 3 phases :  

- La phase aigüe : Durant cette phase, le poumon est le site primaire d’infection. Le 

SDRPv se réplique dans le tractus respiratoire supérieur et le poumon. La réplication 

aboutit à la mise en place d’une virémie après 6 à 12 heures d’infection. Les virions sont 

libres dans le sang et cette virémie peut durer plusieurs semaines.  

- La phase de persistance : La réplication persiste dans les organes lymphoïdes tels que 

les amygdales et les ganglions lymphatiques. Le titre viral diminue progressivement 
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dans le sang et le poumon. Les signes cliniques sont très atténués voire inexistants 

(revue (Pileri & Mateu, 2016)).   

- La phase d’extinction correspond à un arrêt total de la réplication dans les organes 

lymphoïdes. Cette phase varie de 3 semaines à 3 mois post-infection. Néanmoins, 

certains individus ont montré une infection supérieure à 8 mois (Wills et al., 2003). 

 

Il faut noter que bien que l’infection SDRPv ne perdure pas toute la vie de l’animal, elle 

peut persister durant plusieurs mois. Nous nous permettrons donc de qualifier cette infection de 

persistante puisque le terme est couramment utilisé dans les travaux sur le SDRPv (Lunney et 

al., 2016).  

Les animaux sont donc capables d’éliminer le virus plus ou moins rapidement selon les 

individus et la souche virale. Néanmoins, les mécanismes de développement d’une immunité 

stérilisante n’ont pas été totalement découverts. Le rôle notamment des anticorps neutralisants 

n’est pas encore élucidé. Certaines études montrent que la virémie persiste même en présence 

d’anticorps neutralisants alors que parfois elle disparait avant l’apparition de ces anticorps 

(revue (Butler et al., 2014)). La réponse immunitaire du porc face au virus SDRPv sera 

développée dans le chapitre 3 de ce manuscrit.  
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B. Un virus à ARN en constante mutation  

1. La description des virions et du génome viral  

En 2012, une étude en cryotomographie électronique a dévoilé la structure des virions 

du SDRPv. Les virions ont une forme pléomorphique, variant de l’ovale à la sphère. La taille 

des virions est de 50 à 60 nm (Figure 3). Au centre des virions se trouve une nucléocapside de 

40 nm séparée de la membrane lipidique qui l’entoure par un espace de 2 à 3 nm (Spilman et 

al., 2009).  

 

 

Figure 3. Observation des virions de SDRPv par cryo-microscopie électronique. 

Selon Dokland et al., 2010. 

 

La nucléocapside est formée d’homodimères de la protéine virale N entourant le génome 

viral (Doan & Dokland, 2003). Des protéines structurales sont enchâssées dans la membrane 

lipidique. Les deux protéines GP5 et M sont les plus représentées et forment un hétérodimère 

via un pont di-sulfure (Verheije et al., 2002). La formation de cet hétérodimère est nécessaire 

pour assurer le potentiel infectieux des virions (Snijder et al., 2003). Les protéines GP2, GP3 et 

GP4 forment un complexe multimérique (Wissink et al., 2005). Das et al. ont montré 

l’importance de la glycosylation de ces protéines pour l’interaction avec les cellules (Figure 4) 

(Das et al., 2011). De plus, la protéine E semblerait faire partie de ce complexe (Wu et al., 2001; 
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Das et al., 2011). La protéine ORF5 découverte en 2011 est considérée comme la huitième 

protéine structurale (Firth et al., 2011; Johnson et al., 2011).  

 

 

 

Figure 4. Protéines structurales membranaires du SDRPv.  

Selon Dokland et al., 2010. 

 

Le génome du SDRPv est constitué d’un brin d’ARN à polarité positive. Sa longueur 

varie entre 14,9 et 15,5 kilobases. Ce génome code pour des protéines structurales et non 

structurales grâce à deux mécanismes de transcription distincts. La synthèse des protéines non-

structurales se fait par traduction directe du génome, alors que la synthèse des protéines 

structurales passe par une étape de synthèse d’ARN subgénomiques négatifs.  

 

2. La synthèse des protéines virales  

La synthèse des protéines non-structurales se fait via une traduction directe des cadres 

ouverts de lecture (Open Reading Frame ; ORF) : ORF1a et ORF1b. Ces derniers codent pour 

les polyprotéines pp1a et pp1ab respectivement (Figure 5). Les deux ORFs partagent le même 

site d’initiation de la traduction. La synthèse de pp1ab s’explique par la présence d’une 

séquence favorisant le décalage du cadre de lecture ribosomal sur la partie commune des deux 

ORFs (Meulenberg et al., 1993). Ce mécanisme de décalage se retrouve fréquemment dans les 

séquences virales et augmente le nombre de protéines pouvant être codées dans un génome de 

petite taille. La présence d’un autre site de décalage du cadre de lecture aboutit à la production 

de deux autres polyprotéines minoritaires nommées pp1a-nsp2TF (20% des cas, décalage de 2 

nucléotides) et pp1a-nsp2N (7% des cas, décalage d’un nucléotide) (Meulenberg et al., 1993; 

Li et al., 2014). Il faut noter que pp1a-nsp2TF est obtenue grâce à un décalage du cadre de 

lecture de 2 nucléotides jusqu’alors inconnu pour les ribosomes des mammifères (Fang et al., 

2012). Les 4 polyprotéines subissent des modifications co- et post-traductionnelles aboutissant 

à 16 protéines non structurales distinctes (revue (Ulferts & Ziebuhr, 2011; Kappes & Faaberg, 
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2015)). Parmi les protéines non structurales se trouvent les protéines nécessaires à la réplication. 

La machinerie réplicative est contenue dans la polyprotéine pp1ab. Cette machinerie forme le 

complexe de réplication et de transcription (Replication/Transcription Complex ; RTC) qui 

contient la RNA-dependent RNA polymérase (RdRp aussi appelée NSP9), une ARN hélicase et 

la nidovirus uridylate-specific endoribonuclease (NendoU) (van Dinten et al., 1996).  

 

 

Figure 5. Synthèse des protéines virales. 

Adaptée du site internet « viralzone ». 

(https://viralzone.expasy.org/28) 

 

La synthèse des protéines structurales nécessite une étape intermédiaire de synthèse 

d’ARN subgénomiques négatifs (Figure 5). Ces ARN sont synthétisés à partir du brin d’ARN 

génomique positif et servent ensuite de matrice pour la synthèse des brins d’ARN 

subgénomiques positifs. Ces derniers seront traduits par les ribosomes cellulaires en protéines 

structurales (revue (Kappes & Faaberg, 2015; Pasternak et al., 2006; Snijder et al., 2013). 
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Les ARN subgénomiques issus des ORF2 à 7 codent de une à 8 protéines structurales 

(Meulenberg et al., 1995). Le RTC réplique l’ARN dans le sens 3’- 5’. Le mécanisme à l’origine 

de l’arrêt de la réplication est une séquence Transcription-Regulating Sequence (TRS) présente 

à l’extrémité 5’ de chacun des ORFs. Cette séquence peut former une interaction avec une 

séquence située à l’extrémité 3’ du 5’ UTR et arrêter la réplication, expliquant les tailles 

différentes d’ARN subgénomiques synthétisés à partir d’un même brin d’ARN positif 

(Meulenberg et al., 1993). Lorsque le RTC rencontre un TRS, deux possibilités existent : arrêter 

ou continuer la synthèse. Si la synthèse s’arrête cela aboutira à l’un des ARN subgénomiques. 

Dans le cas où la synthèse est complète, un brin complet négatif est synthétisé et servira de 

matrice pour la synthèse d’ARN génomique. Ce mode de synthèse commun aux membres de la 

famille des Nidovirales constitue en lui-même un mécanisme de recombinaison. Ce mécanisme 

est suggéré comme l’un des plus compliqués dans la réplication des virus à ARN positifs (revue 

(Gorbalenya et al., 2006)).  

 

3. Une réplication dans les macrophages  

Les cibles cellulaires principales du SDRPv sont les macrophages alvéolaires du 

poumon, du placenta et des tissus lymphoïdes. Par opposition, les cellules de la moelle osseuse 

et les monocytes du sang ont montré une résistance à l’infection (Duan et al., 1997a). En plus 

de l’état de différenciation, le niveau d’activation des macrophages joue un rôle clé dans leur 

susceptibilité (Duan et al., 1997b).  

L’entrée du virus dans les macrophages se fait via deux récepteurs cellulaires 

primordiaux lors de l’infection. Les récepteurs CD163 et CD169 (aussi nommé sialoadhésine 

ou Siglec-1) participent à l’entrée et à la libération du virus dans le cytoplasme des 

macrophages. Dans les macrophages, l’entrée du virus est suivie d’une réplication virale 

(Figure 6) (revue (Van Breedam et al., 2010)).  
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Figure 6. Cycle de réplication du SDRPv. 

Traduit de Lunney et al., 2016. 

 

 

4. Mécanismes d’entrée dans les macrophages 

La concentration des virions à la membrane cellulaire se fait par fixation aux héparanes 

sulfates glycoaminoglycanes cellulaires (Delputte et al., 2005). L’internalisation se produit via 

des mécanismes d’endocytose après interaction entre l’hétérodimère M/GP5 et le récepteur 

cellulaire CD169 (Van Breedam et al., 2010). Une fois dans les endosomes précoces, 

l’interaction de la particule virale avec le récepteur CD163 se fait via les protéines virales 

GP2/GP4 (Das et al., 2010). Cette interaction participe au désassemblage et à la libération du 

génome viral dans le cytosol (Figure 7) (Van Gorp et al., 2009). Le récepteur CD163 joue un 

rôle essentiel dans la permissivité des cellules à l’infection. Ainsi, l’expression de CD163 dans 

des lignées cellulaires non-permissives les rend susceptibles à l’infection (Calvert et al., 2007). 

Des infections in vivo ont montré que les porcs CD163 KO ne présentent aucune virémie suite 

à une exposition avec les virus de type 1 et de type 2, soulignant le caractère indispensable de 

ce récepteur lors d’une infection (Wells et al., 2017). Par opposition, un tel résultat n’est pas 
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observé chez les porcs CD169 KO (Prather et al., 2013). De plus, il a été montré ex vivo que la 

souche Lena est capable d’infecter des cellules CD163+CD169- du tractus respiratoire suggérant 

l’existence de récepteurs pouvant se substituer au récepteur CD169 dans les mécanismes 

d’entrée du virus (Frydas et al., 2013). 

 

Figure 7. Entrée et libération du génome viral dans le cytoplasme des macrophages.  

Adaptée de Van Breedam et al., 2010. 

 

Très récemment, de nouveaux récepteurs impliqués dans l’entrée du virus ont été 

découverts. En 2017, Siglec-10 a été identifié comme un nouveau récepteur impliqué dans 

l’entrée des souches de type 2. Ce récepteur peut se substituer à CD169 et non au récepteur 

CD163 (Xie et al., 2017). Dans la lignée cellulaire de référence MARC-145, le récepteur CD151 

et la vimentine participent à l’infection (Shanmukhappa et al., 2007; Kim et al., 2006). La 

protéine virale E forme des canaux ioniques sur la membrane virale. Des fonctions dans la 

décapsidation et la libération du génome viral lui sont attribuées (Lee & Yoo, 2006). Certaines 

équipes proposent que les glycoprotéines des Arterivirus soient les éléments clés dans la 

Réplication dans les macrophages
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définition du tropisme cellulaire (Tian et al., 2012). Récemment, de nouveaux modes de 

transmission de cellule-à-cellule ont été identifiés in vitro. Ainsi, le virus serait capable de 

transmettre de l’ARN viral, des réplicases et des protéines structurales via des nanotubules 

intercellulaires (Guo et al., 2016). Une transmission intercellulaire via des exosomes (petites 

vésicules extracellulaires) a aussi été décrite en 2017 (Wang et al., 2017). 

 

5. Le tropisme cellulaire du virus  

La permissivité d’autres sous-types cellulaires distincts des macrophages a été étudiée. 

Les cellules de la moelle osseuse et les monocytes sont réfractaires à l’infection. Néanmoins, 

après culture in vitro, il a été montré que les monocytes peuvent être infectés à un faible niveau 

par le SDRPv (Duan et al., 1997a). Plusieurs études suggèrent que les DC porcines peuvent être 

infectées par le SDRPv. Néanmoins, de nombreux facteurs comme leur origine, leur état 

d’activation et les conditions de culture semblent impacter leur susceptibilité, aboutissant à des 

résultats contradictoires (Delputte et al., 2007). De plus, une différence semble exister entre les 

types 1 et 2 dans la susceptibilité des DC à l’infection.  

Chez le porc, la plupart des études menées utilisent des DC différenciées in vitro. Ainsi, 

les protocoles d’obtention in vitro de DC à partir de précurseurs hématopoïétiques ou de 

monocytes du sang consistent à traiter ces cellules avec du FLT3 (Guzylack-Piriou et al., 2010) 

ou du GM-CSF/TNF- (Carrasco et al., 2001) afin d’obtenir des bone marrow-derived 

dendritic cells (bmDC) ; ou du GM-CSF/IL-4 (Flores-Mendoza et al., 2008) afin d’obtenir des 

monocyte-derived dendritic cell (moDC) respectivement. Des infections de moDC et de bmDC 

obtenues in vitro sont fréquemment décrites avec le type 2 (Wang et al., 2007; Chang et al., 

2008; Flores-Mendoza et al., 2008), alors qu’un tel résultat est moins clair avec le type 1 et 

semble dépendre de la souche utilisée (Silva-Campa et al., 2010). 

Ces techniques in vitro donnent accès à un plus grand nombre de cellules que la collecte 

de DC primaires. Néanmoins, privées d’une différenciation in situ, ces cellules n’ont pas 

toujours le même comportement que les DC primaires. Après leur découverte, les DC ont 

majoritairement été étudiées in vitro grâce aux bmDC ou aux moDC obtenues après stimulation. 

Alors que l’existence des moDC in vivo a été démontrée (Cheong et al., 2010), les bmDC restent 

un modèle sans véritable équivalent in vivo. De plus, il a été montré chez la souris que les bmDC 

obtenues in vitro correspondaient à un mélange de cDC et de macrophages (Helft et al., 2015). 

Chez le porc, les moDC obtenues avec du GM-CSF/IL-4 sont souvent mal caractérisées dans 
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les publications et correspondent potentiellement à un mélange de cDC et de macrophages. 

Récemment, Singleton et al. ont produits et bien caractérisés in vitro des moDC et des 

macrophages dérivés de monocytes (moMacro) (Singleton et al., 2016). Les monocytes ont été 

cultivés avec du M-CSF ou du GM-CSF et de l’IL-4 afin d’obtenir des moMacro et moDC 

respectivement. Des expériences d’infection avec la souche Lena révèlent que les moMacro 

sont infectés par le virus alors que les moDC sont infectées à un très faible niveau (Singleton et 

al., 2016).  

Pour conclure, des infections in vitro de moDC et de bmDC sont fréquemment 

observées avec les souches de type 2 alors qu’un tel résultat est plus rare pour les souches 

européennes. De plus, une variabilité existe au sein des souches de type 1 (Silva-Campa et al., 

2010). Il semble donc que des expériences supplémentaires soit nécessaires afin d’élucider si 

les DC sont infectées par les souches européennes in vivo. Seules deux études ont tenté d’étudier 

l’infection de DC primaires isolées directement de poumons porcins. Malheureusement, ces 

dernières utilisent le marqueur CD11c comme marqueur spécifique des DC (Loving et al., 2007; 

Pröll et al., 2017) or une étude de mon groupe a montré que les macrophages porcins sont 

CD11c positifs (Deloizy et al., 2016) rendant ces résultats non interprétables.  

 

 

Dans ce chapitre, il a été décrit que le SDRPv est un virus à ARN simple brin qui subit 

de forts taux de mutations aboutissant à l’apparition fréquente de nouvelles souches. En Europe 

de l’Est, des souches virulentes telles que la souche Lena sont apparues depuis une dizaine 

d’année. Malgré la variabilité des souches, l’ensemble de celles-ci infectent les macrophages 

via des interactions avec des récepteurs cellulaires. Quant à l’infection des DC, il n’y a pas de 

consensus dans le cas des infections de type 1. Il est évident que la capacité du SDRPv à infecter 

les cellules immunitaires telles que les macrophages et potentiellement les DC peut jouer un 

rôle primordial dans la mise en place de la réponse immunitaire face au virus. Dans nos travaux, 

nous avons décidé d’étudier les cellules immunitaires primaires du poumon et du ganglion de 

porc et plus particulièrement les macrophages, les cellules dendritiques et les lymphocytes pour 

tenter de faire avancer les connaissances sur la réponse immunitaire du porc face à l’infection 

SDRPv. Dans le chapitre suivant, nous développerons les connaissances existantes sur l’origine 

et les fonctions des cellules immunitaires impliquées dans la réponse face au SDRPv. Nous 

commencerons par décrire les connaissances sur les macrophages et les cellules dendritiques 
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puis nous décrirons les lymphocytes T et B.  
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Chapitre 2 – Les cellules immunitaires impliquées dans la réponse face au 

SDRPv 
 

A. Les macrophages  

1. La découverte des macrophages  

Au 19ième siècle, Ilya Metchnikoff découvre les macrophages en utilisant une approche 

évolutive et ontogénique. Dans les années 60, van Furth et al. propose que tous les macrophages 

tissulaires dérivent des monocytes de la circulation sanguine (van Furth & Cohn, 1968). Ce 

dogme fera foi plus de 40 ans, jusqu'à la découverte d’une origine embryonnaire de la microglie 

formée par les macrophages du système nerveux central (Ginhoux et al., 2010). Ainsi, grâce à 

de nouvelles approches, il a été découvert que la plupart des lignées de macrophages résidents 

dans les tissus se mettent en place pendant le développement embryonnaire et persistent après 

la naissance de manière indépendante de la circulation sanguine (Ginhoux et al., 2010; Schulz 

et al., 2012; Yona et al., 2013; Hashimoto et al., 2013; Guilliams et al., 2013). Après la 

naissance, il existe donc des macrophages provenant de 2 origines : une origine embryonnaire 

et une origine hématopoïétique par différenciation des monocytes (Figure 8).  

 

2. L’ontogénie des macrophages  

Les macrophages d’origine embryonnaire se mettent en place lors du développement.  

Des précurseurs du sac vitellin ou du foie fœtal colonisent les tissus périphériques via la 

circulation sanguine. Dans le tissu, ces précurseurs se différencient en macrophages tissulaires 

et pourront s’auto-renouveler de manière indépendante de la circulation sanguine. Les 

macrophages embryonnaires ont des fonctions et des caractéristiques dépendantes de la niche 

tissulaire dans laquelle ils se trouvent (Schulz et al., 2012; Merad et al., 2002; Ginhoux et al., 

2010; Hashimoto et al., 2013). Bien que tous les macrophages dérivent de précurseurs communs, 

l’environnement joue un rôle primordial dans la mise en place de leurs fonctions spécifiques au 

sein de chaque tissu (Gautier et al., 2012).  

Les macrophages d’origine hématopoïétique se différencient à partir d’un précurseur 

monocytaire et sont appelés monocyte-derived macrophages (ou moMacro) (Fogg et al., 2006). 

Ainsi, les monocytes peuvent être attirés en grand nombre dans les tissus périphériques et se 

différencier selon leur environnement pro- ou anti-inflammatoire en moDC ou en moMacro 

(Bain et al., 2013). Dans ces conditions, les macrophages d’origines embryonnaire et 
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hématopoïétique coexistent dans le tissu. Dans certains organes comme le cœur, la peau ou 

l’intestin, les monocytes se différencient en moMacro de manière continuelle en absence 

d’inflammation (Bain et al., 2014; Molawi et al., 2014). Chez la souris, deux types de 

monocytes ont été décrits. Les monocytes classiques Ly6chi rejoignent l’espace extravasculaire 

sous l’effet de CCL2, prennent en charge des antigènes et les transportent aux ganglions 

drainants en restant indifférenciés. En cas d’inflammation, ces monocytes se différencient en 

moMacro (Dal-Secco et al., 2015). Les monocytes non classiques Ly6clow patrouillent la paroi 

des vaisseaux sanguins, prennent en charge les cellules endothéliales endommagées et 

maintiennent l’intégrité du système vasculaire (Carlin et al., 2013). Cette subdivision des 

monocytes a aussi été observée chez l’Homme (Ingersoll et al., 2010). Une troisième population 

de monocytes dont la fonction n’est pas encore clairement définie a été identifiée chez la souris 

et l’Homme (Schmidl et al., 2014) (revue (Epelman et al., 2014; Ginhoux & Guilliams, 2016; 

Perdiguero & Geissmann, 2016)). Il faut noter qu’une subdivision supplémentaire existe dans 

les moMacro. Cette division se base sur les fonctionnalités des macrophages et définit des 

macrophages de type 1 (M1) et de type 2 (M2) induits par l’IFN et l’IL-4 respectivement 

(Martinez et al., 2013). Cette classification est très utilisée chez l’Homme et la souris mais une 

étude récente a montré qu’elle était discutable. En effet, le traitement in vitro de monocytes 

avec différents stimuli aboutit à des monocytes avec des caractéristiques à la fois M1 et M2 

(Murray et al., 2014). Récemment, le concept d’un continuum entre les différents états 

d’activation des macrophages a été proposé (revue (Guilliams et al., 2015)) ainsi qu’une 

nouvelle classification basée sur 2 niveaux : l’origine cellulaire (embryonnaire ou 

hématopoïétique) et la fonction qui est associée à la localisation (Guilliams et al., 2013).  
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Figure 8. Origine et différenciation des cellules dendritiques (DC) et des macrophages. 

Traduit de Guilliams & van der Laar, 2015. 

 

3. Des rôles variés selon le tissu et le stade de développement 

Les macrophages peuvent avoir des rôles très variés selon le tissu et le stade de 

développement de l’individu. Lors de l’organogenèse, ils jouent un rôle primordial dans le 

remodelage des tissus, l’élimination des cellules sénescentes et l’angiogenèse (revue (Stefater 

et al., 2011)). Ainsi, chez le poisson zèbre, ils participent à la régulation de la pigmentation de 

la peau (Eom & Parichy, 2017). Chez la souris, ils participent au développement de la cornée 

(Liu et al., 2017), à la morphogenèse du rein (Rae et al., 2007), à la différenciation des 

spermatogonies (DeFalco et al., 2014), à la survie des neurones lors du développement du 

cerveau (Michaelson et al., 1996). Les fonctions principales des macrophages sont la 

phagocytose, la production de cytokines et dans une moindre mesure la présentation d’antigènes. 

Ils participent aussi à la réparation et à la régénération tissulaire (revue (Epelman et al., 2014; 

Nayak et al., 2014)).  

 

 Dans les paragraphes suivants, nous nous focaliserons sur les macrophages porcins du 

système respiratoire qui seront étudiés dans cette thèse. Il s’agit des macrophages alvéolaires 

(AM), des macrophages des ganglions trachéo-bronchiques et des macrophages alvéolaires-like 

(AM-like) du poumon décrits récemment par mon équipe.  
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4. Les macrophages pulmonaires et ganglionnaires 

Les macrophages alvéolaires  

 Chez la souris, il a été montré que les monocytes d’origine embryonnaire colonisent le 

poumon juste après la naissance et se différencient en macrophages alvéolaires (AM) 

(Guilliams et al., 2013; Yona et al., 2013). Cette différenciation est dépendante du GM-CSF et 

induit l’expression de PPAR- (Malur et al., 2011) qui contribue à la mise en place du profil 

d’expression des AM (Gautier et al., 2012). D’origine embryonnaire, les AM se renouvellent 

de manière indépendante des monocytes du sang. Néanmoins, en cas de déplétion importante 

des macrophages, une repopulation par les monocytes du sang peut avoir lieu (Hashimoto et 

al., 2013). Dans le poumon, les AM phagocytent les protéines du surfactant et l’absence d’AM 

provoque des protéinoses alvéolaires (Dranoff et al., 1994).  

 Chez le porc, les AM peuvent être identifiés par leur expression du CMH-II, de CD163, 

CD16 et Sirp (McCullough et al., 1997; Ezquerra et al., 2009; Maisonnasse et al., 2016). La 

réponse des AM porcins à des stimuli est très proche de celle observée avec les AM humains 

(Fairbairn et al., 2011) (revue (Mair et al., 2014)). Ainsi, à l’instar des AM humains, une 

stimulation des AM porcins par du LPS mène à la production d’indoléamine 2,3-dioxygénase 

(IDO) et des cytokines pro-inflammatoires TNFα, IL-1, IL-6, IL-8, et IL-12. De plus, il a été 

montré que les AM porcins sont capables de stimuler la production d’IFNγ dans les 

lymphocytes T et NK (Fairbairn et al., 2011).  

 

Les AM-like découverts chez le porc 

 Chez le porc, mon équipe a décrit une population de macrophages pulmonaires 

possédant les mêmes marqueurs que les AM c’est-à-dire CMH-II, CD163 et Sirp et 

n’exprimant pas l’équivalent porcin du marqueur CD11b nommé CD11R1 (Maisonnasse et al., 

2016). Les auteurs ont prouvé que ces macrophages ne sont pas des AM contaminants du lavage 

broncho-alvéolaire et qu’ils sont différents des Interstitial Macrophages (IM) qui se trouvent 

entre l’épithélium alvéolaire et l’endothélium vasculaire. Dans le poumon de porc, les IM sont 

CD163low et dériveraient des monocytes du sang. Par conséquent ces cellules ont été nommées 

moMacro lors de leur découverte (Maisonnasse et al., 2016). Les IM ont aussi été décrits dans 

le poumon de souris (Bedoret et al., 2009). Les AM-like ont un profil transcriptomique 

identique à celui des AM. Les AM-like expriment les gènes HDAC10 et PU1 ; expriment 
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fortement CD64 et MerTK mais n’expriment pas CCR2 et CX3CR1 (Maisonnasse et al., 2016). 

De plus, ce profil est proche de celui décrit pour les macrophages embryonnaires chez la souris 

(Schulz et al., 2012). Dans les travaux de Maisonnasse et al., les AM-like exprimaient MAFB 

de manière légèrement plus importante que les AM. Les AM-like pourraient correspondre à des 

cellules précédemment décrites et nommées Pulmonary Intravascular Macrophages (PIM). 

Les PIM sont attachés à la paroi interne des capillaires sanguins par des plaques d’adhésions 

intercellulaires (Thanawongnuwech et al., 2000) et leur taille varie de 20 à 80 m (Schneberger 

et al., 2012). Seule la microscopie électronique permet de distinguer les IM des PIM, ces 

derniers ayant très rarement été isolés et étudiés. Chez le porc et le mouton, les PIM sont 

dits constitutifs et colonisent le poumon après la naissance (Schneberger et al., 2012), alors que 

chez d’autres espèces, les PIM apparaissent uniquement après une stimulation bactérienne. 

Chez l’Homme, peu d’études existent sur ces macrophages (Dehring & Wismar, 1989). Au 

niveau fonctionnel, les PIM sont très efficaces dans la phagocyctose des érythrocytes, de la 

fibrine et des débris cellulaires du sang et seraient plus pro-inflammatoires que les AM (Chitko-

McKown et al., 1991).  

 

Les macrophages du ganglion 

 Chez la souris, les 3 types suivants de macrophages ganglionnaires ont été décrits : les 

macrophages du sinus sous-capsulaires (SCSM), les macrophages du sinus médullaires (MSM) 

et les macrophages des cordons médullaires (MCM). Les SCSM sont CD169+, CD11c- et 

participent au transport des antigènes libres ou opsonisés du sinus vers le follicule B. Les MSM 

sont CD169+ et sont localisés dans le sinus médullaire où la lymphe sort du ganglion. Les MCM 

sont CD169- et se trouvent dans les cordons médullaires où ils participent à la maturation des 

plasmocytes (revue (Gray & Cyster, 2012)). Les SCSM font partie des premières cellules du 

ganglion à être au contact des antigènes provenant de la circulation lymphatique. Des études in 

vivo chez la souris ont permis d’identifier leurs rôles. Les SCSM expriment les récepteurs CR3 

(aussi appelé CD11b/CD18) et FcRIIb qui permettent la fixation de complexes formés par des 

antigènes associés soit au complément soit à des IgG respectivement. Les SCSM peuvent aussi 

fixer les antigènes via des lectines comme CD169 ou MR. Il a été montré que les SCSM peuvent 

présenter et transférer l’antigène aux lymphocytes B naïfs (Carrasco & Batista, 2007; Junt et 

al., 2007). En situation inflammatoire, l’organisation des SCSM dans le ganglion est modifiée. 

Les SCSM migrent plus près du follicule et forment une couche de cellules plus fine (Gaya et 
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al., 2015). Dans le cas d’une infection grippale, une déplétion des SCSM par du chlodronate 

affecte de manière très marginale la production d’anticorps (Gonzalez et al., 2010) (revue 

(Heesters et al., 2016)). Chez la plupart des mammifères, la circulation lymphatique dans les 

ganglions est centripète (de l’extérieur vers l’intérieur). Ainsi, les vaisseaux lymphatiques 

afférents se déversent dans le sinus sous-capsulaire situé en périphérie du ganglion. Dans ce 

sinus se trouvent les SCSM qui participeront au transfert et à la présentation des antigènes. La 

sortie des lymphocytes matures se fait via le sinus médullaire et le vaisseau lymphatique 

efférent dont l’origine se trouve au centre du ganglion (revue (Phan et al., 2009)). En plus de 

ces 3 types de macrophages, une dernière population a été décrite durant nos recherches 

(Baratin et al., 2017). Ces macrophages présents dans la zone T (T cell zone macrophage ; TZM) 

phagocytent les corps apoptotiques. Chez la souris, les TZM peuvent être caractérisés par leur 

profil MerTK+/CX3CR1+/CD169-/CD163-.  

Chez le porc, l’organisation du ganglion est inversée. La lymphe provenant des tissus 

périphériques se déverse dans un hilum central et percole vers l’extérieur du ganglion jusqu'à 

atteindre la capsule périphérique et les vaisseaux efférents (McFarlin et al., 1973). Les follicules 

B sont situés vers le centre du ganglion. Cette organisation centrifuge est partagée avec des 

membres de la famille des Laurasiathériens, tels que le rhinocéros, le dauphin et l’hippopotame 

(Pastoret et al.,1998). Comme pour les autres mammifères, les lymphocytes naïfs entrent dans 

le ganglion de porc grâce aux vaisseaux sanguins nommés high endothelial venules (HEV). 

Après maturation et activation, les lymphocytes porcins sortent du ganglion directement dans 

la circulation sanguine et non par la lymphe efférente. Les vaisseaux lymphatiques efférents 

participent donc à l’évacuation de la lymphe qui contient peu de lymphocytes. Chez le porc, les 

fonctions des macrophages ganglionnaires ont été étudiées dans un article en 2014. 

Malheureusement, l’ensemble des macrophages CD169+ ont été étudiés sans distinguer les 

différents sous-types. Dans ces travaux, ces macrophages ont de bonnes capacités de 

phagocytose et de présentation d’antigènes (Alvarez et al., 2014). Concernant l’infection par le 

SDRPv peu de travaux décrivent de manière précise la localisation du virus dans le ganglion. 

Cependant, en 2015, une première étude sur les ganglions du tractus respiratoire a prouvé que 

lors d’une infection par un SDRPv de type 1, le virus était détecté dans l’espace folliculaire et 

inter-folliculaire (García-Nicolás et al., 2015).  
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B. Les cellules dendritiques  

1. La découverte des DC 

 Les DC ont été découvertes dans les organes lymphoïdes secondaires de souris (la rate, 

les ganglions et les plaques de Peyer). Ces cellules ont une morphologie qui rappelle les 

dendrites des neurones. Leur représentation est faible dans ces organes (0,1 à 1,6% des cellules 

nucléées) (Steinman & Cohn, 1973). A la fin des années 70, les capacités présentatrices 

d’antigènes des DC ont été découvertes grâce à des expériences de Mixed Leucocytes Reaction 

(MLR) où les DC de la rate de souris sont mises en culture in vitro avec des Lymphocytes T 

naïfs allogéniques. Ces expériences ont révélé la capacité des DC à induire une forte 

prolifération des lymphocytes T naïfs (Steinman & Witmer, 1978).   

 

2. Les rôles des DC 

Les DC sont des cellules immunitaires d’origine hématopoïétique présentes dans les 

organes lymphoïdes et les tissus périphériques. Leur fréquence est variable selon l’organe 

étudié et l’espèce. Lors d’une infection et selon les conditions d’inflammation, les DC présentes 

sur le site d’infection détectent le pathogène via des récepteurs spécifiques, maturent et peuvent 

migrer du tissu périphérique aux ganglions lymphatiques. Cette migration permet le transport 

et la présentation de l’antigène aux lymphocytes T naïfs du ganglion et l’induction de la réponse 

immunitaire adaptative. Les DC sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) capables 

d’effectuer une présentation croisée. Cette présentation leur permet de présenter des antigènes 

endocytés aux lymphocytes T CD8+. Les DC jouent aussi un rôle dans l’induction de la 

tolérance au soi en migrant à l’état basal (revue (Merad et al., 2013; Summerfield & 

McCullough, 2009; Stockwin et al., 2000)). Néanmoins, dans certains organes comme le 

thymus, il est possible que les DC participent à l’induction de la tolérance centrale en maturant 

localement sans phénomène de migration (revue (Domogalla et al., 2017)). 

Dans les ganglions, il existe des cellules nommées cellules dendritiques folliculaires 

(fDC). Ces cellules d’origine mésenchymateuse n’ont aucun lien ontogénique avec les autres 

DC car ce ne sont pas des cellules hématopoïétiques. Ces cellules situées dans le ganglion sont 

impliquées dans la sélection et la maturation des lymphocytes B de haute affinité. Leur rôle et 

leur morphologie ont abouti à l’utilisation erronée du terme cellules dendritiques pour désigner 

ces cellules (revue (Park & Choi, 2005)). 
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3. Nomenclature et sous-types 

Depuis leur découverte dans les années 70, les avancées scientifiques ont révélé 

l’exceptionnelle diversité des cellules dendritiques. Cette diversité s’explique par la variabilité 

entre espèces, entre tissus et selon les conditions inflammatoires. D’importants travaux sur le 

modèle murin ont permis d’identifier des signatures transcriptomiques pour favoriser la 

définition des sous-populations de DC (Dorner et al., 2009; Crozat et al., 2010; Contreras et al., 

2010; Vu Manh et al., 2014). Des comparaisons inter-espèces ont étendu ces résultats et 

favorisent les échanges de connaissances entre domaines médicaux et vétérinaires (Figure 9) 

(Robbins et al., 2008; Bachem et al., 2010; Vu Manh et al., 2015). Dans l’ensemble de nos 

travaux, nous utiliserons la nomenclature proposée par Guilliams et al. (revue (Guilliams & van 

de Laar, 2015)).  

Les DC peuvent être classifiées en 4 catégories : les DC conventionnelles ou classiques 

(cDC), les DC plasmacytoïdes (pDC) et les DC dérivées de monocytes (moDC) (Figure 8). Les 

cDC et pDC dérivent d’un précurseur nommé Common DC Progenitor (CDP) (Naik et al., 2007;  

Onai et al., 2013). Le développement des cDC dépend du facteur de croissance FLT3-L 

(Pulendran et al., 2000). Les cDC sont caractérisées par l’expression du facteur de transcription 

Zbtb46 contrairement aux pDC. Le développement des pDC dépend de FLT3-L et du facteur 

de transcription E2-2 (revue (Satpathy et al., 2012; Durand & Segura, 2015). Les moDC dérives 

des monocytes eux-même différenciés à partir du common monocyte progenitor (cMoP) 

(Hettinger et al., 2013). 

  

Dans la nomenclature que nous allons utiliser, les DC conventionnelles (cDC) se 

distinguent en deux sous-populations nommées cDC de type 1 (cDC1) ou de type 2 (cDC2). 

Les cDC1 sont efficaces pour l’activation des lymphocytes T CD4+ vers la voie T helper de 

type 1 (Th1) et des lymphocytes T CD8+ via la présentation croisée. Les cDC1 produisent de 

l’IL-12 et jouent un rôle dans les réponses antivirales et anti-tumorales. Les cDC2 activent 

préférentiellement les lymphocytes T CD4+ vers les voies Th2 ou Th17. Les cDC2 jouent un 

rôle dans les réponses contre les bactéries extracellulaires ainsi que dans les réponses 

allergiques et antiparasitaires. Ces cellules peuvent produire de l’IL-23. Parmi chaque 

population, il est possible d’identifier des cDC résidentes situées dans les organes lymphoïdes 

secondaires et des cDC migratoires qui migrent des tissus vers les ganglions. Les moDC se 

différencient majoritairement en conditions inflammatoires. Néanmoins, il a été montré que ces 
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cellules peuvent être présentes à l’état basal dans certains organes comme le poumon, la peau 

et l’intestin. Les moDC peuvent présenter les antigènes et migrer vers les ganglions même si 

leur capacité de migration semble plus faible que celles des cDC. Les moDC peuvent aussi 

présenter des antigènes et stimuler les lymphocytes T dans les tissus périphériques notamment 

en cas de réinfection. Les cellules dendritiques plasmacytoïdes sont spécialisées dans la 

production d’IFN de type 1 et la réponse antivirale (revue (Merad et al., 2013; Dalod et al., 

2014)).  

Il faut noter que depuis la création de la nomenclature de 2014 (revue (Guilliams et al., 

2014)) l’avancée des connaissances a abouti à de nouvelles classifications inter-espèces basées 

sur l’expression des facteurs de transcription IRF4 et IRF8 (Guilliams et al., 2016). Ainsi, dans 

les modèles murins et humains, les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) peuvent être 

subdivisées en cDC IRF8+XCR1+Sirp- qui sont équivalentes aux cDC1 et en cDC IRF4+ 

équivalentes aux cDC2 (Sichien et al., 2016). Au sein des cDC IRF4+, il existe une 

hétérogénéité des populations aboutissant à la création de deux sous-catégories selon si leur 

différenciation est dépendante des facteurs de transcription Notch2 ou Klf4 (revue (Murphy et 

al., 2016)).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Marqueurs inter-espèces des DC.  

Adaptée de Summerfield et al., 2009. 
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4. La maturation des DC  

 La détection des pathogènes par les DC se fait via des récepteurs présents à la membrane 

cellulaire et dans les compartiments intracellulaires. Parmi ces récepteurs dénommés Pattern 

Recognition Receptor (PRR) se trouvent notamment les récepteurs TLR et NOD-like (NLR). 

Les différents sous-types de DC n’expriment pas les mêmes panels de PRR. La présence du 

pathogène sur le site d’infection active une réaction inflammatoire favorisant le recrutement 

des cellules immunitaires innées sur ce site. Lorsque les DC sont en contact avec un antigène, 

ce dernier peut être internalisé par endocytose ou phagocytose. Ce mécanisme nécessite 

l’attachement des antigènes à des récepteurs cellulaires. L’antigène est ensuite dénaturé en 

peptides qui sont présentés sur les molécules du CMH-I et CMH-II. La présentation sur le 

CMH-I permet une présentation d’antigènes endogènes ou exogènes aux lymphocytes T CD8+. 

En effet, les DC sont capables de faire une présentation croisée, c’est-à-dire de présenter des 

antigènes endocytés aux lymphocytes T CD8+ (Figure 10) (Bevan, 1976) (revue (Reis e Sousa, 

2006; Joffre et al., 2012; Dalod et al., 2014)). 

Les antigènes endogènes sont transportés du cytosol au protéasome, où ils sont dégradés 

en peptides et transportés vers la lumière du Réticulum Endoplasmique (RE) via un transporteur 

nommé Transporteur Associated Antigen (TAP). Les peptides sont ensuite associés au CMH-I 

dans le RE et exportés vers la membrane des DC pour être présentés aux lymphocytes T. Les 

antigènes exogènes présentés sur le CMH-I proviennent de la présentation croisée. Deux voies 

existent : une voie vacuolaire où l’antigène ne sera pas en contact du cytoplasme et une voie 

cytoplasmique où les antigènes sont exportés vers le cytoplasme et vont suivre la voie 

canonique décrite pour les antigènes endogènes ci-dessus. Dans la voie vacuolaire, le pathogène 

est dégradé dans les endosomes par des enzymes protéolytiques avant d’être chargé sur le 

CMH-I (revue (Joffre et al., 2012)). 

 La présentation sur le CMH-II suit une voie endosomale. Le CMH-II est exprimé 

principalement sur les cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Les antigènes sont dénaturés 

en peptides dans les endosomes précoces. Les peptides sont ensuite associés au CMH-II dans 

des compartiments endosomaux riches en CMH-II, puis exportés à la membrane cellulaire et 

présentés aux lymphocytes T CD4+.   
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Figure 10. Voies d’apprêtement et de présentation des antigènes par les DC. 

Traduit de Joffre et al., 2012. 

 

 L’interaction entre les DC et les lymphocytes T naïfs dans les ganglions lymphatiques 

s’effectue après migration des DC du site d’infection vers le ganglion drainant correspondant 

au tissu d’origine des DC. Cette migration est concomitante avec la maturation des DC. Lors 

de cette maturation, l’expression des CMH augmente alors que les capacités de phagocytose 

diminuent. Les expressions des molécules de co-stimulation et du récepteur CCR7 nécessaire à 

la migration sont aussi régulées positivement. La migration est basée sur un phénomène de 

chimiotactisme impliquant CCR7 et les chimiokines CCL19 et CCL21 qui sont les ligands de 

ce récepteur. Ces chimiokines sont produites par les cellules endothéliales lymphatiques et les 

cellules stromales du ganglion (revue (Reis e Sousa, 2006; Dalod et al, 2014)). 

 

5. Les connaissances chez le porc  

Les cellules dendritiques de type 1 (cDC1)  

 Chez le porc, les cDC1 ont été identifiées dans la peau, le sang et les poumons. Des 

travaux récents ont permis de définir ces cellules dans les amygdales (Thèse de Ferran 

Soldevilla Casada, Royal Veterinary College, Londres, 2017). Les cDC1 porcines expriment le 
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CMH-II, CD11c, XCR1 et CadM1. Elles sont négatives pour les marqueurs Sirp (Marquet et 

al., 2011). XCR1 est un marqueur des cDC1 inter-espèces et inter-tissus (Contreras et al., 2010; 

Crozat et al., 2010; Bachem et al., 2010; Vu Manh et al., 2015). Ces cellules, tout comme les 

cDC2, migrent dans la lymphe pseudo-afférente via un mécanisme dépendant des chimiokines 

CCL19 et CCL21. Les cDC1 ont de très bonnes capacités de phagocytose des corps 

apoptotiques qu’elles transportent aux ganglions (Marquet et al., 2011; Marquet et al., 2014). 

Dans le poumon, les cDC1 favorisent préférentiellement une réponse Th1 et se distinguent des 

cDC2 par la non-expression du marqueur Sirp (Maisonnasse et al., 2016). 

 

Les cellules dendritiques de type 2 (cDC2) 

 Chez le porc, les cDC2 se distinguent des cDC1 par leur expression de Sirp, CD1 et 

FcRI (Auray et al., 2016; Edwards et al., 2017). Outre l’expression de ces 2 marqueurs, 

d’autres marqueurs sont nécessaires pour identifier ces cellules dans les différents tissus. Dans 

le sang, l’expression de CMH-II ainsi que la faible expression de CadM1 et CD123 permettent 

de les distinguer des cDC1 et des pDC (Auray et al., 2016). Dans le derme, une forte expression 

de CD11R3 (équivalent du CD11c chez le porc), une faible expression de CD163 et une non-

expression de CadM1 ont permis d’identifier ces cellules (Marquet et al., 2011). Dans ce tissu, 

ces cellules sont capables d’activer des lymphocytes allogéniques T CD4+ et CD8+, ainsi que 

d’induire une réponse de type Th17 (Marquet et al., 2014). Dans le poumon, les cDC2 induisent 

préférentiellement une réponse Th2 (Maisonnasse et al., 2016).  

 

Les cellules dendritiques plasmacytoïdes (pDC) 

Chez le porc, les pDC porcines ont été identifiées dans le sang comme des Natural 

Interferon-Producing cells (Riffault et al., 1997; Summerfield et al., 2003). Un panel de 

marqueurs permet d’identifier ces cellules dans le sang. Elles expriment fortement le marqueur 

CD4, faiblement les marqueurs Sirp, CD16, et CMH-II. Elles n’expriment pas les marqueurs 

CD3, CD1 et CD163 (Guzylack-Piriou et al., 2010). Leur profil transcriptomique a permis de 

valider leur identité et d’identifier les similitudes moléculaires partagées avec les pDC des 

autres mammifères (Vu Manh et al., 2015). Ces cellules sont capables de produire une forte 

quantité d’IFN en réponse à des infections. 
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Les cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC) 

Chez le porc, la ségrégation des monocytes en deux populations existe et dépend de 

leur expression de CD163 (Chamorro et al., 2000). Les monocytes CD16high/CD163high ont un 

profil transcriptomique proche des monocytes non classiques humains. Les monocytes 

CD14high ont un profil proche des monocytes classiques humains (Chamorro et al., 2005; Vu 

Manh et al., 2015).  

Les monocytes peuvent se différencier en moDC ou en moMacro selon leur 

environnement. Dans le poumon de porc, les moDC sont présentes à l’état basal et en conditions 

inflammatoires. Ces cellules ont une durée de vie courte et ont été identifiées en 2015 par mon 

équipe (Maisonnasse et al., 2016). Les moDC du porc migrent faiblement en réponse à la 

chimiokine ganglionnaire CCL21 et induisent la prolifération des lymphocytes T CD4+ et T 

CD8+ allogéniques in vitro. Ces cellules produisent les cytokines inflammatoires IL-1 et IL-

18 après activation par des ligands de TLR (Maisonnasse et al., 2016). Le marqueur CD11b 

couramment utilisé pour la définition des monocytes dans d’autres espèces, n’est pas un bon 

marqueur de définition de population chez le porc.  

 

C. Les lymphocytes T 

Dans les parties suivantes, nous décrirons les connaissances sur les lymphocytes T et 

B chez le porc. Ces connaissances nous permettront d’étudier l’impact de l’infection par le 

SDRPv sur la réponse immunitaire adaptative dans le chapitre 3 de cette introduction.  

 

1. L’ontogénie des lymphocytes T  

Chez le porc comme chez les autres vertébrés, les lymphocytes T ont pour origine des 

cellules souches hématopoïétiques (HSC). Ces cellules souches se différencient en précurseurs 

lymphocytaires communs (CLP) dont une partie migre dans le thymus où aura lieu la formation 

des lymphocytes T. Après avoir subi des phénomènes de maturation et de sélection, les 

lymphocytes T naïfs migrent du thymus vers les ganglions lymphatiques où ils peuvent devenir 

des lymphocytes T activés. L’activation des lymphocytes T par les DC et l’induction de 

l’expansion clonale nécessitent la présence de 3 signaux de co-stimulations : l’interaction TCR 

– CMH, les signaux de co-stimulation et la sécrétion de cytokines. L’interaction du CMH 

chargé d’un peptide antigénique avec le TCR des lymphocytes permet la transduction du signal 

dans ces cellules aboutissant à l’activation des gènes de prolifération et de différenciation 
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cellulaire. Les molécules de co-stimulation présentes à la surface des DC interagissent avec 

d’autres molécules complémentaires à la surface des lymphocytes T. Ces molécules de co-

stimulation peuvent être activatrices ou inhibitrices. La sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-12 par les DC participe à la polarisation fonctionnelle des 

lymphocytes T CD4+ (revue (Thaiss et al., 2011)). 

 

2. Les lymphocytes T chez le porc  

Récemment, le développement de nouveaux anticorps monoclonaux chez le porc a permis 

d’augmenter considérablement les connaissances sur les sous-populations de lymphocytes.  

Tableau 2. Caractéristiques des lymphocytes porcins. 

Adapté à partir de Grener et al., 2009. 

Lymphocytes Marqueurs Fréquence des 

lymphocytes du sang 

NKs Perforin+CD2+CD3−CD4−CD5−CD6−CD8α+CD8β−CD11β+CD16+ 

 

2 à 10 %, variation en 

fonction de l’âge 

T NKs Perforin+CD3+CD6−CD11β+CD16+ 

 

0.5 à 3 % 

T γδ CD3+TCR-γδ+ 

 

5 à 50 %, diminue 

avec l’âge 

T cytotoxiques CD3+CD4-CD8α+CD8β+ 8 à 21%, jusqu'à 40% 

T-helper (Th) CD3+CD4+CD8+ 19 à 60% 

Th1 CD3+CD4+ Donnée inconnue 

Th2 CD3+CD4+ Donnée inconnue 

Th17 Pas de marqueurs spécifiques Donnée inconnue 

T reg CD4+CD25highFoxp3+ 1 à 3% 

 

Les lymphocytes TCR-  

Chez le porc, les lymphocytes T CD4+ sont CD3+ et peuvent exprimer ou non CD8. 

Chez le porc, le récepteur CD8 est exprimé sous forme de dimères CD8/CD8 sur les T 

CD4+ mémoires; et sous forme CD8/CD8 sur les lymphocytes T CD8+ (Yang & Parkhouse, 

1997; Saalmüller et al., 1999). L’activité cytolytique se retrouve principalement dans des 

cellules CD4−CD6+CD8αhighCD8β+. Les lymphocytes T helpers de type mémoires sont inclus 

dans les cellules CD4+CD8+. Cet élément a notamment été découvert avec l’augmentation du 

nombre de ces cellules au cours de la vie des individus. Les rôles des autres sous-populations 

ne sont pas encore élucidés (revue (Gerner et al., 2009)). 
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Les lymphocytes Th1/Th2  

L’identification des lymphocytes Th1 et Th2 chez le porc date de l’année 2014. Lors 

d’infections in vivo avec le SDRPv et le pathogène parasitaire Trichuris suis, les auteurs ont 

démontré que le facteur de transcription T-bet était induit dans les lymphocytes CD4+ après 

l’infection virale alors que GATA-3 était induit suite à l’infection parasitaire (Ebner et al., 2014). 

Cependant, la comparaison du SDRPv avec d’autres infections virales serait nécessaire afin de 

valider l’importance de la réponse Th1. De plus, il est possible qu’une variabilité existe entre 

les souches de SDRPv car certaines souches induisent une forte quantité d’IL-10, en faveur 

d’une polarisation de type Th2 ou Treg. La définition de la réponse Th1/Th2 est donc 

relativement récente chez le porc et la plupart des études se base sur des résultats de qPCR et 

sur la production de cytokines testée sur l’ensemble des lymphocytes. 

 

Les lymphocytes Th17 

Chez l’Homme et la souris, les lymphocytes Th17 participent à la réponse immunitaire 

face aux bactéries extracellulaires en produisant des cytokines pro-inflammatoires, telles que 

l’IL-17 et l’IL-22 (Liang et al., 2006). En 2009, des lymphocytes porcins produisant de l’IL-17 

ont été décrits pour la première fois (Pilon et al., 2009) mais très peu d’études ont été faites sur 

ces cellules chez le porc.   

 

Les lymphocytes T reg 

Depuis 2008, des lymphocytes Treg ont été identifiés chez le porc grâce à leur 

expression du facteur de transcription FoxP3 (Käser et al., 2008a). Ces lymphocytes 

CD4+CD25+ participent à la régulation de la réponse immunitaire en produisant de l’IL-10 et 

du TGF-. Les lymphocytes Treg du porc ont les mêmes capacités d’inhibition de la réponse 

immunitaire que chez les autres espèces. Après stimulation par un antigène, les Treg sont 

capables d’inhiber la prolifération et les capacités effectrices des autres lymphocytes T (Käser 

et al., 2008b). 

 

Les lymphocytes T  

Chez le porc, les lymphocytes T  représentent 5 à 50% des lymphocytes du sang et la 

fréquence de ces cellules diminue fortement avec l’âge (Yang et al., 1996). Outre le TCR-, 

ces cellules peuvent exprimer CD8 et CD2 mais n’expriment pas le CD4. Au niveau 
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fonctionnel, une prolifération et une production d’IFN ont été détectées dans ces cellules face 

à des mycobactéries. De manière très intéressante, cette réponse était augmentée chez les porcs 

vaccinés par le Bacille Calmette Guerin (BCG), illustrant un rôle potentiel de ces cellules dans 

la réponse mémoire (Lee et al., 2004). Takamatsu et al. ont donné les premières preuves d’une 

capacité présentatrice des lymphocytes porcins T  qui expriment le CMH-II et les molécules 

de co-stimulation CD80/86 (Takamatsu et al., 2002). Les fonctions cytolytiques des 

lymphocytes T  et leur rôle dans l’inflammation ont été peu étudiées chez le porc.  

 

D. Les lymphocytes B  

1. L’ontogénie des lymphocytes B  

Après comparaisons inter-espèces, il fut supposé dans les années 80 que le 

développement des lymphocytes B chez le porc avait lieu dans les plaques de Peyer de l’iléon 

(IPP). Récemment, Sinkora et al. ont démontré que la lymphogenèse avait lieu dans la moelle 

osseuse (Sinkora & Sinkorova, 2014). Cette même équipe a décrit que l’IPP n’était pas 

nécessaire au développement et au maintien des lymphocytes B (Sinkora et al., 2011). Les 

lymphocytes B ont pour origine des cellules souches hématopoïétiques (HSC). Ces cellules 

souches se différencient en précurseurs lymphocytaires communs (CLP) dont une partie migre 

dans le thymus où aura lieu la formation des lymphocytes T. Les CLP de la moelle osseuse vont 

eux former les cellules nommées pro-B qui subissent des phénomènes de maturation et de 

sélection avant d’aboutir aux lymphocytes B (LB) matures naïfs. Sinkora et al. ont identifié les 

étapes de différenciation des lymphocytes B dans la moelle osseuse : du précurseur aux B 

matures (Sinkora et al., 2013). Au niveau phénotypique, les lymphocytes B matures expriment 

CD2, CD21, CD25 et n’expriment pas Sirp (Sinkora & Sinkorova, 2014). Après formation 

dans la moelle osseuse, les lymphocytes B vont migrer dans les organes lymphoïdes secondaires 

et subir une activation s’ils rencontrent l’antigène correspondant à leur BCR (revue (Butler et 

al., 2017)).  

 

2. La rencontre avec l’antigène  

Chez la souris, l’antigène entre dans les ganglions par le sinus sous-capsulaire et peut 

être pris en charge par les macrophages SCSM. Dans le sinus sous-capsulaire, les SCSM 

capturent les antigènes opsonisés par le complément via leur récepteur complement receptor 3 
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(CR3) (Figure 11). Une fois capturé, le complexe antigène-complément peut être transféré à la 

surface des lymphocytes B naïfs sur le récepteur CR2 (aussi nommé CD21) de manière 

indépendante du BCR (Phan et al., 2009) ou d’une manière dépendante d’une interaction BCR-

antigène spécifique (Junt et al., 2007; Phan et al., 2009). Les lymphocytes B naïfs transfèrent 

ensuite l’antigène aux cellules dendritiques folliculaires (follicular dendritic cell, fDC) (revue 

(Heesters et al., 2013)). Si l’antigène se trouve dans la médulla, il est capté par les lymphocytes 

B naïfs et les DC médullaires qui le transfèrent aux fDC. Les fDC sont capables de conserver 

des antigènes intacts durant une longue période dans un compartiment non-dénaturant et de les 

présenter à leur surface membranaire de manière périodique (revue (Heesters et al., 2013)). Ces 

cellules participent à la mise en place et au maintien des centres germinatifs (CG). La 

disponibilité des antigènes à leur surface joue un rôle important dans la compétition entre 

antigènes aboutissant à une sélection des clones de haute affinité. Chez le porc, ces interactions 

cellulaires et ces mécanismes dans le ganglion ne sont pas encore décrits.  

 

  

Figure 11. Transport de l’antigène dans le ganglion de souris. 

Traduit de Heesters et al., 2016. 

 

3. La formation des centres germinatifs  

L’activation des lymphocytes B naïfs dans les organes lymphoïdes nécessite la rencontre 
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avec l’antigène spécifique du BCR. Après présentation de l’antigène notamment par les DC, le 

lymphocyte B (LB) peut s’activer et devenir soit un plasmablaste extra-folliculaire ou participer 

à la formation d’un centre germinatif (CG). Les plasmablastes extra-folliculaires permettent 

une sécrétion rapide d’anticorps spécifiques du pathogène mais produisent des anticorps de 

faible affinité. Dans le CG, les LB subissent des étapes d’hypermutation somatique (HSM), de 

maturation et de sélection avant de devenir des plasmablastes produisant des anticorps de haute 

affinité ou des LB mémoires (revue (Heesters et al., 2016)).  

Le centre germinatif peut être divisé en 2 zones : la zone sombre (dark zone, DZ) et la 

zone claire (light zone, LZ). La zone sombre est le lieu de diversification et de division active 

des lymphocytes B. Dans cette zone, les LB sont appelés centroblastes et subissent les hyper-

mutations somatiques. La zone claire est le lieu de la sélection des B ayant une haute affinité 

pour l’antigène et de la commutation isotypique. Dans la zone claire se trouve des lymphocytes 

helper folliculaires (Tfh) et un réseau dense de cellules dendritiques folliculaires (fDC) qui 

présentent les antigènes. Dans cette zone, les LB nommés centrocytes et ils peuvent se 

différencier en plasmablastes ou en B mémoires (Figure 12). Les lymphocytes B du CG 

subissent plusieurs étapes de mutation et de sélection, par des migrations répétées entre LZ et 

DZ. Durant ces étapes de sélection, de nombreux LB subissent une apoptose et leurs corps 

cellulaires sont éliminés par des macrophages présents dans le ganglion (revue (Klein et al., 

2008)).  

 

 

Figure 12. Différenciation des lymphocytes B. 

Traduit de Klein et al., 2008. 
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4. Les programmes de différenciation 

Les gènes impliqués dans les différentes étapes de différenciation des B ont été étudiés 

récemment chez la souris. BCL-6 est le principal gène qui régule le développement des 

lymphocytes B dans le centre germinatif. La protéine BCL-6 est un facteur de transcription 

inhibiteur exprimé dans les centroblastes et les centrocytes (Cattoretti et al., 1995). Le 

développement des LB dans les souris KO pour BCL-6 est conservé mais aucun centre 

germinatif n’est formé et l’affinité des anticorps produits contre un antigène est faible (Ye et 

al., 1997; Dent et al., 1997). Par son action, BCL-6 permet aux centroblastes de rester 

indifférenciés et de supporter le stress génotoxique associé aux mécanismes d’hypermutations 

somatiques (revue (Klein et al., 2008)). 

 Les signaux responsables de la différenciation des centrocytes en plasmablastes et en B 

mémoires impliquent différents facteurs de transcription. L’inhibition du gène PAX-5 est la 

première étape dans la différenciation des centrocytes en plasmablastes (Figure 12). Cette 

inhibition aboutit à l’établissement de cellules nommées pré-plasmablastes qui sécrètent des 

anticorps de faible affinité (Kallies et al., 2007). Cette étape est suivie de la régulation positive 

des facteurs XBP1, IRF4 et BLIMP-1 et la suppression de l’expression de BCL-6. La fin de 

l’expression de BCL-6 permet aux cellules d’exprimer les gènes de la différenciation en B 

mémoires ou en plasmocytes. Cette extinction de l’expression de BCL-6 dans les centrocytes 

est médiée par l’interaction des B avec les cellules immunitaires de la zone claire et les signaux 

via le BCR et CD40 (Shaffer et al., 2000).  

BLIMP-1 est un régulateur crucial pour la différenciation en plasmocytes (Turner et al., 

1994). XBP-1 est un facteur de transcription impliqué dans le phénotype sécréteur des 

plasmocytes (Reimold et al., 2001). IRF-4 est un facteur clé de la régulation de la différenciation 

en plasmocytes (Klein et al., 2006). Les expressions de BLIMP-1, IRF-4 et XBP-1 sont régulées 

de manière indépendante, mais il a été montré que ces 3 facteurs de transcription sont requis 

ensemble pour l’établissement des plasmocytes différenciés (Kallies et al., 2007). Les B 

mémoires continuent à exprimer PAX-5 et c’est le facteur de transcription STAT-5 qui est 

suggéré comme le principal facteur de différenciation des centrocytes en B mémoires (Scheeren 

et al., 2005).  

 

5. La production d’anticorps de haute affinité 

Le développement d’anticorps neutralisants est complexe, les LB subissent de multiples 
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étapes de sélection avec des conditions d’affinité de faibles à modérées. Ainsi, un modèle 

d’acquisition d’affinité uniquement basé sur une compétition dont seuls les lymphocytes avec 

le plus haut taux d’affinité seraient sélectionnés ne suffit pas à expliquer la mise en place 

d’anticorps neutralisants. Une permissivité pour des anticorps à plus faibles affinités et une 

diversité des LB est nécessaire (revue (Klein & Dalla-Favera, 2008; Heesters et al., 2016; 

Bannard & Cyster, 2017)). Cette permissivité fournit une diversité de LB dans le CG qui peut 

jouer un rôle primordial en cas de réinfection ou d’infection par un mutant du même virus. Pour 

montrer cette permissivité, Kuraoka et al. ont mis en place une culture ex vivo de centre 

germinatif. Après immunisation avec le virus de la grippe, ils ont montré que l’affinité des 

anticorps pour l’antigène augmentait bien avec le temps. Mais ceci n’était pas aux dépends des 

LB à faibles affinités et il n’existait pas de diminution de la diversité clonale (Kuraoka et al., 

2016). Tas et al. ont montré qu’une fois établi, le destin des CG varie grandement. Certains 

devenant dominés par un seul clone alors que la composition en LB d’autres CG reste très 

diverse (Tas et al., 2016).  

 

 

Dans ce chapitre, il a été décrit que les macrophages peuvent se mettre en place dans les 

tissus durant la période embryonnaire ou après la naissance. Dans le cas de l’infection par le 

SDRPv, les macrophages sont connus comme la cible principale du virus. Les connaissances 

sur les macrophages des ganglions restent faibles chez le porc. Dans le poumon, les AM-like 

constituent une nouvelle cible potentielle du SDRPv. Pour la classification des DC, nous 

utiliserons dans nos travaux la classification proposée par Guilliams et al. comprenant les DC 

conventionnelles (cDC1 et cDC2), les DC plasmacytoïdes (pDC) et les DC dérivées de 

monocytes (moDC). Dans le poumon de porc, les cDC1, les cDC2 et les moDC ont été 

identifiées par mon équipe en 2015. Dans le cas de l’infection par le SDRPv, les DC du poumon 

pourraient être une cible potentielle du virus. L’infection des cellules de l’immunité innée par 

le SDRPv pourrait influencer la mise en place des réponses adaptatives. Dans ce chapitre, nous 

avons détaillé les connaissances sur les lymphocytes T et B chez le porc. Dans le chapitre 

suivant, nous relaterons les interactions connues entre le virus du SDRPv et les réponses 

immunitaires innées et adaptatives.  
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Chapitre 3 – La Réponse immunitaire anti-SDRPv  
 

 

La réponse immunitaire du porc face au SDRPv est considérée comme une réponse 

faible voir défaillante. Pour la plupart des souches, cette infection est persistante. De plus, la 

réponse innée est faible et l’établissement des réponses adaptatives est retardé.  

Au vu des connaissances actuelles, les réponses immunitaires contre les types 1 et 2 

semblent assez différentes. Il est donc nécessaire de toujours distinguer les réponses contre 

chacun des types de SDRPv. Dans ce chapitre, nous dépeindrons les connaissances actuelles 

sur la réponse immunitaire et les hypothèses sur les mécanismes impliqués.  

 

A. La réponse innée  

 Plusieurs études ont démontré que le SDRPv était capable de moduler la réponse innée 

de l’hôte via la diminution de l’activité cytotoxique des cellules Natural Killers, l’inhibition de 

la production d’IFN par les cellules immunitaires et la modulation des fonctionnalités des 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) telles que les cellules dendritiques. 

 

1. Les lymphocytes Natural Killers  

Lors d’une infection virale, une réponse innée est nécessaire pour induire une réponse 

adaptative adéquate afin de combattre les pathogènes intracellulaires en endiguant la réplication 

et l’invasion des muqueuses (revue (Koyama et al., 2008)). Les cellules Natural Killers (NK), 

sont des lymphocytes de l’immunité innée qui participent à l’élimination des cellules infectées 

de manière non-spécifique de l’antigène. Chez les porcelets, les NK sont plus fréquents que 

chez l’adulte mais ont une activité cytotoxique réduite (revue (Gerner et al., 2009)). Chez le 

porc, les NK peuvent être caractérisés par leur expression des marqueurs 

CD2+CD3−CD6−CD8α+CD8β−CD11β+CD16+ (Denyer et al., 2006). Deux populations 

distinctes de NK existent en fonction de leur expression ou non du CMH-II. Au niveau 

fonctionnel, les NK porcins peuvent être stimulés par de l’IFN ou de l’IL-2. La cytokine IL-

12 est capable d’augmenter l’activité cytotoxique et la sécrétion de TNF- des NK. De plus, un 

effet synergique de l’IL-2, de l’IL-12 et de l’IL-18 existe sur l’activité cytotoxique, l’expression 

de perforine et la production d’IFN (Pintarič et al., 2008). 
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Pour les infections avec les virus de type 1, il a été montré qu’avec la souche Lelystad, 

les capacités cytotoxiques des NK sont réprimées via une inhibition de la dégranulation 

cellulaire (Cao et al., 2013). Il est supposé que dans les phases précoces d’infection, ce sont les 

NK et les lymphocytes T  qui produisent majoritairement l’IFN. Au vu de cette hypothèse, 

il est possible qu’une variabilité entre les souches européennes existe. Une cinétique de la 

quantité d’IFN dans le lavage broncho-alvéolaire (BAL) de porcs infectés avec la souche 

virulente Lena (type 1.3) et la souche faiblement virulente Finistère (type 1.1) a révélé des 

différences. En effet, la souche Lena induit dès 4 jours une quantité importante d’IFN dans le 

BAL alors qu’un tel résultat n’est pas observé avec la souche Finistère (Renson et al., 2017). 

Néanmoins, les cellules à l’origine de cette production n’ont pas encore été totalement 

identifiées et de nouveaux travaux seront nécessaires pour répondre à cette question.  

L’infection par des souches de type 2, induit une diminution de l’activité cytotoxique 

du SDRPv sans diminuer le nombre de NK. Cette diminution est détectée après deux jours 

d’infection et dure jusqu'à 3 à 4 semaines (Renukaradhya et al., 2010; Dwivedi et al., 2012). 

Les mécanismes potentiels d’interaction du SDRPv avec les NK sont une modulation des 

cytokines qui participent à la régulation de l’activité de ces cellules (IFN de type 1, l’IL-12 et 

l’IL-15) et une inhibition de la voie STAT1 (Lee et al., 2000). Malgré une activité cytotoxique 

diminuée, les NK jouent probablement un rôle majeur dans la réponse face au SDRPv. En effet, 

dans les infections par le virus de type 2, ce sont les NK et les lymphocytes T  qui produisent 

l’IFN dans les phases précoces d’infection (Johnson et al., 2004).  
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Figure 13. Evolution des facteurs immunologiques après l’infection.  

Traduit de Lunney et al., 2016. 

Légende : Pour la charge virale : les 3 types d’évolution de la virémie sont représentés : une 

élimination rapide (violet, trait plein), une élimination lente (bleu, pointillé) et les cas de 

rebond de la virémie (violet, pointillé). Pour la réponse cellulaire : la prolifération des cellules 

totales impliquées dans cette réponse est représentée en violet ; la prolifération des 

lymphocytes T est représentée en bleu.  

 

2. Production d’interféron de type 1 

La sécrétion d’interféron  (IFN) par les cellules infectées favorise la résistance à 

l’infection. Après sécrétion dans le milieu extracellulaire, l’IFN se fixe sur son récepteur 

(IFNAR) présent à la surface des cellules. Après transduction du signal, les gènes appelés IFN-

stimulated genes (ISG) vont être activés et participer à la réponse immunitaire antivirale. 

Certaines cellules immunitaires comme les macrophages ou les cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (pDC) sont capables de produire une grande quantité d’IFN en réponse à des 
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infections (revue (Rizza et al., 2015)). 

 

Dans le cas des souches de type 1 et 2, l’infection des macrophages alvéolaires (AM) et 

des moDC in vitro n’induit pas ou peu de production d’IFN (Albina et al., 1998; Zhang et al., 

2012). Néanmoins, une concentration notable d’IFN dans le sérum est induite avec les souches 

de type 1 et 2 (Van Reeth et al., 1999) et plus particulièrement avec les souches hautement 

pathogènes chinoises (Guo et al., 2013). Cette concentration reste faible comparée aux virus 

porcins de la grippe ou du coronavirus (Van Reeth et al., 1999). Ainsi, on estime in vivo que la 

capacité d’induction d’IFN dans le sérum est 159 fois plus faible que celle du coronavirus 

(Buddaert et al., 1998). Au sein des souches de type 1, on retrouve une variabilité. En effet, la 

souche virulente Lena induit une augmentation plus forte et plus rapide de la concentration 

d’IFN dans le sérum que la souche Finistère. Les auteurs suggèrent que cette concentration 

supérieure avec la souche Lena pourrait participer à la mise en place de la forte réponse IFN 

observée avec cette souche (Renson et al., 2017).  

La faible production d’IFN est due à une capacité inhibitrice du SDRPv. Pour 

démontrer ces propriétés inhibitrices, Albina et al. ont infecté des macrophages avec ce virus 

puis pratiqué une sur-infection avec le virus du swine transmissible gastroenteritis virus 

(TGEV), connu pour ses propriétés inductrices d’IFN. En présence de SDRPv, la production 

d’IFN induite par le TGEV était inhibée. Les mécanismes de cette inhibition ont été étudiés 

in vitro et ont révélé que les protéines virales NSP1, NSP2, NSP11 et N étaient responsables de 

cette inhibition en interférant avec les voies de signalisation IRF3, NF-B et JAK/STAT (revue 

(Butler et al., 2014)).   

L’infection par le SDRPv est sensible à la présence d’IFN de type 1 in vitro et in vivo. 

Le traitement des AM in vitro avec de l’IFN ou de IFN protège ces cellules de l’infection 

(Buddaert et al., 1998; Overend et al., 2007). In vivo lorsque les porcs sont inoculés 2 jours 

avant infection par un adénovirus exprimant de l’IFN, les lésions pulmonaires sont moins 

nombreuses et la virémie est retardée (Brockmeier et al., 2009). Dans ce modèle, il a été montré 

que la présence d’IFN au moment de l’infection altère l’activation des réponses immunitaires 

innée et adaptative (Brockmeier et al., 2012). L’ensemble de ces éléments illustre la 

susceptibilité du virus à cette cytokine. 
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Les pDC sont l’une des sources majeures d’IFN in vivo. La production d’IFN est 

déclenchée après la détection d’ARN double brin ou d’ADN par les Toll-like recepteurs (TLR) 

7 ou TLR9 respectivement. Ces récepteurs sont présents sur la membrane interne des 

endosomes (revue (Liu, 2005)). Une étude a montré que les pDC étaient capables de produire 

de l’IFN en réponse à la présence des souches de SDRPv de type 1 et 2. Cette production ne 

nécessitait ni la présence du virus vivant ni une infection directe des pDC et était dépendante 

du TLR7 (Baumann et al., 2013). De manière très intéressante, la souche Lena se distingue de 

toutes les autres souches européennes. En effet, in vitro, cette souche n’a pas la capacité 

d’activer les pDC de manière directe, seule une activation médiée par le contact entre les pDC 

et des macrophages infectés par cette souche a été observée (García-Nicolás et al., 2016). 

 

3. Les interactions du SDRPv avec les DC et les macrophages 

La réponse immunitaire innée active la réponse immunitaire adaptative notamment 

grâce aux cellules présentatrices d’antigènes (CPA) qui présentent l’antigène aux lymphocytes 

naïfs. Cette présentation et l’activation des lymphocytes nécessitent 3 facteurs de stimulation : 

1) l’interaction des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) présentes sur 

la membrane des CPA avec les récepteurs membranaires de l’antigène (T cell receptor : TCR) 

des lymphocytes ; 2) l’interaction entre des molécules de co-stimulation présentes sur la 

membrane des CPA et leurs homologues sur la membrane des lymphocytes (par exemple : 

CD40 et son ligand CD40L) ; 3) la production de cytokines par les CPA. Parfois lors 

d’infections virales, un ou plusieurs de ces signaux sont altérés par l’infection, impactant la 

mise en place de la réponse immunitaire adaptative. Dans les paragraphes suivants, nous 

décrirons les interactions connues entre le SDRPv et les 3 facteurs de stimulation précédemment 

décrits.  

 

Les capacités de présentation d’antigènes 

Dans le cas des infections de type 1, il n’y a pas de consensus quant à l’impact de 

l’infection sur l’expression des molécules de co-stimulation. Seules quelques études sur des 

bmDC différenciées in vitro ont été réalisées. Avec la souche Lena, une diminution de 

l’expression des marqueurs CMH-I, CMH-II et CD80/86 sur les bmDC a été décrite 

(Weesendorp et al., 2013). Avec la souche Lelystad, aucune modification n’a été observée. 

Salguero et al. ont émis l’hypothèse que la faible réponse immunitaire induite par les souches 
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peu virulentes ne serait pas due à un caractère immunosuppresseur du virus mais à un défaut de 

reconnaissance du virus par les DC. Dans cette hypothèse, les souches virulentes seraient les 

seules à être efficacement détectées par les DC induisant ainsi une réponse inflammatoire très 

forte à l’origine de symptômes cliniques (Salguero et al., 2015).  

Des études ont montré une modification de l’expression des molécules de co-stimulation 

présentes à la surface des DC après une infection de type 2. Des moDC différenciées et infectées 

in vitro ont montré une modification de l’expression des molécules CMH-I, CMH-II, CD40, 

CD14 et CD80 (Wang et al., 2007). Ces molécules sont impliquées dans l’activation des 

lymphocytes T spécifiques de l’antigène. Malheureusement, la complexité et la variabilité des 

modèles d’étude in vitro aboutissent à des résultats contradictoires. Ainsi, des augmentations et 

des diminutions de l’expression de CD80/86 sur les bmDC ont été décrites avec les souches de 

type 2 (Chang et al., 2008; Gimeno et al., 2011). 

   

Les capacités de production de cytokines  

Outre la capacité d’inhibition de la production d’IFN, le SDRPv semble capable 

d’inhiber la production d’autres cytokines. La comparaison entre la souche Lelystad et le virus 

de la grippe permet d’illustrer cette assertion. Avec la grippe, de fortes concentrations des 

cytokines IFN, IL-1 et TNF sont produites dans le poumon. Cette induction coïncide avec 

les symptômes et la clairance virale. Dans le cas du SDRPv, une quantité importante d’IL-1 est 

bien produite mais la production d’IFN est faible et celle de TNF indétectable dans le BAL 

(Van Reeth et al., 1999). Néanmoins, la diversité des résultats obtenus selon les souches 

complique la compréhension des mécanismes impliqués dans cette inhibition.  

Dans le cas de virus de type 1, la plupart des souches de virulence faible à modérée 

n’induisent pas la production de cytokines inflammatoires en grande quantité. Néanmoins, la 

souche virulente Lena se distingue en induisant une forte production de cytokines 

inflammatoires. Cette induction a notamment été démontrée pour les cytokines TNF, IL-1 et 

IL-8 dans le BAL après 8 jours d’infection (Renson et al., 2017). Pour les virus de type 2, des 

résultats contradictoires ont été obtenus et ne permettent pas de conclusions claires.  

 

 Dans le cas de l’IL-10, des résultats contradictoires existent mais la plupart des papiers 

suggèrent que cette cytokine est un élément important de l’infection SDRPv. La variabilité des 

résultats obtenus est probablement due à la diversité des souches virales. Silva-Campa et al. ont 
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montré une variabilité dans la production d’IL-10 par les moDC différenciées in vitro en 

fonction de la souche de type 1 utilisée (Silva-Campa et al., 2010). Avec les virus de type 2, 

Wang et al. n’observent pas d’induction d’IL-10 après infection dans les moDC différenciées 

in vitro (Wang et al., 2007). Par opposition, Florez-Mendoza et al. observent une production 

d’IL-10 dans des moDC matures différenciées in vitro (Flores-Mendoza et al., 2008).  

 Après 2 jours d’infection avec un virus de type 2, la sécrétion d’IL-4 dans le sérum de 

porc est augmentée chez plus de 90 % des individus (Dwivedi et al., 2012). Dans les modèles 

murins et humains, l’IL-4, essentiel pour la production d’anticorps, est un marqueur de la 

réponse T helper de type 2 (Th2). Chez le porc, l’IL-4 n’est pas un facteur de stimulation des 

lymphocytes B et cette cytokine est capable de supprimer la prolifération des lymphocytes B 

spécifiques de l’antigène (Murtaugh et al., 2009). Néanmoins, il a été montré que l’IL-4 dans 

les AM porcins joue un rôle important dans la régulation de la production des cytokines 

inflammatoires (Zhou et al., 1994). Dans le cas du SDRP, l’IL-4 est supposé participer à la 

modulation de la réponse immunitaire innée dans les phases précoces d’infection (revue 

(Lunney et al., 2016)). 

 

En conclusion de cette partie, il existe des différences importantes dans les réponses 

immunitaires face au SDRPv selon le type 1 ou 2. Dans le cas des souches de type 1, l’infection 

impacte la réponse immunitaire en inhibant les capacités cytotoxiques des NK et la production 

de cytokines comme l’IFN. Aucun résultat clair n’existe sur les capacités des souches de type 

1 à modifier la présentation d’antigènes par les DC. Les souches de type 1.3 telles que la souche 

Lena se distinguent des autres souches européennes par une forte réponse inflammatoire. Les 

type 1.3 induisent une sécrétion importante et rapide d’IFN ainsi que d’autres cytokines 

inflammatoires. Dans le cas des souches de type 1.3, la réponse innée ne semble pas impactée 

par l’infection mais les réponses adaptatives face à ces souches ont été peu étudiées. Dans les 

paragraphes suivants, nous décrirons les connaissances actuelles sur les réponses immunitaires 

humorales et cellulaires face aux souches de type 1 et 2.  

 

B. La Réponse adaptative  

1. La réponse des lymphocytes T  

La prolifération des lymphocytes T est détectable à partir de 4 semaines après l’infection. 

Plusieurs équipes ont reporté une augmentation des lymphocytes T CD8+ dans le sang et les 
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tissus durant les premières semaines d’infection. Néanmoins, Costers et al. ont montré que 

malgré une augmentation des lymphocytes T CD8+ avec la souche Lelystad, ces cellules n’ont 

pas d’activité cytotoxique (Costers et al., 2009). Récemment, la piste d’une induction 

d’apoptose dans les lymphocytes B et T a été évoquée (Gómez-Laguna et al., 2013). Cette 

apoptose semble aggravée avec les souches hautement virulentes (Wang et al., 2014). La 

majorité des études sur la réponse cellulaire face au SDRPv se base sur la technique EliSpot 

permettant de quantifier le nombre de lymphocytes producteurs d’IFN dans le sang après re-

stimulation. Cette technique permet de suivre le nombre de lymphocytes circulants spécifiques 

du virus. L’IFN est une cytokine qui joue un rôle primordial dans la réponse antivirale. Une 

fois produite cette cytokine participe à l’activation des NK, des macrophages et des 

lymphocytes. Il a été montré que les protéines virales M, N, GP5, NSP1 et NSP5 du SDRPv 

sont les principales cibles de la réponse T (Bautista & Molitor, 1997; Mokhtar et al., 2014; 

Mokhtar et al., 2016). 

Dans les infections de type 1, les cellules sécrétrices d’IFN se développent rapidement 

(Díaz et al., 2006). Plusieurs études corrèlent la présence de cellules sécrétrices d’IFN et la 

protection contre l’infection. Ainsi, la protection contre le développement d’une virémie après 

un deuxième challenge est plus efficace chez les porcs avec une forte fréquence de cellules 

productrices d’IFN spécifiques du SDRPv (Díaz et al., 2006). Le développement de cellules 

productrices d’IFN est corrélé à la protection partielle induite par la vaccination (Martelli et 

al., 2009).  

Dans les infections de type 2, les cellules sécrétrices d’IFN se développent entre 2 et 3 

semaines après l’infection. Néanmoins, la fréquence des cellules sécrétrices au sein des cellules 

mononucléées du sang (peripheral blood mononuclear cell ; PBMC) évolue de manière 

erratique pendant plusieurs semaines avant d’atteindre un plateau. La représentation des 

cellules sécrétrices d’IFN est plus faible que celle induite par d’autres infections virales telles 

que la pseudorage porcine (Meier et al., 2003). Durant les 8 premières semaines d’infection, ce 

sont les NK et les lymphocytes T  qui sont supposés produire de l’IFN (Figure 13). Après 

cette période, ce sont les lymphocytes T CD4+/CD8+ (équivalents aux lymphocytes T CD4 

activés et mémoires des autres espèces) et les lymphocytes T CD4-/CD8++ (équivalents aux 

lymphocytes T cytotoxiques) qui produisent majoritairement cette cytokine. Des expériences 

in vivo ont montré que le titre viral tissulaire et la fréquence des lymphocytes T producteurs 
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d’IFN n’étaient pas corrélés après une infection de type 2, soulevant l’idée que ces cellules ne 

sont pas impliquées dans la protection face au SDRPv (Xiao et al., 2004). 

 

La réponse Th1/Th2  

 En 2016, une étude a tenté d’étudier la balance Th1/Th2 face au SDRPv. En utilisant un 

virus de type 2 pour l’infection de moDC différenciées in vitro, les auteurs ont montré une 

induction de la cytokine IL-10 et une diminution des cytokines IL12p40, IFN et TNF. Ce 

résultat semblerait indiquer un déséquilibre dans la balance Th1/Th2 après une infection de type 

2 (Liu et al., 2016). 

 

La réponse Th17  

Le SDRPv étant un co-facteur de nombreuses infections bactériennes, il est important 

de regarder l’impact de cette infection sur l’induction des lymphocytes Th17. Il a été montré 

qu’une infection par une souche de type 2 hautement pathogénique chinoise supprime la 

réponse Th17 dans le sang et le poumon in vivo, favorisant la susceptibilité à des infections 

bactériennes secondaires (Zhang et al., 2016).  

 

La réponse T   

 Dans le cas du SDRPv, il est suggéré que les lymphocytes T  participent à la 

production précoce d’IFN avec les cellules NK mais le rôle de ces cellules face à cette infection 

est encore peu étudié (revue (Lunney et al., 2016)).  

 

La réponse T reg  

 Silva-Campa et al. ont montré que les Treg spécifiques du SDRPv peuvent être générés 

in vitro après stimulation des lymphocytes avec des moDC infectées par une souche de type 2 

(Silva-Campa et al., 2009). Dans cette étude, l’activité régulatrice des lymphocytes est médiée 

par la production de TGF- par les moDC différenciées et infectées in vitro. Dans un second 

papier, il a été montré que le type 1 à l’inverse du type 2 n’induit pas de Treg in vitro (Silva-

Campa et al., 2010).  
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2. La réponse humorale  

La réponse anticorps est détectée entre 7 et 9 jours après l’infection par le SDRPv. Ces 

anticorps sont majoritairement dirigés contre les protéines non-structurales et les protéines 

structurales N et GP5 (Figure 13). Ces anticorps sont présents en quantité importante dans le 

sérum mais sont non-neutralisants, c’est-à-dire qu’ils ne bloquent pas la capacité d’infection du 

virus (Yoon et al., 1994). Les anticorps neutralisants apparaissent après 1 mois d’infection. La 

cinétique de la réponse anticorps face au SDRPv se caractérise donc par une production rapide 

d’anticorps non-neutralisants avec peu d’affinité pour le pathogène ; suivie d’une apparition 

lente et faible d’anticorps neutralisants qui participent à la mise en place d’une protection. 

Néanmoins, les anticorps neutralisants seuls n’expliqueraient pas l’élimination complète du 

virus lors de l’infection. En effet, la virémie pourrait être contrôlée en absence d’anticorps 

neutralisants et les expériences de transferts nécessitent un fort titre d’anticorps transférés ( 

revue (Loving et al., 2015)).  

 

Des études ont cependant montré la capacité de protection des anticorps neutralisants. 

En effet, le transfert d’anticorps neutralisants permet de prévenir l’apparition d’une virémie lors 

d’un challenge par une souche homologue (de même type) (Lopez et al., 2007; Osorio et al., 

2002). Due au fort taux de mutation du virus, il était supposé que la protection face à des 

souches hétérologues était faible. Néanmoins, des sérums contenants des anticorps neutralisants 

avec une large capacité de reconnaissance d’antigènes (broadly neutralizing antibodies) ont été 

décrits (Robinson et al., 2015; Trible et al., 2015). Des expériences de transfert de sérum ont 

montré que les anticorps neutralisants pouvaient conférer une forte protection in vivo. En 2018, 

une expérience de transfert d’anticorps neutralisants in vivo a montré que ce transfert protégeait 

à 96% contre une infection homologue par le type 2 et à 87% par une infection hétérologue par 

le type 1 ; le transfert d’anticorps non-neutralisants n’ayant aucun effet (Robinson et al., 2018).  

 

Concernant le retard dans l’apparition des anticorps neutralisants, Butler et al., ont 

conduit des travaux sur l’activation des lymphocytes B lors d’infection de type 2 chez des 

porcelets axéniques. Ils ont montré qu’il existait une activation polyclonale des LB, une auto-

immunité et une hypergammaglobulinémie (Lemke et al., 2004). Dans la différenciation des 

lymphocytes B IgM+, les auteurs distinguent les LB naïfs (CD2+CD21+), les LB engagés (CD2-

CD21+) et les LB effecteurs producteurs d’anticorps (CD2+CD21-). Ils montrent que le SDRPv 
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induit une forte réduction des LB naïfs concomitante avec une augmentation importante des LB 

effecteurs comparée aux virus de la grippe porcine et du circovirus porcin de type 2 (Sinkora et 

al., 2014). Ces travaux suggèrent que le SDRPv cause une activation non-spécifique des LB 

naïfs aboutissant à une différenciation massive en LB effecteurs non spécifiques du virus 

(Butler et al., 2007; Butler et al., 2008; Sinkora et al., 2014). Parmi les hypothèses 

mécanistiques, il est possible d’envisager une interaction entre le SDRPv et les cellules 

immunitaires ; soit directement avec les LB naïfs ; soit via une interaction avec les lymphocytes 

T helper ou les DC. Il est aussi envisageable que la différenciation des LB en réponse au SDRPv 

outrepasse la formation des centres germinatifs où ont lieu les étapes de sélection et de 

maturation des LB à l’origine de la production d’anticorps de fortes affinités.  

D’autres mécanismes pourraient participer au retard dans l’apparition des anticorps 

neutralisants : l’existence d’un masquage des épitopes neutralisants par des glycosylations sur 

les protéines virales (Ansari et al., 2006; Das et al., 2011b; Chand et al., 2012), l’existence d’un 

épitope « leurre » en amont de l’épitope neutralisant sur la protéine GP5 (Ostrowski et al., 

2002), une augmentation de l’internalisation du virus par les macrophages après association 

entre virus et anticorps (Yoon et al., 1996) ou une faible réponse immunitaire innée. Ainsi, la 

faible production d’IFN décrite précédemment pourrait jouer un rôle essentiel dans le retard 

de la mise en place des réponses cellulaires et humorales efficaces (revue (Lunney et al., 2016)).  

 

C. Immunosuppression  

Le SDRPv est fréquemment dépeint comme un virus immunosuppresseur. En effet, des 

co-infections avec les bactéries Mycoplasma hyopneumoniae ou Bordetella bronchiseptica ont 

montré une exacerbation potentielle des symptômes de pneumonie et une durée d’infection plus 

longue après une infection par le SDRPv (Thacker, 1999; Brockmeier et al., 2001).  

Dans le cas du type 1, aucune évidence directe n’existe en faveur du caractère 

immunosuppressif du virus (Mateu & Diaz, 2008) mais une différence semble exister au sein 

des souches de type 1. Ainsi, les souches faiblement et hautement pathogènes ne semblent pas 

induire le même profil de réponse immunitaire. Les souches faiblement virulentes induiraient 

une réponse innée faible aboutissant à une virémie prolongée et une persistance de l’infection, 

alors que les souches très virulentes induiraient une forte inflammation et une élimination plus 

efficace (Morgan et al., 2013; Weesendorp et al., 2013). Ainsi, la comparaison des souches 

SU1-bel (type 1.3) et Lelystad (type 1.1) a dévoilé une plus forte réponse inflammatoire après 
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l’infection avec la souche SU1-bel (Amarilla et al., 2015). Cette forte réponse inflammatoire 

dans le type 1.3 est associée à des symptômes plus importants et une clairance virale plus rapide 

qu’avec le type 1.1. La clairance virale est inférieure à 20 jours pour le type 1.3 contre 30 jours 

pour le type 1.1 (Morgan et al., 2013).  

Dans le cas du type 2, plusieurs études révèlent les propriétés immunosuppressives du 

virus, bien que d’autres ne le confirment pas (revue(Rahe & Murtaugh, 2017)). Le virus persiste 

chez les porcs sans induire une forte inflammation. Les modes d’action de cette 

immunosuppression ne sont pas totalement élucidés mais les connaissances restent plus 

importantes que pour le type 1. Les pistes actuelles sont en faveur d’une diminution de l’activité 

présentatrice des DC via une infection, d’une inhibition de l’activité cytotoxique des cellules 

Natural Killers et d’une forte induction de lymphocytes T régulateurs (Treg). Butler et al. ont 

démontré un impact de l’infection de type 2 sur la différenciation des lymphocytes B sans 

identifier les mécanismes impliqués (revue (Butler et al., 2014)). Certains mécanismes 

d’échappement du virus aux anticorps neutralisants ont été découverts comme la présence 

d’épitopes « leurres » (Ostrowski et al., 2002) ou la glycosylation de protéines virales masquant 

les épitopes neutralisants (Ansari et al., 2006).  

 

 

Dans ce chapitre, il a été décrit que le SDRPv interagissait avec les réponses innée et 

adaptative du porc. Ainsi, la production d’interféron et les fonctionnalités des lymphocytes NK 

peuvent être impactées par l’infection. Les connaissances sur la réponse cellulaire et humorale 

face au SDRPv restent faibles. Le caractère immunosuppressif du virus reste débattu et semble 

varier selon la souche.  
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Objectifs 
 

La variabilité des réponses immunitaires anti-SDRPv a fait émerger de nouvelles 

hypothèses sur l’interaction entre le SDRPv et son hôte.  

 

Ainsi, l’existence de cibles cellulaires non identifiées est l’une des hypothèses les plus 

répandues. Les AM-like du poumon, cellules présentes dans le tissu et ayant un phénotype très 

proche des AM, sont l’une des cibles potentielles les plus probables. Alors qu’un consensus 

semble exister sur l’infection des DC différenciées in vitro par le type 2, aucune étude n’a 

jamais démontré une telle infection de DC primaires dans le cas des types 1 et 2. Au vu de ces 

connaissances, nous avons décidé d’étudier l’infection des AM-like et des DC par 

différentes souches européennes pour élucider si ces cellules peuvent être infectées in vivo. 

Un lien entre virulence et diversité des cellules infectées a été mis en évidence dans la muqueuse 

nasale en 2015 (Frydas et al., 2015). Nous tenterons de tester ce lien en utilisant différentes 

souches européennes lors de nos expériences d’infection.  

Salguero et al. suggèrent une diversité entre les souches européennes dans la capacité 

d’induction de la réponse immunitaire (Salguero et al., 2015). Pour tester cette hypothèse, 

nous avons étudié l’interaction entre les cellules présentatrices d’antigènes et plusieurs 

souches européennes, puis l’impact de cette interaction sur la polarisation des 

lymphocytes T helper. Quant au rôle de la réponse cellulaire dans une protection, il a été très 

peu étudié. Afin de tester le rôle de cette réponse in vivo, nous avons étudié la protection 

conférée par les lymphocytes lors d’un transfert entre porcs D/D histocompatibles. 

 La mise en place d’une réponse humorale neutralisante est retardée lors des infections 

de type 1 et 2. L’une des hypothèses proposées consiste en la prévention du développement 

d’un répertoire B adapté. Sachant que les macrophages des ganglions jouent un rôle important 

dans l’activation des lymphocytes B et que l’infection des macrophages ganglionnaires par le 

SDRPv a été très peu étudiée. Nous avons décidé d’étudier le ganglion de porc et plus 

particulièrement les cellules immunitaires de type macrophages et lymphocytes B. Après 

l’identification et la localisation de ces cellules, nous avons testé leur infection par le virus 

SDRPv et les conséquences possibles sur la réponse des lymphocytes B.  
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Question 1 : Existe-t-il des cellules dendritiques dans les alvéoles pulmonaires chez le 

porc? Sont-elles différentes de leurs homologues du tissu pulmonaire?  

Papier 1 : Broncho Alveolar Dendritic Cells and Macrophages Are Highly Similar to Their 

Interstitial Counterparts (Plos One, 2016) 

 

Question 2 : Quelle est la localisation exacte des AM-like ? Sont-elles équivalentes aux 

Pulmonary Intravascular Macrophages ? Sont-elles infectables par le SDRPv? 

Papier 2 : Porcine Alveolar Macrophage-like cells are pro-inflammatory Pulmonary 

Intravascular Macrophages that produce large titers of Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus (Scientific Reports, 2018) 

 

Question 3 : Les cellules dendritiques du poumon sont-elles infectables par les souches de 

SDRPv européennes ? Les infections de type 1.1 et 1.3 impactent-elles différentiellement 

la fonctionnalité des DC, la polarisation de la réponse T helper et l’induction d’une 

réponse cellulaire ?  

AM

AM-like

cDC1

cDC2

moDC

Problématisation des recherches de thèse

Site d’infection du SDRPv: 

Alvéole pulmonaire

Question 2 ? Papier 2

Question 3 ? Papier 3

Question 1 ? Papier 1

Question 4 ? Papier 4

Site d’induction de la 

réponse immunitaire : 
Ganglion

Migration des DCs

LB

Macrophages 

DCs
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Papier 3 : Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus type 1.3 Lena Triggers 

Conventional Dendritic Cells 1 Activation and T Helper 1 Immune Response without Infecting 

Dendritic Cells (Frontiers in Immunology, accepté en septembre 2018)  

 

Question 4 : Peut-on identifier et localiser les cellules immunitaires dans le ganglion de 

porc ? Ces cellules sont-elles infectables par le SDRPv ?  

Papier 4 : Identification, localization and interaction of macrophages and B cells in the 

inverted porcine lymph node at steady state and upon Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus infection (Soumission prévue en octobre 2018) 
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Papier n°1 : Les cellules dendritiques et les macrophages du lavage 

broncho-alvéolaire sont similaires à leurs homologues du tissu pulmonaire  
 

 

Introduction des travaux 

 

Dans certains modèles, les expérimentateurs n’ont pas accès aux DC du tissu pulmonaire. 

Pour pallier à cette problématique, les DC peuvent être collectées par lavage broncho-alvéolaire 

(BAL). Cette technique faiblement invasive permet par exemple la réalisation de prélèvements 

chez l’Homme. Néanmoins, à notre connaissance aucune comparaison entre DC du BAL et DC 

du tissu pulmonaire n’a jamais été réalisée. Le modèle porcin donne accès aux DC du BAL et 

du tissu pulmonaire pour un même individu. De plus, il a été montré que les DC porcines 

semblaient plus proches des DC humaines que murines (Maisonnasse et al., 2016). Nous avons 

donc décidé d’utiliser ce modèle pour comparer les DC de ces 2 environnements afin de déceler 

d’éventuelles différences liées à l’environnement des DC. En 2015, mon équipe a découvert 

des macrophages présents dans le tissu pulmonaire avec un phénotype proche des macrophages 

alvéolaires (AM). Ces macrophages ont été dénommés AM-like afin d’illustrer cette 

ressemblance. Dans ce papier, la comparaison de ces 2 populations est approfondie.  

 

Pour résumer cette publication, la numération des populations entre BAL et tissu 

pulmonaire a permis de révéler que le nombre absolu d’AM-like sur un lobe pulmonaire était 

10 fois moins important que le nombre d’AM. La comparaison du profil transcriptomique de 

10 gènes choisis pour leur différence d’expression entre BAL et tissu n’a révélé aucune 

différence entre les DC du BAL et du tissu. De plus, cette même comparaison entre AM et AM-

like n’a pas révélé de différence significative entre les 2 populations.  

 

Cet article a été publié dans la revue Plos One, le 19 décembre 2016.  
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Article : Plos One 2016 
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Discussion complémentaire  

 Dans ce papier, nous démontrons que l’expression de 10 gènes est identique entre 

les DC du BAL et du tissu pulmonaire. Le choix de ces 10 gènes repose sur leur expression 

différentielle entre les sous-types de DC et de macrophages lors de précédents travaux 

(Maisonnasse et al., 2016). Il ressort de cette étude que les DC du BAL sont un bon modèle 

pour étudier les DC du parenchyme car leur profil d’expression est proche. Des études 

fonctionnelles seraient nécessaires pour évaluer si les DC se comportent de manière identique 

selon leur localisation. En effet, l’environnement des cellules joue un rôle primordial dans leur 

fonctionnalité. Dans le BAL, les cellules sont au contact du surfactant. Le surfactant est un 

tensioactif composé de phospholipides et de protéines. Certaines protéines du surfactant 

peuvent impacter les fonctionnalités des cellules immunitaires notamment en augmentant la 

phagocytose des cellules apoptotiques ou des pathogènes et la production de cytokines ou 

d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) (revue (Pastva et al., 2007)). La présence du surfactant 

in vivo rend très difficile la modélisation d’un tel environnement in vitro pour les cellules issues 

du lavage broncho-alvéolaire.   

 Lorsque nous collectons des échantillons du poumon, les DC du BAL sont 2 à 3 fois 

moins nombreuses que leurs homologues pulmonaires. Malgré leur faible représentation, leur 

intérêt dans nos travaux est très important. En effet, les DC du BAL ne subissent pas de 

digestion lors de leur collection. Dans la suite de nos travaux, nous allons travailler sur les 

capacités d’infection et les fonctionnalités des DC. En analysant systématiquement, les DC de 

ces deux localisations différentes, cela nous permettra de nous assurer que la technique de 

collection des cellules (principalement la digestion tissulaire) n’a pas d’impact sur nos résultats.  

 Dans ces travaux, le gène MAFB semble différentiellement exprimé entre AM et AM-

like. Dans la suite de nos travaux, nous allons continuer la comparaison de ces macrophages, 

afin d’élucider le rôle et la localisation exacte des AM-like. En effet, les AM-like pourraient 

correspondre à des macrophages décrits dans les années 90, nommés Pulmonary Intravascular 

Macrophages (PIM).  

De manière étonnante, les moMacro décrits dans les travaux précédents de l’équipe 

n’ont pas été identifiés dans le BAL. Ce fait s’explique peut-être simplement par un nombre 

trop faible de cellules et une difficulté à les distinguer des AM et AM-like. Néanmoins, durant 

cette thèse, il s’est avéré que la collection et l’étude de ces cellules étaient inconstantes et 
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incompatibles avec d’autres stratégies de tri cellulaire. Pour ces raisons, l’étude des moMacro 

dans le poumon a été abandonnée dans l’ensemble des travaux suivants.  

  



79 
 

Papier n°2 : les AM-like correspondent aux Pulmonary Intravascular 

Macrophages et sont susceptibles à l’infection par le SDRPv 
 

 

Introduction des travaux  

 

Dans cet article, nous nous focalisons sur les AM-like décrits dans les travaux 

précédents. L’une de nos hypothèses de travail est que les AM-like pourraient correspondre aux 

Pulmonary Intravascular Macrophages (PIM) déjà décrits par d’autres équipes chez le porc 

mais très rarement isolés. Afin d’étudier cette hypothèse, nous allons utiliser des bactéries 

fluorescentes afin de tester si les AM-like sont en position intravasculaire ou non.  

Dans le cas de l’infection SDRPv, les AM sont la cible cellulaire principale du virus. 

Au vu de la ressemblance phénotypique entre AM et AM-like notamment pour l’expression du 

marqueur CD163, l’infection des AM-like par le SDRPv (noté PRRSV en anglais) semble 

probable. Dans ce papier, nous testons l’infection in vitro et in vivo des AM-like par le SDRPv, 

ainsi que la production de cytokines par ces cellules après infection.  

La forte ressemblance entre AM et AM-like soulève la question d’une origine commune 

de ces cellules. Il a été montré que les AM sont résidentes dans le tissu, capables de s’auto-

renouveler et ont une origine embryonnaire. Afin d’adresser cette question, l’étude par RT-

qPCR de l’expression de gènes généralement associés à l’origine embryonnaire a été conduite 

dans les AM-like.  

 

Pour résumer ces travaux, l’utilisation de bactéries fluorescentes a révélé la localisation 

intravasculaire des AM-like et le fait que les AM-like sont bien des PIM. Des infections in vitro 

et in vivo par le SDRPv ont révélé une forte capacité d’infection des AM-like/PIM, égale à celle 

des AM et une production de cytokines inflammatoires par ces cellules en réponse à l’infection. 

La comparaison de l’expression de gènes associés à l’origine embryonnaire des AM/PIM a 

demontré un profil fortement similaire entre AM et AM-like/PIM, en accord avec l’hypothèse 

d’une origine embryonnaire des AM-like/PIM.  

 

Cet article a été accepté dans Scientific Reports, le 5 juillet 2018.  
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Article : Scientific Reports 2018 
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Discussion complémentaire 

Dans cette étude, la localisation intravasculaire des PIM/AM-like et leur forte capacité 

d’infection par le SDRPv appuient l’hypothèse qu’elles pourraient être impliquées dans la mise 

en place de la virémie. Dans nos travaux, une corrélation existe entre virémie et niveau 

d’infection des PIM/AM-like. Néanmoins, les contraintes techniques et économiques n’ont pas 

permis d’accéder à un nombre important d’individus, affaiblissant les conclusions statistiques. 

Il serait intéressant de réétudier cette corrélation avec un nombre plus important d’individus. 

De surcroît, une variabilité dans l’expression de CD163 chez les AM-like a été observée et cette 

expression semblait corrélée au niveau d’infection des AM-like. Il serait donc passionnant de 

comparer virémie, niveau d’expression de CD163 et niveau d’infection de AM-like. Une 

expérience idéale serait de rendre possible une déplétion des PIM/AM-like in vivo avant 

l’infection par le SDRPv et de comparer la cinétique de virémie chez les animaux déficients en 

PIM/AM-like. La déplétion des PIM peut être réalisée par injection de liposomes de chlodronate 

et/ou de chlorure de gadolinium (revue (Schneberger et al., 2012)). 

Afin de détecter la réplication virale, nous utilisons des approches de RT-qPCR et de 

titration du surnageant de culture des AM-like. Avant de choisir ces approches, d’autres 

stratégies ont été envisagées et testées sans conférer de meilleurs résultats. Pour l’approche de 

RT-qPCR, les amorces que nous utilisons sont dirigées sur le brin d’ARN positif du SDRPv 

qui correspond au génome viral. Ces amorces ne permettent pas de distinguer les ARN 

constitutifs des particules virales des ARN produits lors de la réplication dans les cellules. Nous 

avons testé des techniques visant à détecter uniquement les brins d’ARN produits lors de la 

réplication. En effet, la complexité de la réplication virale du SDRPv permet d’envisager la 

détection des brins d’ARN subgénomiques négatifs produits lors de la réplication. La détection 

de ces brins permettrait des conclusions plus solides que celles basées sur la détection du 

génome viral. En effet, les macrophages étant des cellules phagocytaires, il est possible qu’une 

partie de l’ARN détecté provienne de la phagocytose ou de l’ARN génomique contenu dans 

des virions fixés à la membrane cellulaire. Malheureusement, ces stratégies de détection se sont 

avérées soit infructueuses soit peu fiables.  

Quant à l’origine des macrophages étudiés, l’analyse des gènes HDAC10 et PU.1 peut 

participer à l’hypothèse d’une origine embryonnaire de ces cellules. Chez la souris, les AM ont 

une origine embryonnaire et se renouvellent après la naissance de manière indépendante des 

monocytes du sang (Yona et al., 2013; Guilliams et al., 2013). Dans le modèle murin, de 
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nombreuses approches existent pour étudier l’origine des cellules. Ainsi, on peut citer les 

expériences de déplétion et de transfert à l’aide de souris congéniques CD45.1+ et CD45.2+ 

qui permettent d’identifier si les cellules qui colonisent le tissu après la déplétion sont 

originaires de la souris « donneuse » ou « receveuse ». Néanmoins, il faut garder à l’esprit que 

toute expérience de déplétion ne mime pas les conditions naturelles où il est rare qu’une grande 

partie des macrophages d’un tissu soit éliminée. Récemment, de nouvelles approches ont 

émergé telles que l’utilisation de souris parabiotiques qui partagent la même circulation 

sanguine. Les avancées technologiques permettent de suivre les cellules originaires d’une 

cellule précurseur via des approches combinées de recombinases inductibles, de constructions 

fluorescentes et de microscopie intravitale (revue (Kretzschmar & Watt, 2012)). Chez le porc, 

de telles approches sont extrêmement difficiles à mettre en place. L’une des approches 

envisageables serait la comparaison des profils transcriptomiques et protéomiques des AM et 

des AM-like avec d’autres espèces. Une telle approche a été réalisé chez le mouton et le porc, 

sur des macrophages, des monocytes et des DC, et a permis d’identifier des gènes conservés 

entre espèces au sein des sous-populations cellulaires (Vu Manh et al., 2015) 

Une étude transcriptomique en cours et menée par Nicolas Bertho, Elisa Crisci et 

Elisabetha Giuffra, avec la participation de Marco Moroldo et de moi-même a permis de 

comparer les AM et les AM-like par une approche de RNA-Seq. Cette étude a mis en évidence 

1038 gènes différentiellement exprimés (DE) entre AM et PIM/AM-like alors qu’il existe 2392 

gènes DE entre cDC1 et cDC2, et 6494 gènes DE entre cDC1 et AM. Une analyse Ingenuity 

Canonical Pathways a révélé que 92 voies de signalisation étaient différentiellement exprimées 

entre AM et PIM/AM-like. Parmi les gènes différentiellement exprimés, la plupart sont 

impliqués dans le contact entre les cellules, les jonctions serrées et des protéines de la matrice 

extracellulaire. Notamment, le gène SCARA-5 (aussi nommé macrophage scavenger receptor 

1 : MSR1 ou CD204) correspond à un récepteur présent sur la membrane des macrophages et 

est impliqué dans l’adhésion de pathogen-associated molecular patterns (PAMP). De manière 

intéressante, il existe un anticorps dirigé contre le récepteur humain SCARA-5, ce qui 

permettrait d’avoir accès à un marqueur pour différencier AM et AM-like dans nos analyses de 

cytométrie en flux et d’explorer l’implication éventuelle des PIM dans certaines pathologies 

inflammatoires humaines.  

 Au vu de nos résultats, les AM et AM-like ont un phénotype très proche malgré un 

environnement très différent. En effet, les AM sont au contact du surfactant alors que les AM-
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like sont au contact du sang. On peut s’interroger sur une telle ressemblance malgré des 

environnements aussi différents. En effet, même si les macrophages d’origine embryonnaire 

dérivent des mêmes précurseurs, ces cellules auront des fonctions très différentes dans les 

tissus. Il a été montré que l’environnement tissulaire dirige l’acquisition des fonctionnalités des 

macrophages spécifiques d’un organe et ceux-ci par l’intermédiaire de facteurs de transcription 

spécifiques de cet organe. Ainsi l’environnement, par l’intermédiaire des molécules comme 

PPAR-, l’acide rétinoïque ou TGF- active différentiellement des programmes d’expression 

de gènes lorsque les précurseurs de macrophage colonisent un tissu. Ces programmes 

d’expression vont aboutir à l’expression de facteurs de transcription spécifiques du tissu qui 

eux-mêmes vont réguler en collaboration avec PU.1, la mise en place du profil d’expression 

spécifique du tissu dans le macrophage. Ces mécanismes expliquent comment des macrophages 

avec des fonctionnalités si différentes peuvent émerger de précurseurs identiques (Gautier et 

al., 2012; Lavin et al., 2014; Gosselin et al., 2014)).  
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Papier n°3 : La souche Lena type 1.3 induit une activation des cDC1 et une 

polarisation vers une réponse Th1 sans infecter ces cellules 
 

Introduction des travaux 

Alors qu’un consensus existe sur l’infection in vitro des DC par le type 2, aucune 

démonstration in vivo n’a été faite pour le type 1. De plus, une variabilité dans les capacités 

d’infection semble exister au sein des souches européennes. Frydas et al. ont démontré que les 

souches Lena et Lelystad (LV) infectaient un panel de cellules différent dans les muqueuses 

nasales (Frydas et al., 2015). Salguero et al. ont quant à eux suggéré que la virulence serait 

reliée à la capacité d’interaction entre les DC et les souches européennes. Dans cette hypothèse, 

ils supposent que la faible réponse immunitaire induite par les souches de type 1 peu virulentes 

ne serait pas due à un caractère immunosuppresseur du virus mais à un défaut de reconnaissance 

du virus par les DC (Salguero et al., 2015). 

Dans ce papier, nous utilisons 3 souches européennes de type 1 : les souches de type 1.1 

Lelystad (LV) et Flanders13 (FL13) et la souche de type 1.3 Lena. L’utilisation de ces 3 souches 

ayant des degrés de virulence différents sera un atout pour étudier le lien potentiel entre la 

virulence et la capacité du SDRPv à infecter les DC. Notre but est d’identifier si les infections 

de type 1.1 et 1.3 impactent différentiellement la fonctionnalité des DC, la polarisation de la 

réponse T helper et l’induction d’une réponse cellulaire. 

 

Pour résumer cette publication, l’étude de l’infection des DC par les 3 souches 

européennes in vitro et in vivo n’a révélé aucune infection substantielle des cDC1, cDC2 et 

moDC. Lorsque les DC sont cultivées avec les 3 souches puis mises en contact avec des 

lymphocytes allogéniques, expérience nommée Mixed Lymphocytes Reaction assay (MLR), la 

souche Lena se distingue des souches de type 1.1. En effet, cette souche induit une polarisation 

de type Th1 alors qu’un tel résultat n’est pas observé avec les autres souches. Afin de collecter 

des indices in vivo, sur la possibilité d’une telle polarisation par la souche Lena, le profil 

cytokinique de DC provenant de porcs infectés par Lena ont été comparés à ceux de porcs non 

infectés. Le but de cette analyse est d’essayer d’appréhender si cette infection impacterait les 

fonctionnalités des DC in vivo.  

 

Cet article est accepté dans Frontiers in Immunology.   
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Abstract 

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus (PRRSV) is an arterivirus responsible 

for highly contagious infection and huge economic losses in pig industry. Two species, PRRSV-

1 and PRRSV-2 are distinguished, PRRSV-1 being more prevalent in Europe. PRRSV-1 can 

further be divided in subtypes. PRRSV-1.3 such as Lena are more pathogenic than PRRSV-1.1 

such as Lelystad or Flanders13. PRRSV-1.3 viruses trigger a higher Th1 response than PRRSV-

1.1, although the role of the cellular immune response in PRRSV clearance remains ill defined. 

The pathogenicity as well as the T cell response inductions may be differentially impacted 

according to the capacity of the virus strain to infect and/or activate DCs. However, the 

interactions of PRRSV with in vivo-differentiated-DC subtypes such as conventional DC1 

(cDC1), cDC2 and monocyte-derived DCs (moDC) have not been thoroughly investigated. 

Here, DC subpopulations from Lena in vivo infected pigs were analyzed for viral genome 

detection. This experiment demonstrates that cDC1, cDC2 and moDC are not infected in vivo 

by Lena. Analysis of DC cytokines production revealed that cDC1 are clearly activated in vivo 

by Lena. In vitro comparison of 3 Europeans strains revealed no infection of the cDC1 and 

cDC2 and no or little infection of moDC with Lena, whereas the two PRRSV-1.1 strains infect 

none of the 3 DC subtypes. In vitro investigation of T helper polarization and cytokines 

production demonstrate that Lena induces a higher Th1 polarization and IFNγ secretion than 

FL13 and LV. Altogether, this work suggests an activation of cDC1 by Lena associated with a 

Th1 immune response polarization.  
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Introduction  

The Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus (PRRSV) is responsible for 

huge economic losses in pig industry. PRRSV belongs to the Nidovirales order, the 

Arteriviradae family and the Porartevirus genus (ICTV 2017 Release). Two different species, 

PRRSV-1 and PRRSV-2 are now distinguished [1]. PRRSV-1 have further been divided into 4 

subtypes. PRRSV-1 subtype 1 (PRRSV-1.1) is present in all part of Europe, while PRRSV-1.2, 

1.3 and 1.4 are mostly present in Eastern Europe [2]. PRRSV-1.3 such as Lena, are more 

pathogenic than PRRSV-1.1 as Lelystad virus (LV) [3; 4; 5; 6]. The infection by PRRSV-1.3 

is characterized by higher body temperature, more sever clinical signs and lung pathology 

compared to PRRSV-1.1, whereas viremia and lung viral load are not consistently higher [5; 

7]. A lag of several weeks in the clearance of the PRRSV has been observed, mostly attributed 

to a delay in neutralizing antibodies appearance, although an inhibition of the cellular IFNγ 

response, less studied, might also be involved (for review see [8; 9]). It has been reported that 

virulent PRRSV-1.3 induced a strong early inflammatory response associated with an enhanced 

adaptive cellular immune response that may participate to their higher pathogenicity [5]. The 

main cellular targets of PRRSV are macrophages [10]. Extracellular sialoadhesin 

(CD169/Siglec-1) mediates viral internalization via interaction with viral protein GP5/M 

heterodimer while CD163 receptor plays a role in viral internalization and disassembly 

interacting with GP2 and GP4 viral proteins [11]. In addition to macrophages, other immune 

cells have been described to be permissive to PRRSV in vitro. Cultured blood monocytes, 

monocyte-derived dendritic cells (moDCs) [12] and bone marrow-derived dendritic cells 

(bmDC) [13] are susceptible to infection by a large range of PRRSV-1 strains. Nevertheless, in 

vitro differentiation conditions might strongly impact the susceptibility of DC/macrophages to 

PRRSV [14]. In 2013, Frydas et al. showed that virulent PRRSV-1.3 such as Lena were able, 

ex vivo, to infect a broader range of monocytic lineage subpopulations than LV PRRSV-1.1 
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[15].  

Dendritic cells (DCs) and macrophages are mononuclear phagocyte cells (MPC) 

belonging to the mononuclear phagocyte system [16]. DCs are key inducers of adaptive immune 

responses, they migrate from infected tissues to lymph nodes in order to present antigens and 

induce the humoral and cellular adaptive immune responses. One running hypothesis is that the 

differences in pathogenicity of the PRRSV strains might be due to their differential abilities to 

infect or activate DCs, impacting the inflammatory response as well as the mounting of a 

protective adaptive immune response. Two studies tentatively tackled the lung DCs infection 

in vivo by PRRSV-1 and 2 respectively [17; 18]. However, none of them clearly defined nor 

distinguished DCs and macrophages, leading to results that cannot be clearly interpreted in 

terms of DCs/PRRSV interactions. We recently identified porcine respiratory DC and 

macrophage subpopulations and classified them according to a nomenclature proposed by 

Guilliams et al. [19; 20]. In accordance with knowledge in human and mice, we observed that 

porcine respiratory DCs presented migratory and naïve T-cell stimulation capacities. 

Conventional DC1 preferentially inducing a T-helper (Th) 1 response, cDC2 a Th2 response 

and monocyte-derived DC (moDC) a Th17 response. Moreover moDC produced inflammatory 

cytokines such as IL1 and IL8, and their proportion increased upon viral infection [21]. These 

populations represent in vivo differentiated respiratory DCs and macrophages which can be 

investigated for their interactions with PRRSV in their natural in vivo environment.  

In order to explore the role of PRRSV/DCs interactions in the induction of the immune 

response, we studied the infection of primary lung DCs in vivo and in vitro as well as the impact 

of PRRSV infection on DCs functionalities. Highly virulent Lena PRRSV-1.3 was tested in 

vivo and compared in vitro with two PRRSV-1.1, namely LV and the newly emerging 

pathogenic Flanders13 (FL13) [15]. We found that primary lung DCs were not infected by any 



100 
 

of these strains and that a strong cDC1/Type 1 immune response was activated by Lena, but not 

by FL13 and LV. 

 

Methods  

 

Virus production and titration 

The 3 strains of PRRSV used in this study were kindly provided by Dr. Hans Nauwynck, 

(University of Ghent, Belgium). The highly pathogenic Lena PRRSV-1.3 was used for in vivo 

and in vitro infections. Lena has been isolated in Belarus in 2007 from a herd with mortality, 

reproductive failures and respiratory disorders [22]. Lelystad virus was identified in the 

Netherlands in 1991 [23] and Flanders13 13V091 was isolated in Belgium in 2013 in farms 

experiencing uncommon long-lasting anorexia, fever and respiratory problems within the first 

two weeks after weaning during enzootic PRRSV infection.  

Lena viral stock for in vivo experiment was produced using SPF piglets AM. The production 

was tested negative for PCV2, swine Influenza, Mycoplasma hyopneumoniae, classical swine 

fevers as well as African swine fever. A bacteria culture was also negative. For in vitro 

experiments, Lena, Fl13 and LV stocks were produced using fresh SPF primary alveolar 

macrophages. Supernatants from infected cells were clarified by centrifugation at 3,300G, 

filtered on 0.8µm. Then 30 ml of supernatant were layered on 4ml 17% sucrose cushion and 

centrifuged at 100,000G for 5h30min. The pelleted virus was resuspended in RPMI. Titration 

of viruses were performed on fresh primary alveolar macrophages using Spearman-Karber 

TCID50 method according to the OIE manual of diagnostic tests (OIE, “Chapter 2.8.7 Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome,” Terr. Man., no. May 2015, 2015.).  

 

In vivo infection and tissue collection 

For in vivo experiment, PRRSV infection was performed at ANSES (Ploufragan, France). The 
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animal experiment was authorized by the French Ministry for Research (authorization no. 

2015060113297443) and protocols were approved by the national ethics committee 

(authorization no. 07/07/15-3). Eight Large White piglets coming from a nucleus herd (free 

from PRRSV, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae) used as control 

in another publication [24], were housed in biosecurity level-3 air-filtered animal facilities. 

Treatments, housing, and husbandry conditions were conformed to the European Union 

Guidelines (Directive 2010/63/EU on the protection of animals used for scientific purposes). 

At 10 weeks of age, 4 pigs were inoculated intranasally with Lena (5.105 TCID50/per animal 

in 2.5 ml per nostril). Ten days post infection, animals were anesthetized (Zoletil, Virbac, 

France) and exsanguinated. Broncho-alveolar lavage (BAL) cells were collected using 500 ml 

of PBS + 2 mM EDTA (PBS/EDTA) for each lung. After BAL procedure, peripheral 

parenchymal tissue from diaphragmatic lobes (PAR) were sampled, minced and incubated in 

complete RPMI consisting of RPMI 1640 medium supplemented with 100 IU/ml penicillin, 100 

mg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine and 10% inactivated fetal calf serum (FCS) (Invitrogen, 

Paisley, UK). Tissue digestion was performed by adding 2 mg/ml collagenase D (Roche, 

Meylan, France), 1 mg/ml dispase (Invitrogen) and 0.1 mg/ml Dnase I (Roche). Digested PAR 

was crushed and filtered on 100 µm cell strainers. Red blood cells were lysed using erythrolysis 

buffer (10 mM NaHCO3, 155 mM NH4Cl and 10 mM EDTA) for 10 min at 37°C. Cells were 

washed in PBS/EDTA and frozen in FCS + 10% dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, 

St Louis, MO).   

 

In vitro infection 

For in vitro experiments, lungs from conventionally bred Large White sows were obtained from 

a commercial slaughterhouse. All tested samples were negative for PRRSV. Cells were 

collected and processed as for in vivo experiments (section 2.2). Cell preparations were then 
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enriched in mononuclear phagocyte cells by 1.065 density iodixanol gradient (Optiprep®, 

Nycomed Pharma, Oslo, Norway) as previously described [25]. These gradient-enriched 

mononuclear phagocyte cell preparations will be further referred as gradient-enriched MPC. 

Infections (FL13, LV and Lena) were performed on fresh enriched MPC, 24h, in complete 

RPMI at MOI 0.5 suitable for the detection of cell infection using the anti-N intracellular 

staining and FACS analysis (see below). In order to avoid MPC adherence, incubations at 37°C 

were performed in Corning-Costar 50 ml polypropylene centrifuge tubes, with the cap drilled 

for air renewal. Two complementary negative controls were performed, inactivated Lena virus 

incubated at 37°C and live LV, FL13 and Lena viruses incubated with cells at 4°C for the whole 

24h culture time.  

For purified DC subtypes (cDC1, cDC2, moDC) and Macrophages (AM and AM-like) infection, 

cells were sorted as described in cell-sorting section (section 2.4). Then, Lena infections were 

performed in complete RPMI for 24 hours at a multiplicity of infection (MOI) of 0.001, suitable 

for the detection of cell infection using the highly sensitive RT-qPCR method (section 2.5).  

 

Cell sorting and flow cytometry analysis 

Isolated BAL and PAR cells were stained in blocking solution, composed of PBS/EDTA 

supplemented with 5% Horse Serum and 5% Swine Serum. Antibodies were added to the 

blocking solution for 30 min on ice and then washed in PBS/EDTA with 2% FCS (for antibodies 

refer to Table 1). Staining were made in 4 steps, the uncoupled primary antibodies of different 

species/isotypes (Chicken anti-CadM1, mouse IgG1 anti-CD172a, mouse IgG2a anti-CD1,  

mouse IgG2b anti-MHC-II) followed by the secondary species/isotype specific fluorochrome-

coupled antibodies (anti-chicken-Alexa647, anti-mouse IgG1-Alexa488, anti-mouse IgG2a-

PE-Cy7, anti-mouse IgG2b APC-Cy7), then the fluorochrome-coupled or biotinylated primary 

antibodies anti-CD163-PE, biotinylated anti-CD11c) followed by the streptavidin-coupled 
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Alexa700 fluorochrome. DAPI staining (Sigma-Aldrich) was performed to exclude dead cells. 

Compensations were set according to monocolor staining. When needed, fluorescence minus 

one (FMO) controls, using isotype control for the unstained channel, were used to ascertain the 

specificity of the staining (CD169, N, CD80/86, CD40, MHC-I, MHC-II expressions). MoFlo 

ASTRIOS sorter (Beckman-Coulter, Paris, France) was used to isolate specific cell 

subpopulations. FlowJo software (version 10.1.0, Tree Star, Ashland, OR) was used to analyze 

subpopulation prevalence. Population prevalence is expressed as percentage of MHC-

IIhigh/CD11cpos cells. Cells were analyzed using an LSRFortessa cytometer and Diva software 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey).  

For intracellular virus detection, cells were stained using the same strategy as for cell-sorting. 

An additional intracellular staining step was performed using BD Cytofix/Cytoperm™ (Becton-

Dickinson, Belgium), according to the manufacturer’s instructions using an antibody against 

viral N protein (mouse IgG1, clone BIO 276, Bio-X Diagnostic) and a secondary anti-IgG1-

PerCP-e710. In this case anti-MHC-II MSA3 (mouse IgG2a) and anti-CD172a 74-22-15a 

(mouse IgG2b) primary antibodies instead of Th21A and 74-22-15 respectively, as well as 

directly coupled CD1-FITC were used. 
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Table 1: Antibodies used for MPC cell sorting and infection analysis by flow cytometry  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RNA extraction and RT-qPCR on sorted cells 

Total RNA from sorted cells was extracted using the Arcturus PicoPure RNA Isolation kit 

(ThermoFisher Scientific, St Aubin, France) according to the manufacturer’s instructions. The 

RNase-Free DNase Set (Qiagen, France) was used to remove contaminating DNA. Reverse 

transcription was made using Multiscribe reverse transcriptase (ThermoFisher Scientific) 

according to manufacturer’s instructions. Relative mRNA expression was evaluated by qPCR 

using the iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, CA). Relative gene 

expression was assessed according to ΔCt method. Ribosomal protein S24 (RPS24) and 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used as reference genes as 

previously described in pig lung [21; 26]. For viral transcripts, primers were designed on the 

Lena protein N nucleocapsid sequence. In all in vivo and in vitro infection, data were 

normalized on RPS24 and GAPDH reference genes, previously tested for stable expression 

among MPC subsets and upon PRRSV infection (data not shown). Since normalization with 

RPS24 or GAPDH gave similar results, only RPS24 normalization is depicted in the figures 4, 

5, 6 and supplementary 1. Primers used are described in Table 2. Titration of viral particles 

using RT-qPCR detection, set a limit of detection <1,000 particles (Ct<35). 

Antibody Clone Isotype Specie Dilution Supplier 

CadM1 3E1 IgY Chicken 250 MBL 

CD11c 3A8 IgG1 Mouse 100 Homemade 

CD11c-biot 3A8 IgG1 Mouse 100 Homemade 

CD163-PE 2A10/11 IgG1 Mouse 20 Biorad 

CD172a/Sirpα 74-22-15 IgG1 Mouse 250 WSU 

CD172a/Sirpα 74-22-15a IgG2b Mouse 250 WSU 

CD1  76-7-4 IgG2a Mouse 125 WSU 

CD1-FITC 76-7-4 IgG2a Mouse 125 Southern Biotech 

MHCII (SLAII) MSA3 IgG2a Mouse 250 WSU 

MHCII (SLAII) Th21A IgG2b Mouse 250 WSU 

Viral protein N BIO276 IgG1 Mouse 1/30 Bio-X Diagnostic 
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Table 2: Primers used for RT-qPCR 

Gene Sequences (5’-3’) Gene ID Size Efficiency 

FcεRIα 
F : CAGGTGTCCTTGAATCCCCC 

R : GGCATCTGTATTTGCCGCTG 
 

100152827 74 bp 1.07 

FOXP3 
F : GGTGCAGTCTCTCTGGAACAA 

R : GGTGCCAGTGGCTACAATAC 
 

444998 148 bp 1.10 

GATA3 
F : GTCTAGCAAATCCAAAAAGTGCAA 

R : GGGTTGAACGAGCTGCTCTT 
 

733631 75 bp  1 

GAPDH 
F : CACCATCTTCCAGGAGCGAG 

R : CCAGCATCACCCCACTTGAT 
 

396823 51 bp  1 

IFNα 
F : TCTGCAAGGTTCCCAATGG 

R : GGCATTGCAGCTGAGTAGCA 
 

397686 69 bp 0.93 

IFNβ 
F : TGTGGAACTTGATGGGCAGA 

R : GAATGGTCATGTCTCCCCTGG 
 

445459 92 bp 0.98 

IFNγ 
F : TGGTAGCTCTGGGAAACTGAATG 

R : TGGCTTTGCGCTGGATCT 
 

396991 79 bp 1.01 

IL4 
F : GCCGGGCCTCGACTGT 

R : TCCGCTCAGGAGGCTCTTC 
 

397225 68 bp  1.06 

IL6 
F : CTGCTTCTGGTGATGGCTACTG 

R : GGCATCACCTTTGGCATCTT 
 

399500 69 bp  0.94 

Il8 
F : TCCTGCTTTCTGCAGCTCTCT 

R : GCACTGGCATCGAAGTTCTG 
 

396880 71 bp  0.72 

IL10 
F : GAGCCAACTGCAGCTTCCA 

R : TCAGGACAAATAGCCCACTAGCTT 
 

397106 65 bp 1.01 

IL12p35 
F : CGTGCCTCGGGCAATTATAA 

R : CAGGTGAGGTCGCTAGTTTGG 
 

397053 66 bp 0.99 

IL12p40 
F : GGAGCACCCCACATTCCTACT 

R : TTCTCTTTTGTTCTTGCCCTGAA 
 

397076 68 bp  0.98 

IL13 
F :CTGACCACCAGCATGCAGTACT 

R : CGCTGGCAGTCGGAGATGTT 
 

396721 59 bp 0.93 

IL17 
F : CCAGACGGCCCTCAGATTAC 

R : GGTCCTCGTTGCGTTGGA 
 

449530 65 bp  0.98 

IL21 
F : AAATAGTCATCTGCCTGATGGTCAT 

R : AGGCGATCTTGTCCTTGGAA 
 

403123 76 bp 1 

MerTK 
F : CCGAACTCTGTAATCGCTTCTTG 

R : TGCACTTCCGCCGTGACTA 
 

100519652 65 bp  0.74 

N Lena viral 

RNA 

F : ATGGCCAGCCAGTCAATCAG 

R : GGAACGTTCAGTTCCGGTGA 
 

1494888 166bp 0.95 

N FL13 viral 

RNA 

F : GGGAATGGCCAGTCAGTCAA 

R : ATCTTCAGCAGCTAGGGGGA 
 

1494888 134bp 0.95 

RORγt 
F : CCTGGCCCTGGGCATGT 

R : TGTTCTAGCAGCGTCCGAAGT 
 

100622477 138 bp  1.09 

RPS24  

ref. gene 

F : AAGGAACGCAAGAACAGAATGAA 

R : TTTGCCAGCACCAACGTTG 
 

100155012 62 bp 0.98 

T-bet 
F : TGCAGTCCCTCCATAAGTACCA 

R : GCCTCTGGCTCACCATCATT 
 

100518804 67 bp  0.81 
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TGFβ 
F : GAAGCGCATCGAGGCCATTC 

R : GGCTCCGGTTCGACACTTTC 
 

397078 162 bp 0.85 

TNFα 
F : TGGTGGTGCCGACAGATG 

R : CAGCCTTGGCCCCTGAA 
 

397086 64 bp 0.96 

XCR1 
F : CGATGCCGTCTTCCACAAG 

R : GGAACCACTGGCGTTCTGA 
 

414375 61 bp 1.01 

 

 

Maturation markers surface expression 

Expression of CD80/CD86, CD40, MHC-I and MHC-II on DCs were studied by flow 

cytometry. Gradient-enriched MPC were cultured for 24 or 48 hours with PRRSV (FL13, LV 

and Lena) at MOI 0.5. For CD80/CD86 staining, the protein expressed by the human 

recombinant CD152 gene genetically fused with the Fc portion of the murine IgG2a sequence 

was used (Ancell, Bayport, MN, USA) (see Table 3).   

Table 3: Antibodies used for maturation markers expressions and allogeneic lymphocytes 

proliferation assays 

 

 

 

 

 

 

Mixed Lymphocytes Reaction assay 

Mixed Lymphocytes Reaction (MLR) assays were performed as previously described [27]. 

Briefly, fresh peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from Melanoma Libechov Mini pigs 

were isolated on Ficoll-Paque density gradient (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). 

Fresh parenchymal gradient-enriched MPC were cultured at 1.106 cells/ml for 24 hours with 

PRRSV (FL13, LV and Lena) at MOI 0.5 in complete RPMI. Following tests at different 

MPC:PBMC ratio (from 1:2 to 1:12), the 1:6 ratio has been selected for fresh MPC:PBMC final 

Antibody Clone Isotype Specie Dilution Supplier 

CD152-muIg (CTLA-4) 
 

IgG2a Mouse 50 Ancell 

CD40 G28.5 IgG1 Mouse 25 Genetex 

MHC-I JM1E3 IgG1 Mouse 50 BioRad 

CD3 8E6 IgG1 Mouse 100 WSU 

CD4 74-12-4 IgG2b Mouse 100 WSU 
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co-culture, with final total cell concentration of 2 x 106 per ml in complete RPMI. After 3 days 

of co-culture, total RNA was extracted and gene expression were analyzed by RT-qPCR. Four 

transcriptions factors (T-bet, GATA3, RORγT and FOXP3) and cytokines (IFNγ, IL13, IL17 and 

TGFβ) expression were chosen as indicators of T-helper polarization (respectively Th1, Th2, 

Th17 and Treg). IL13 has been chosen instead of IL4 because IL13 has been reported as a better 

porcine Th2 marker than IL4[28]. Data were normalized as described above in the RT-qPCR 

section. The same PBMC were CFSE stained and co-cultured with allogeneic infected gradient-

enriched MPC in order to evaluate their proliferation rate. After 5 days of culture cells were 

stained using anti-CD3 and CD4 antibodies (Table 3) and their corresponding isotype-specific 

secondary antibodies and analysed on LSR Fortessa flow cytometer.  

 

Cytokine Bead Assay 

In order to measure production of cytokines by MPC in response to infection, gradient-enriched 

MPC were infected with PRRSV (FL13, LV and Lena) for 24 hours at MOI 0.5 in complete 

RPMI and supernatants were collected. Cytokine production was measured by Cytokine Bead 

Assay (CBA) as previously described [21], using capture and detection antibodies combinations 

described in Table 4.  

 

Statistical analysis  

All data were analyzed using R software (version 3.4.0) upgraded with FactoMineR package 

(version 1.39) [29]. Non-parametric approaches were chosen due to the few number of samples 

available. The Mann-Whitney’s test was used to compare unpaired samples based on ranking. 

For paired samples, the Wilcoxon matched-pairs signed rank test was used. Statistical tests and 

p-values are indicated in the relevant figure legends. MPC cytokine profile after in vivo 

infection of pigs were analyzed using Principal Component Analysis method (PCA). PCA 
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multivariate analysis is a dimension-reduction tool that permit to reduce a large set of variables 

to a smaller one which still contains most of the information. A first PCA analysis was 

performed on BAL and PAR subpopulations in order to validate subpopulation clusters. 

Regarding quality and quantity of RNA, only 3 out of 4 cell-sorting samples were included for 

cytokine expression analysis. A second PCA analysis was performed on cytokines expressions 

from the 3 DCs populations and the 2 tissues (PAR and BAL) separately.  

 

Table 4: Antibodies used for CBA 

 

  

Cytokine 
Capture antibodies  Detection antibodies (biotinylated) 

Clone Supplier  Clone Supplier 

IL-1β 77724 R&DSystems  pAb (#BAF681) R&DSystems 

IL-2 A150D3F1 Invitrogen  A150D8H10 Invitrogen 

IL-4 A155B16F2 Invitrogen  A155B15C6 Invitrogen 

IL-6 pAb (#AF686) R&DSystems  pAb (#BAF686) R&DSystems 

IL-8 105105 R&DSystems  pAb (#BAF535) R&DSystems 

IL-10 148801 R&DSystems  945A1A926C2 Invitrogen 

IL-12 G9 KingfisherBiotech  116211 R&DSystems 

IL-13 pAb (#PB0094S) KingfisherBiotech  pAb (#PBB0096S) KingfisherBiotech 

IL-17 pAb (#KP0498S) KingfisherBiotech  pAb (#KPB0499S) KingfisherBiotech 

TNFα 103104 R&DSystems  103302 R&DSystems 

IFNα F17 R&DSystems  K9 R&DSystems 

IFN A151D5B8 Invitrogen  A151D13C5 Invitrogen 
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Results  

Dendritic cells are not infected in vivo and in vitro by Lena  

Thanks to our previous work defining the phenotype and functions of the pig lung DC 

populations (cDC1, cDC2 and moDC) [21] we were able to refine our gating strategy in order 

to define each population by 4 to 5 different criterions, thus rendering our gating less sensitive 

to inflammation-induced markers modifications (Figure 1A). We used our newly described 

anti-CD11c antibody to gate myeloid cells [30]. Conventional DC1 previously defined as 

MHC-IIhigh/CD163neg/CD172aneg/low will be defined here as MHC-

IIhigh/CD163neg/CD172aneg/low/CD11cpos/CadM1pos (Figure 1A). Conventional DC2 previously 

defined as MHC-IIhigh/CD163neg/CD172apos will be defined here as MHC-

IIhigh/CD163neg/CadM1pos/CD1pos (Figure 1A) to comply with cDC2 definition in other tissues 

[27; 31]. Conventional DC1 and cDC2 were negative for the two known PRRSV receptors 

CD163 and CD169 (Figure 1B), at steady state and upon infection. Monocyte derived-DC 

previously defined as MHC-IIhigh/CD163low/CD172apos will be defined here as MHC-

IIhigh/CD163low/CD172apos/CD11chigh (Figure 1A).  CD163high/CD11chigh macrophages from 

broncho-alveolar lavage (BAL) and parenchyma (PAR), called AM [21] and AM-like/PIM [32] 

respectively were collected and used as positive control of infection in the following 

experiments. Monocyte-derived DC, AM-like/PIM and AM expressed CD169 and CD163 

(Figure 1B), although moDC expressed lower level of CD163 as previously observed. AM [33] 

and PIM/AM-like [32] have been described to be the main PRRSV target cells, but they are 

unable to activate naïve T helper cells [21]. This gating strategy was validated by cell-sorting 

of lung MPC upon mock and PRRSV infection and RT-qPCR of population specific genes 

(Supplementary Figure S1A). In both mock and infected animals, cDC1 exclusively presented 

a strong XCR1 expression, whereas cDC2 presented a high FcεRIα expression, thus validating 
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the cDC1 and cDC2 gating. We couldn’t validate the moDCs sorting since no specific moDCs 

marker has been reported so far, neither in mouse [34; 35; 36] nor in human [37; 38] and swine 

[14; 21]. As expected, MerTK was present in AM-like/PIM and AM. Surprisingly, in mock 

infected animals, steady state moDCs did not express MertK, whereas in our precedent 

experiments we observed variable MertK expression in moDC [21; 26]. The discrepancy might 

originate from the use, here, of animals reared in highly controlled environment, whereas our 

previous studies were conducted using conventional animals. Indeed, upon Lena infection, we 

observed MertK upregulation in moDC (Supplementary Figure S1A), in concordance with a 

MertK upregulation in moDC in infectious conditions, although this hypothesis would need 

further validations. Since PRRSV is known to be cytolytic for infected cells, the evolution of 

each MPC population upon in vivo Lena infection was measured. Since the absolute number of 

MHC-IIhigh/CD11cpos MPC did not vary significantly among samples (PAR: 44.5.106 +/- 

5.2.106 cells in control animals versus 40.8.106 +/- 4.6.106 cells in infected animals; BAL: 

44.1.106 +/- 9.2.106 cells in control animals versus 41.0.106 +/- 4.4.106 cells in infected animals), 

the percentage of each MPC subtypes among MHC-IIhigh/CD11cpos cells was compared. 

Conventional DC1 and cDC2 proportions were not modified, whereas moDCs showed a trend 

to increase in parenchymal tissue (Figure 2A), and increased significantly in the alveolar 

lavages (Supplementary Figure S1B), in agreement with the pro-inflammatory infectious 

context. As previously observed (Bordet, submitted), AM-like and AM proportions were 

strongly decreased (Figure 1A). The same cell populations were then sorted and viral RNAs 

were detected using RT-qPCR. The clear decrease of AM and AM-like proportions was 

concomitant with the detection of viral RNA. No significant viral RNA was observed in the 3 

parenchymal DCs populations (Figure 2B) as well as in their alveolar counterparts 

(Supplementary Figure S1C).  
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To comfort these in vivo results, we cell-sorted the MPC of uninfected animals, and infected 

the cell populations in vitro at low MOI. AM and AM-like cultured with inactivated Lena were 

used as negative control for BAL and PAR respectively. After 2 days of culture, viral transcripts 

in the cell pellet as well as infectious virions in the culture supernatant were titrated by RT-

qPCR and TCID50 methods respectively. Whereas AM-like and AM gave clear positive signals, 

no significant differences were observed between DCs and the negative controls with both 

detection methods (Figure 2C and 2D). This set of data clearly demonstrated, both in vivo and 

in vitro, that none of the 3 subsets of DCs were infected by Lena. 

 

DCs are not infected in vitro by FL13 and LV 

Lena tropism was compared with that of FL13 and LV. An original in vitro model of infection 

using gradient enriched MPC was established. This method allows to keep the lung MPC 

complexity in an easy to handle cell suspension culture. After 24 hours (an incubation time at 

which the cytopathic effect of PRRSV infection is not yet observed), viral infection was 

detected using an intracellular staining of viral N protein associated with the previously used 

MPC staining and gating (Figure 1). This model was validated by performing Lena infection 

and asserting the correlation between the levels of viral RNA by RT-qPCR (Figure 2) and N 

intracellular staining (data not shown). Controls with inactivated virus and 4°C incubated virus 

were performed (Supplementary Figure S2). For all strains, AM and AM-like presented N 

protein expression (Figure 3), validating the replication previously observed by RT-qPCR. In 

agreement with the previous in vivo and in vitro data, the viral protein was not detected in cDCs 

neither in PAR (Figure 3) nor in BAL (data not shown) for the 3 strains. In contrast with our 

in vivo and in vitro, cell sorted infection data (Figure 2A and 2B); using MPC mixed in vitro 

culture, a small but significant proportion (under 5%) of moDCs were N positive upon Lena, 

but not LV and FL13 infections (Figure 3 and Supplementary Figure S2).  
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Lena but not FL13 and LV triggers a Th1 response in vitro. 

The resistance of DCs to PRRSV infection did not rule out a functional impairment of DCs by 

PRRSV, either through an early abortive infection or by an indirect bystander action. In order 

to test DCs functionalities upon PRRSV-1.1 and 1.3 infections, we used our in vitro infectious 

system to probe the complex action of the 3 strains on the whole lung MPC.   

Production of cytokines by parenchymal MPC after infection was evaluated by Cytokine Bead 

Assay. IL12 and at a lesser extend IFNγ releases were significantly increased upon Lena but 

not LV and FL13 infections (Figure 4). No significant differences between viruses were 

observed for IL8, TNFα, IL4, IL6, IL13 and IL17. Maturation of DCs were tested in vitro by 

monitoring CD80/86, CD40, MHC-I and MHC-II expressions by FACS analysis. No difference 

between strains appeared in these experiments (Supplementary Figure S3A).  

In order to analyze the ability of the pooled infected MPC to induce a T cell response, MLR 

assays were performed. MPC infected with any of the 3 strains induced a similar proliferation 

of CD4 T cells (Supplementary Figure S3B) in agreement with the absence of maturation 

markers expression differences. Using the same settings, we investigated more subtle functional 

differences by looking at the induction of T helper (Th) differentiation bias by measuring 

transcription factors and cytokines mRNA expressions after 3 days of allogeneic culture. 

Contrary to LV and FL13 infected MPC, Lena infected MPC showed a clear Th1 profile 

characterized by a higher expression of T-bet and IFNγ (Figure 5), in agreement with the 

detection of  IL12 and IFNγ cytokines. Lena infection also triggered a significant GATA-3 

expression, paralleled with a non-significant IL13 upregulation. Interestingly, in our settings no 

Treg nor Th17 induction was observed with any of the 3 strains. 

 

Lena infection in vivo activates the Th1-inducer cDC1  

Since DCs are the only activator of naïve T cells, and given the clear Th1 profile detected with 
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Lena infection in vitro, we investigated DCs subpopulations’ activation in vivo. We assessed 

the cytokines mRNA expression levels of sorted DCs from 10 days mock and Lena infected 

animals. The expressions data were analyzed in a first PCA (Supplementary Figure S4). MPC 

subpopulations clearly segregated on the two first axis regardless of tissue (PAR versus BAL) 

and infection status, thus clearly validating our sorting strategy.  

Analysis of individual cytokines expression indicated trends of upregulation in cells from Lena 

infected animals for IFNα, IL12p35, IL12p40, IL8 and TNFα in cDC1, upregulation of TGFβ 

in cDC2 and upregulation of IL12p40 in moDCs. In AM-like TGFβ was upregulated and IL10 

was down-regulated (Figure 6). These data were then analyzed globally in a second PCA 

analysis which showed a clear change in cDC1 cytokines profile under infectious conditions in 

PAR and BAL samples (Figure 7). For cDC2 and moDCs no clear differences were observed. 

It should be noticed that the same analysis in AM and AM-like gave no clear separation between 

cells from mock or infected animals (data not shown). 

 

Discussion  

Here, in vitro and in vivo experiments were developed to study the interactions of lung DCs 

with different PRRSV-1. Our results demonstrate that the two types of cDCs (cDC1 and cDC2) 

are not infected by PRRSV-1. Using the MPC mix culture model, moDCs appeared susceptible, 

although weakly, to Lena, but not to PRRSV-1.1 infections whereas in vivo infected and freshly 

purified moDCs were not. One possible explanation is that monocytes present in lung MPC 

became sensitive to Lena infection upon culture as previously described for PRRSV2 [39] and 

then differentiated in moDCs in the course of in vitro culture in inflammatory conditions. This 

would explain contradictory results reported according to Lena infections experiments using 

MPC ex vivo or in vitro [14; 15; 40] as they might greatly depend upon the in vitro culture 

conditions. Although we were unable to identify and isolate lung plasmacytoid DCs (pDCs), a 
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previous report on blood pDCs demonstrated that pDCs were also resistant to PRRSV infections 

[41]. Thus, according to our in vivo and in vitro data, we can confidently state that none of the 

known DCs subtypes of the porcine lung can be consistently infected by PRRSV-1.  

The resistance to PRRSV infection of in vivo differentiated cDCs appears in line with the 

absence of expression in these cells of the two main PRRSV receptors CD169 and CD163 

(Supplementary Figure S1D and S1E) [21]. To note, Siglec-10 has been recently described 

as a possible alternative to CD169 (Siglec-1) receptor [42]. However Siglec-10 expression 

seems restricted to B cells [43], and would not compensate for the absence of CD163 expression 

on cDCs, CD163 being so far the only receptor whose deletion totally abrogates in vivo PRRSV 

replication [44; 45]. Conversely, in vivo differentiated moDCs expressed CD169 

(Supplementary Figure S1D) and low levels of CD163 (Figure 1 and [21]) that might be 

upregulated upon in vitro culture, which would explain the infection of moDCs depending on 

culture conditions and PRRSV type.  

In Lena infected animals, the absence of DCs infection did not preclude the cDC1 activation 

and the development of an antiviral Th1 immune response. This is in agreement with the role 

of cDC1 in the antiviral Th1/T CD8 inducing response, as previously observed in porcine [21] 

and murine (CD103pos DCs) [46; 47] respiratory tracts. Lung mouse cDC1 (CD103+) have been 

shown to be resistant to Influenza virus infection while cross-presenting efficiently viral 

antigens to T cells [48]. Moreover it has been recently demonstrated that human cDC1 were 

resistant to infection by endocytic enveloped viruses such as HIV and Influenza but relied on 

viral antigens produced by bystander cells that they can cross-present to trigger T cell responses 

[49]. In the case of PRRSV, those antigens might come from apoptotic infected macrophages. 

Indeed cDC1 from murine lung (CD103pos DCs) [50] and from pig skin (CD172aneg/low dermal 

DCs)[25] preferentially phagocytosed apoptotic bodies. Activation of porcine cDC1 can be 
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triggered through TLR8 [31] which is activated by single-strand RNA viruses [51] or through 

the accumulation of late apoptotic/secondary necrotic, pro-inflammatory AM that might 

accumulate in the lung (for review see [52]). This bystander activation of cDC1 can be 

compared to the previously described in vitro activation of pDCs [53] by PRRSV-infected 

macrophages. We can thus speculate that Lena-infected apoptotic AM are taken over by cDC1 

that get activated by virus-laden apoptotic bodies. Conventional cDC1 then activate the 

Th1/TCD8 immune responses. We have to stress here that our data used allogeneic induced 

responses, but did not formally demonstrate PRRSV-specific antigen presentations. However, 

interestingly, the Th1 immune response induced by PRRSV-1.3 has been correlated with the 

clinical score [5] suggesting that the antigen-specific anti-PRRSV Th1 response would be 

involved in the higher pathogenicity of PRRSV-1.3 strains. Whereas this Lena-triggered cDC1 

activation appears finally quite classical, we would like to stress that the converse lack of 

cDC1/Th1 activation with PRRSV-1.1 viruses might indeed deserve more attention.  
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Figure 1 : Mononuclear phagocytes (MPC) cell-sorting strategy  

A) Type 1 and Type 2 conventional dendritic cells (cDC1 and cDC2 respectively), monocyte-

derived DCs (moDCs) and alveolar macrophages-like cells (AM-like) were isolated in infected or 

mock-infected lung parenchyma (PAR). MPC were defined by using MHC-

II/CD11c/CD172a/CadM1/CD1 and CD163 markers. Identical process was performed on 

broncho-alveolar lavage (BAL) to collect alveolar macrophages (AM). Each graph is the 

offspring of the previous gate from left to right. Gates are numbered as G0 to G3. Data are 

representative of 4 independent cell-sorting experiments. (B) CD169 expression in MNP (Open 

black histogram) compared to isotype control (Closed grey histogram) and CD163 expression in 

MNP. Since CD163 is used in the gating of the different MNP populations, isotype control 

cannot be included.  
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Figure 2. DCs are not infected by Lena in vivo 

(A). Percentage of MPC were monitored in mock (Grey circle, 4 animals) and infected (Blue circle,  

4 animals) BAL and lung parenchyma (PAR) after immunostaining. Data are expressed as a 

percentage of MHC-IIhigh/CD11cpos cells (see Gate1 in figure 1.A). The Mann-Whitney’s test was 

performed. P-values *<0.05. (B) Detection of viral transcripts on sorted MPC was assessed by RT-

qPCR. Primers designed on viral Nucleocapsid protein (N) were used to detect viral transcripts.  

Arbitrary unit: A.U. represents 2-ΔCt. The Mann-Whitney’s test was performed. P-values  

*<0.05. (C&D) MPC from conventional pigs were isolated by cell sorting and infected in vitro for 

24 hours with Lena at multiplicity of infection (MOI) 10-3. AM and AM-like cultivated with 

inactivated virus were defined as PAR and BAL controls (PAR Ctrl and BAL Ctrl) respectively. 

(C) Intracellular viral transcripts were detected by RT-qPCR. (D) Production of infectious virions 

were detected by titration of supernatants on fresh AM, according to TCID50/ml method. Data are 

representative of 5 independent experiments. Wilcoxon matched-pairs signed rank test was 

performed. P-values *<0.05.  
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Figure 3. DCs are not infected by Lelystad and Flanders13 in vitro  

MPC enriched parenchymal cells were infected for 16 hours at MOI 0.5 with Flanders13 (FL13, 

Green triangle), Lelystad (LV, Red triangle) and Lena (Blue circle) strains. Mock-infected MPC 

were used as control (Ctrl). The cells were stained and gated as in Figure 1, except the additional 

step of an intracellular viral N protein staining. Data are representative of 6 independent 

experiments. Wilcoxon matched-pairs signed rank test was performed. P-values *<0.05.   
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Figure 4. MPC Lena virus infection induces IL12A and IFNg  secretions  
 

MPC enriched PAR were cultured for 24 hours at MOI 0.5 with FL13 (Green triangle), LV (Red 

triangle) and Lena (Blue circle) in complete RPMI. Supernatants were collected and analyzed by 

Cytokine Bead Assay (CBA). Data were normalized as fold change relative to control. The control 

samples mean has been calculated for each cytokine, then, each sample value, including the control 

sample values used for the reference mean calculation, is individually expressed as a percentage of 

this mean. Wilcoxon test was performed. P-values *<0.05. 
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Figure 5. Lena infected MPC trigger a stronger Th1 response than LV and FL13 

MPC-enriched PAR were cultured for 24 hours with FL13 (Green triangle), LV (Red triangle) or 

Lena (Blue circle) at MOI 0.5 and then co-cultured with allogeneic PBMC at ratio 1:6. After 3 days 

of co-culture, RNA were extracted and gene expressions were analyzed by RT-qPCR. Four 

transcriptions factors (T-bet, GATA3, RORγT and FOXP3) and cytokines (IFNγ, IL13, IL17 and 

TGFβ) expressions were chosen as indicator of respectively Th1, Th2, Th17 and Treg polarization. 

Data were normalized to the reference gene RPS24 expression and expressed as fold change 

relative to control. The control samples mean has been calculated for each cytokine, then, each 

control sample is expressed as a percentage of this mean. Wilcoxon test was performed. P-values  

*<0.05; **<0.005. 
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Figure 6. Lena infection triggers differential cytokines responses according to DCs 

subpopulations 

Cytokines mRNA expressions in MPC from mock (Grey Dots) or in vivo infected (Blue Dots) 

PAR and BAL were studied by RT-qPCR after cell-sorting. Data were normalized to the 

reference gene RPS24 expression. Data are representative of 3 independent experiments. Ranking 
tests were performed. Symbol “#” highlights when the infected animals were all upper or lower 

than the controls. 
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Figure 7. cDC1 are activated upon in vivo Lena infection 
Principal Component Analysis (PCA) of DCs cytokines profile from PAR and BAL. The 

parameter values are cytokine mRNA expressions of sorted DCs from in vivo infected animals 

(Figure 6). Each pig is represented as a dot of specific color according to its group Mock (blue) or 

Lena (red). PCA multivariate analysis is a dimension-reduction tool that permit to reduce a large 

set of variables to a smaller one which still contains most of the information. The percentages 
indicated on the axis represents the variance between individuals explain by this axis. The PCA 

was done with 10 factors (each of one represent a cytokine). PCA graphics has been produced 

using FactoMineR R package (version 1.39) [30]. The ellipses depict the spread of the PCA data 

for mock or Lena infected conditions (blue and red respectively). Non-overlapping ellipses attest 

a significant difference in the global cytokine profile between mock and infected samples.  
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Supplementary Figure S1. Cell sorting validation, BAL DCs analysis upon Lena in vivo infection.

(A) MNP isolation was validated by RT-qPCR. Messenger RNA expression of XCR1, FcεRIα and MerTK

were analyzed on control (Grey dots, Mock) and infected (Black dots, Lena) populations. Results were

normalized to the reference gene RPS24 (ribosomal protein S24) expression. Arbitrary unit: A.U.

represents 2-ΔCt. The RT-qPCR detection threshold is at the origin of the axis. Data are representative of 3

independent cell-sorting. (B) Percentage of MNP were monitored in mock (Grey circles) and infected

(Blue circles) broncho-alveolar lavage (BAL) after immunostaining. Data are expressed as a percentage

of MHC-IIhigh/CD11cpos cells (see Gate1 in Figure 1). The Mann -Whitney’s test were performed. P-

values *<0.05.

(C) Detection of viral transcripts on sorted MNP from BAL was assessed by RT-qPCR. Primers designed

on viral Nucleocapsid protein (N) were used to detect viral transcript. The Mann-Whitney’s test were

performed. P-values *<0.05.
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Supplementary Figure S2. Ex vivo Lena infection of mononuclear phagocytes using flow cytometry.

Intracellular viral N protein was detected by flow cytometry in MNP-enriched parenchyma after 16 

hours of Lena infection at MOI 0.5 (Open black histogram). As negative control, identical samples were 

incubated without virus (Closed grey histogram). Controls using inactivated (inactd) Lena and Lena 

incubated at 4°C with AM were performed.  
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Supplementary Figure S3. PRRSV infected mononuclear phagocytes presented no difference in

maturation markers expressions or allogeneic T cells proliferation induction according to virus

types.

(A) Maturation markers expressions on cDC1, cDC2 and moDC relative to control (Closed grey

histogram) after FL13 (Open green), LV (Open red) and Lena (Open blue) infection. Data are

representative of 4 independant experiments.

(B) Percentage of proliferation of CFSE-stained CD4 + after mixed lymphocytes reaction assay. Data are

representative of 3 independant experiments.
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Supplementary Figure S4.

(A) Principal component analysis of cDC1, cDC2, moDC and AM/AM-like in BAL and PAR 

based on cytokine expression. 
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Résultats supplémentaires : Identification de nouvelles cellules infectées 

 

Dans les approches présentées précédemment, nous nous étions focalisés sur l’infection 

de 5 sous-types cellulaires déjà identifiés. Nous avons donc réalisé des tris cellulaires puis des 

infections in vitro. Grâce aux modèles d’infection in vitro de parenchyme enrichi en DC et 

macrophages, il a été possible de rechercher les cellules infectées sans a priori sur leur profil 

(Figure 1). Ces expériences de cytométrie en flux ont permis d’identifier de nouvelles cellules 

infectées in vitro par la souche Lena. Le profil de ces cellules est CMH-IIlow/CD11chigh/CD163+ 

(Figure 1) et elles se trouvent à la fois dans le lavage broncho-alvéolaire (BAL) et le tissu 

pulmonaire (parenchyme, PAR).  

 
Figure 1. Détection au FACS de cellules du parenchyme pulmonaire infectées in vitro par la 

souche Lena  

Après immuno-marquage, les cellules du parenchyme pulmonaire infectées par le SDRPv sont 

séléctionnées. Les cellules CMH-II positives correspondent aux AM-like. Les cellules CMH-

II+/CD11c+ constituent une nouvelle population.  

 

La coloration May-Grünwald Giemsa (MGG) de ces cellules triées a révélé des 

caractéristiques macrophagiques telles qu’un cytoplasme important et riche en vacuole (Figure 

2) ainsi qu’une taille variable entre 20 et 30 µm. Au vu de ce résultat, nous nommerons ces 

cellules Mϕ CMH-IIlow, tout en gardant à l’esprit que des expériences supplémentaires seraient 

nécessaires pour valider cette origine.   
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Figure 2. Coloration MGG des cellules après tri cellulaire 

Afin de valider l’infection de ces cellules par le SDRPv, des tris cellulaires et des 

infections in vitro ont été réalisés. Le virus a ensuite été détecté dans les cellules par RT-qPCR 

et dans le surnageant par titration grâce à la méthode des TCID50/mL (Figure 3). Ces 

expériences révèlent que les macrophages CMH-IIlow sont susceptibles d’être infectés par la 

souche Lena et de produire des virions infectieux dans le surnageant. De futures études devront 

investiguer l’origine de ces cellules et leur rôle lors d’infection par le SDRPv.  

 

 

 
Figure 3. Infection des macrophages CMH-IIlow du BAL et du PAR. Après infection des 

cellules avec la souche Lena (MOI 10-3, 24 heures d’infection). La réplication virale a été 

évaluée par RT-qPCR et titration du surnageant de culture des cellules.  

 

 

Résultats supplémentaires : Transfert cellulaire in vivo  

En utilisant des études in vitro et in vivo, nous avons découvert une différence dans la 

polarisation des réponses T helper induites entre les souches de type 1.1 et de type 1.3. Afin 

d’identifier si cette polarisation de type Th1 avec la souche Lena peut être protectrice face au 
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SDRPv, nous avons réalisé une expérience de transfert de lymphocytes in vivo entre des porcs 

histocompatibles. Chez le porc, le marqueur CD6 permet d’avoir accès à des lymphocytes T 

CD4+ et T CD8+. Nous avons choisi de transférer des lymphocytes CD6+ de la rate et du poumon 

d’un porc donneur préalablement infecté par la souche Lena type 1.3. 

Le schéma d’expérience correspondait à infecter un porc donneur avec 105 TCID50 de 

la souche Lena puis de le réinfecter avec 106 TCID50 afin d’obtenir un animal hyper-immun. 

Après 22 jours, les lymphocytes T CD6+ de la rate et du poumon ont été collectés par sélection 

positive sur colonne magnétique (MACS®, Miltenyi Biotech, Germany) puis transférées à 4 

porcs receveurs. Un groupe contrôle composé de 5 porcs non transférés a été formé. Un exemple 

d’enrichissement des lymphocytes T du poumon est présenté dans la figure suivante (Figure 1). 

La qualité de l’enrichissement a été validée par cytométrie en flux en utilisant les marqueurs 

CD3, CD4 et CD8β. La déplétion des lymphocytes B a été suivie par marquage CD79α 

(données non fournies). Pour exemple, dans le poumon, la proportion de lymphocytes B passe 

de 3,57% à 0,26% après déplétion. L’absence de virus dans les cellules transférées a été vérifiée 

par RT-qPCR (données non fournies). 

 
Figure 1. Enrichissement des lymphocytes T du poumon par sélection positive 

 

La fonctionnalité des lymphocytes triés a été testée par stimulation de ces cellules 

pendant 24 heures avec 5µg/ml d’un peptide viral RNA-dependant RNA polymerase (RdRp) 

(Mimotopes, UK). La production d’IFNγ par les lymphocytes après stimulation a été suivi par 

marquage intracellulaire (Figure 2). Un contrôle positif a été réalisé avec une stimulation 

chimique correspondant à 500 ng/ml ionomycine and 5ng/ml phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA, Sigma-Aldrich).  
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Figure 2. Fonctionnalité des lymphocytes T CD6+ transférés 

 

Après collecte et purification des lymphocytes du porc donneur, les porcs du groupe 

transféré ont reçu 108 lymphocytes T CD6+ par injection intra-veineuse. Ces porcs et ceux du 

groupe contrôle ont ensuite été infectés par voie intra-nasale avec 105 TCID50 de la souche Lena. 

Les porcs contrôles ont été infectés sans recevoir de transfert. Il avait été prévu que les porcs 

contrôles reçoivent la même quantité de PBMC que le nombre de lymphocytes transférés aux 

porcs du groupe transféré. Malheureusement, des impératifs techniques ont empêché un tel 

transfert.   

 

 
Figure 3. Courbe de survie des porcs transférés et des porcs contrôles 

Statistique test du Log-rang basé sur la méthode de Kaplan-Meier  

 

Les courbes de survie entre les animaux des deux groupes ont ensuite été comparées. 

Le transfert des lymphocytes T CD6+ impacte négativement la cinétique de survie des porcs 

après l’infection par la souche Lena. La réponse anticorps fut suivie par ELISA et aucune 

différence significative ne fut observée entre les deux groupes. L’analyse de la virémie 9 jours 

après infection, n’a pas révélé de différences significatives entre le groupe contrôle et le groupe 

transféré. Le dosage des cytokines présentes dans le sérum a révélé que la concentration en 

IFNα, IL-12, IL-10, IL-2 et IFNγ avaient tendance à être plus forte chez les porcs transférés que 

chez les porcs contrôles. Néanmoins, ce résultat n’est qu’une tendance et aucune différence 

significative n’a été observée.   

Il faut noter que lors de la mise en place du plan d’expérience, il avait été décidé que les 

porcs contrôles recevraient un transfert de PBMC naïfs afin d’évaluer l’effet du transfert non-
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spécifique. Malheureusement, pour des raisons techniques les porcs n’ont pas pu recevoir de 

transfert de PBMC. Il est donc difficile de conclure sans exclure un potentiel rôle du transfert 

dans la création d’une inflammation supplémentaire potentiellement responsable de la 

différence de survie observée entre les 2 groupes. Parmi les limites de ce résultat, il faut aussi 

noter que chez le porc, l’isolement de population cellulaire sur colonne est complexe et qu’il 

est impossible d’obtenir 100% de pureté. La fraction transférée contenait donc probablement 

des lymphocytes T reg et des T γδ qui ont pu jouer un rôle dans le résultat obtenu.  

 

Discussions complémentaires  

 

 Nos résultats montrent que les DC ne sont pas susceptibles à l’infection par les 3 souches 

européennes étudiées. Dans cet article, la question de la limite de détection du SDRPv par la 

méthode de RT-qPCR se pose à nouveau. L’utilisation d’anticorps dirigés contre des protéines 

virales permet de compléter cette approche. Dans cette publication, l’anticorps dirigé contre la 

protéine de la nucléocapside N a été utilisé. Afin d’éviter tout doute sur une détection de virions 

phagocytés, il serait préférable d’utiliser un anticorps dirigé contre une protéine non-structurale. 

Des anticorps anti-NSP7 ont été testés sans succès.  

 La découverte et l’identification des facteurs de polarisation de la réponse T helper sont 

relativement récents chez le porc. Face à la complexité des marquages intracellulaires chez le 

porc, nous avons décidé d’étudier ces réponses par RT-qPCR. Chez le porc, il existe des 

spécificités à prendre en compte dans les comparaisons avec les autres espèces. Ainsi, alors que 

dans les modèles murins et humains, la cytokine IL-4 est associée à une réponse Th2, le rôle de 

l’IL-4 chez le porc semble beaucoup moins clair. Cette cytokine n’est pas un facteur de 

stimulation des lymphocytes B et est capable de supprimer la prolifération des lymphocytes B 

spécifiques de l’antigène (Murtaugh et al., 2009), d’où notre utilisation de l’IL-13 pour 

caractériser les réponses Th2 chez le porc.   

 La souche Lena de type 1.3 s’est distinguée des autres souches par sa capacité à polariser 

la réponse T helper vers une réponse Th1. L’étude du profil cytokinique des DC de porcs 

infectés in vivo a révélé que les cDC1 ont tendance à exprimer plus d’IFN, TNF, IL-12p40 

et IL-8 dans un contexte infectieux. Ce résultat appuie l’hypothèse d’une activation de ces 

cellules par la souche Lena. Il faut noter qu’il est impossible de conclure sur des différences 

statistiques, le nombre d’individu étant insuffisant pour réaliser de tels tests. Le nombre 

d’individus étant malheureusement soumis à des contraintes techniques et économiques. Il 
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aurait été intéressant de pouvoir réaliser des études in vivo identiques avec les souches LV et 

FL13 afin de savoir si ce résultat est bien dépendant de la souche utilisée.  

 Dans les travaux précédents de mon équipe, les cDC1 du poumon ont été montrées 

comme les principales inductrices de la réponse Th1. Nous avons tenté de mettre en place des 

expériences de MLR avec des cDC1 isolées après infection in vitro. Malheureusement, le 

nombre de cDC1 isolé par individu est trop faible pour concrétiser une telle expérience. Il 

semble probable que lors de l’infection Lena ce soit les cDC1 qui activent la forte réponse Th1 

observée. Néanmoins, des expériences supplémentaires seraient nécessaires afin de valider ou 

d’invalider une telle hypothèse.  
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Papier n°4 : Identification et interaction des macrophages et des 

lymphocytes B dans le ganglion de porc à l’état basal et lors d’une infection 

par le SDRPv 
 

Introduction des travaux  

Le ganglion est un organe clé dans l’induction de la réponse immunitaire. Chez le porc, 

son organisation est inversée par rapport à la plupart des mammifères. En effet, la lymphe se 

déverse au centre du ganglion et percole jusqu'à sa périphérie. Le phénotype et la localisation 

des cellules immunitaires composant cet organe ont été peu décrits.   

Dans le cas d’une infection SDRPv, il a été démontré que le virus persiste dans le 

ganglion durant plusieurs semaines et l’identité exacte des cellules infectées dans cet organe 

n’a pas encore été révélée. De plus, le retard d’apparition des anticorps neutralisants dirigés 

contre ce virus suggère une interférence du SDRPv avec les phénomènes de différenciation et 

de sélection des lymphocytes B ayant lieu dans les follicules B des ganglions.  

Dans nos travaux précédents, nous avons montré que les DC du poumon n’étaient pas 

infectées par le SDRPv de type 1. Dans cette publication, nous avons décidé de nous focaliser 

sur les macrophages (M) et les lymphocytes B (LB) des ganglions trachéo-bronchiques afin 

d’étudier leur localisation, ainsi que la susceptibilité des M à l’infection par le SDRPv de type 

1. 

 

Pour résumer ces travaux, nous avons identifié en microscopie 3 populations de 

macrophages grâce à leur expression des récepteurs CD163 et CD169. Il s’agit de macrophages 

périfolliculaires (PFM), de macrophages associés aux cordons lymphatiques (CordM) et 

des macrophages situés à proximité des vaisseaux lymphatiques efférents (effM). Après des 

études en cytométrie en flux, ces macrophages se sont avérés équivalents respectivement aux 

subcapsular sinus M (SCSM), aux medullary cord M (MCM) et aux medullary sinus 

M (MSM) connus chez la souris. Nous avons aussi identifié 5 stades de différenciation des 

lymphocytes B dont une population CD169 positive dénommée CD169pos B cell. Notre étude 

révèle que les effM et les PFM sont infectées par le SDRPv de type 1 in vivo. L’étude de 

l’expression de facteur de transcription dans les LB a révélé une expression plus forte du gène 

BCL-6 dans les cellules CD169pos B cell lors d’une infection.  
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 Cet article devrait être soumis en octobre 2018 après l’ajout d’expériences 

supplémentaires.  
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Abstract 

 

Swine lymph nodes (LN) presented an inverted structure compared to mouse and human ones. 

In pig, the lymph diffuses from the center of the LN to the periphery suggesting that location, 

organization and function of macrophages could be very different from other models. The 

porcine reproductive and respiratory virus (PRRSV) is a major swine pathogen that mainly 

infects macrophages (M). PRRSV is a persistent virus that could be detected in the LN up to 

five months post-infection. This persistence is concomitant with a delayed in neutralizing 

antibodies appearance but nothing is known neither on the identity of the infected LN cells, nor 

on the effect of PRRSV on the follicular B cell final maturation. Herein, we identified 3 

different macrophage populations of the porcine tracheobronchial LN and called them 

perifollicular macrophages (PFM), cord macrophages (CordM) and efferent M (effM) 

corresponding to murine subcapsular sinus M (SCSM), medullary cord M (MCM) and 

medullary sinus M (MSM) respectively. We then explored the B cell follicles differentiation 

stages, at steady state and upon PRRSV infection. Our study reveals an infection of PFM by 

PRRSV. Regarding B cell maturation, an up-regulation of BCL-6 gene in a CD169pos B cell 

population related to centroblasts was detected upon infection. BCL-6 is a master gene 

regulating the formation of germinal center and final maturation of follicular B cells. 

Overexpression of this gene in immature B cells might be an interesting mechanism explaining 

the delay in neutralizing antibodies establishment in PRRSV infection.  
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Introduction 

 

Porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) is a pathology induced by the PRRS 

virus (PRRSV), a positive single stranded RNA virus from the Arterivirade family within the 

Nidovirales order [1]. Two PRRSV genotypes have been identified: the genotype 1 from an 

European origin and genotype 2 from an American origin. These genotypes share only 50-60% 

sequence identity [2]. Genotype 1 have been divided into four subtypes. Genotype 1 subtype 1 

(Type 1.1) is the most frequent subtype in Europe. Among Type 1.1, a newly described variant 

has been identified in Belgium and called Flanders13 [3]. Type 1.3 such as Lena strain are 

present in Eastern Europe and are more pathogenic than Type 1.1 [4]. PRRSV strongly impact 

the swine industry due to reproductive failures, delay in weight gain and super-infections 

facilitation [5]. After oronasal transmission, PRRSV colonizes the respiratory tract and could 

play an immunomodulatory role that delays and weakens host responses, leading to virus 

persistence. During persistence phase, virus is no longer detected in lung but could be isolated 

from lymph nodes (LN) up to five months post infection [6]. Although anti-PRRSV antibodies 

are detected in the serum one week post-infection, the neutralizing antibodies emergence is 

strongly delayed sometimes for more than one month (for review see [7]). This delay has been 

proposed to be the main reason for PRRSV escape to the immune response [7]. Interestingly, it 

has been observed in germ free piglets that PRRSV Type 2 infection triggers a non-antigen 

selective expansion of B cells in bone marrow in all immunoglobulin classes, suggestive of a 

PRRSV-induced defect in the B cells maturation process [8]. PRRSV binding and 

internalization are mediated through interactions between viral structural proteins and cellular 

receptors. Two principal cellular receptors have been identified: CD169/Sialoadhesin allows 

the binding of the virus to the cells while CD163 is essential for the release of the genome from 

the early endosome to the cytosol (for review see [10]). PRRSV main cellular targets are cells 

from the monocytic lineage, among them so far, only alveolar macrophages (MΦ) and 

pulmonary intravascular MΦ [11] have been shown to be actually infected in vivo. Virus can 

be detected in secondary lymphoid tissues such as tonsils and lymph nodes [3;12;13] but its 

target(s) have not been precisely identified in these tissues. One team studied the porcine LN 

MΦ for the sake of vaccine targeting to CD163 or CD169 [14;15;16] but without making a 

distinction between different MΦ subpopulations.  

In mouse, at least 3 populations of LN MΦ have been identified (for review [17]). The 
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peripheral antigens arrived through afferent lymph to the LN subcapsular space. There, the 

subcapsular sinus MΦ (SCS MΦ, CD169pos/F4/80neg) shuttle the antigens into the B cell follicle. 

SCS MΦ have been demonstrated as mandatory for the mounting of efficient cytotoxic [18] 

and humoral immune [19] responses. The medullary cord MΦ (MCM, CD169neg/F4/80pos) have 

a role in the plasma cells terminal maturation [20] and medullary sinus MΦ (MSM, 

CD169pos/F4/80neg), situated at the exit of the LN would be involved in the final clearance of 

lymph born particles.  

In most species, free antigens and DC migrating from the peripheral tissues enter the LN 

through the afferent lymphatic vessels into the external capsular sinus. Free or antibody bound 

antigens are taken in charge by the SCS MΦ that transfer them from the sinus to the B cell 

follicle. Naïve lymphocytes enter the LN from the blood through the high endothelial venules 

(HEV) and then patrol the B and T cell areas. Upon antigen encounter in the context of the 

adequate APC/antigen complexes, T and B lymphocytes get activated, mature and exit the LN 

through the medullary sinus and the efferent lymphatic vessel. Thus most mammals, including 

mice and humans, possess LN with a centripetal lymphatic motion, afferent lymph enters the 

LN through the peripheral capsule and finds its way out toward the LN central hilum and the 

efferent lymph. Conversely, in pigs [21], like in several species belonging to the laurasiatheria 

superorder such as dolphins [22], rhinoceros [23] but also in elephants from the afroteria 

superorder [24], lymph presents a centrifuged motion. Afferent lymph entered the LN from the 

central hilum and then percolates the LN parenchyma toward the peripheral capsule and the 

efferent lymph (for review see [25]). 

The porcine afferent lymphatic vessels enter the capsule at one or more sites and penetrate deep 

into the area occupied by the B follicles and the T cell area. Then they join the trabecular sinuses 

and filters into the peripheral sinuses which converge and form several efferent vessels at the 

periphery of the node [26]. Naïve lymphocytes entered the LN through HEV as in other 

mammalian species, however, after having scanned the B and T cell areas, they exit directly in 

the blood through the efferent blood vessels.  

 

A study on the porcine respiratory tract draining LN upon PRRSV infection has been recently 

published [13]. Using different Type 1 PRRSV strains and microdissection of follicular and 

interfollicular areas, the authors detected similar viral load in both regions. Moreover, they 

observed a CD79αpos B cell decrease and a T cell increase in the follicles as well as IFNα and 
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TNFα down regulations in both LN areas. The PRRSV capacity to replicate in the respiratory 

draining LN for more than a month [3;13], paralleled with the delayed neutralizing antibodies 

appearance suggest that LN-MΦ infection by PRRSV might directly influence the B cell 

maturation process.  

To understand the impact of PRRSV infection on the LN myeloid APC, and to find clues on 

the mechanisms used by PRRSV to down-modulate and delay the acquired immune responses, 

we first described the localization and phenotype of the different MΦ subpopulations of the pig 

respiratory LN. Thanks to their phenotype and localization we could assign to each of them 

their likely mouse counterpart. We described the different B cell activation/differentiation 

stages according to their expression of key transcription factors of B cell differentiation and 

their follicular localization. Subsequently, in vivo PRRSV infections were performed in order 

to study susceptibility to infection of previously identified cells and impact of PRRSV infection 

on B cell differentiation mechanisms.   

 

Methods 

 

Cell isolation and infection 

Tracheobronchial lymph nodes were collected from Large White conventionally bred sows 

obtained from Guy Harang slaughterhouse (Houdan, France). Tissues were minced and 

incubated with RPMI 1640 medium supplemented with 100 IU/ml penicillin, 100mg/ml 

streptomycin, 2 mM L-glutamine and 10% inactivated fetal calf serum (FCS, Invitrogen, 

Paisley, UK). Digestion were performed for 30 min at 37°C by adding 2 mg/ml collagenase D 

(Roche, Meylan, France), 1 mg/ml dispase (Invitrogen) and 0.1 mg/ml DNase I (Roche). 

Filtration on 40 µm cell strainers were performed and red blood cells were lysed using 

erythrolysis buffer (10 mM NaHCO3, 155 mM NH4Cl, and 10 mM EDTA). Cells were washed 

in PBS/EDTA and frozen in FCS + 10% dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO). 

For in vivo experiments, PRRSV infections were performed at INRA PFIE (Nouzilly, France) 

for Flanders 13 (FL13) infection and ANSES (Ploufragan, France) for Lena infections. For 

FL13 infections the animal experiment was authorized by the French Ministry for Research 

(authorization no.APAFIS#413-2015051418327338) and approved by the national ethics 

committee (authorization no. 09/07/13-1). Six pigs (free from PRRSV) were housed in 

biosecurity level-2 air-filtered animal facilities. At 10 weeks of age, pigs were inoculated 
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intranasally with PRRSV FL13 strain (genotype 1.1, 5.105 TCID50/animal). Five days post 

infection (dpi), animals were euthanatized and tracheobronchial LN were collected and 

processed as described above. 

For Lena infection, the animal experiment was authorized by the French Ministry for Research 

(authorization no. 00676.01) and approved by the national ethics committee (authorization no. 

09/07/13-1). Eight Large White piglets coming from a nucleus herd (free from PRRSV, 

Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumoniae) were housed in biosecurity 

level-3 air-filtered animal facilities. At 10 weeks of age, 4 pigs were inoculated intranasally 

with PRRSV Lena strain (genotype 1.3, 5.105 TCID50/animal). Ten days post infection (dpi), 

animals from control and infected groups were euthanatized and tracheobronchial LN were 

collected and processed as described above. 

 

Immunohistochemical staining 

Tracheobronchial LN were frozen in Tissue Teck (Sakura, Paris, France) and conserved at – 

80°C. Sections of 14 µm were obtained using a cryostat (Leica CM3050S, Nanterre, France) 

and deposed on Superfrost® glass slides (ThermoFisher scientific). Cryosections were fixed in 

methanol/acetone (1:1) at -20°C for 20 min. Fixed slides were saturated using PBS 

supplemented with 5% horse serum (HS) and 5% swine serum (SS) for 30 min at room 

temperature (RT). When biotinylated antibodies were used, a specific step of endogenous 

biotins saturation using Avidin/Biotin Blocking Kit (Invitrogen) was added. Primary and 

secondary antibodies (Table 1) were added at 4°C overnight or 30 min, respectively. Slides 

were analyzed using Zeiss AXIO Observer.Z1 microscope and Zen 2012 Software (Zeiss, Jena, 

Germany). 

 

Flow cytometry analysis 

Cells were stained in blocking solution, composed of PBS-EDTA supplemented with 5%HS 

and 5% SS. Antibodies were added to the blocking solution for 30 min on ice and then washed 

in PBS-EDTA with 2% FCS. Staining were made in 4 steps, including PBS/EDTA (2 mM) 

washing between each step; first the uncoupled primary antibodies of different species/isotypes, 

second the secondary species/isotype specific fluorochrome-coupled antibodies, third the 

fluorochrome-coupled or biotinylated primary antibodies (which can then be of the same 

species/isotype than the first step antibodies) and fourth the streptavidin-coupled fluorochrome 

(Table 1). 
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Cell sorting 

LN cells were stained as for flow cytometry analysis and sorted in the different populations. 

However, since LN cells are fragile, the labeling was reduced to a two-step staining 

(primary/secondary antibodies) in order to limit the centrifugation steps and to shorten the time 

before sorting. Moreover, as much as possible, the sorting was processed on fresh cells in order 

to improve the cell yield and viability. DAPI staining (Sigma-Aldrich) was performed to 

eliminate dead cells. MoFlo ASTRIOS (Beckman-Coulter, Paris, France) was used to isolate 

cells. FlowJo software (version X.1.0, Tree Star, Ashland, OR) were used to analyze 

subpopulation prevalence.  

 

May-Grünwald-Giemsa staining 

Sorted cells were fixed and stained with May-Grünwald-Giemsa methods as previously 

described [27]. Images were acquired with a Pannoramic Scan II (3DHISTECH Ltd., Budapest, 

Hungary). Pictures were analyzed using Pannoramic Viewer (3DHISTECH Ltd.). 

 

RNA extraction, reverse Transcription and real-time qPCR 

Total RNA from sorted cell populations were extracted using Arcturus PicoPure RNA Isolation 

kit (ThermoFisher Scientific, St Aubin, France) according to the manufacturer’s instructions. 

Qiagen RNase-Free DNase Set (Courtaboeuf, France) was used to remove contaminating DNA. 

Reverse transcription was made using Multiscribe reverse transcriptase (ThermoFisher 

Scientific) according to the manufacturer’s instructions. Relative mRNA expression was 

evaluated using qPCR using iTaq Universal SYBR Green Supermix (Biorad, Hercules, CA). 

Relative gene expression was expressed according to ΔCt method. Ribosomal protein S24 

(RPS24) was chosen as housekeeping gene as previously described in pig lung [27; 28]. Primers 

used in this publication are described in Table 2. Using the porcine new born pig trachea 

epithelial cell line NPTR [29] we validated Topoisomerase IIA and Cyclin B2 as transcriptomic 

markers of cell proliferation, since their expression in RT-qPCR were respectively 30 and 17 

times higher in NPTR cells in exponential proliferation cultures compare with confluent NPTR 

cells. Conversely Ki67 which is a good proliferation marker at protein level was invalidated for 

transcriptomic studies since its expression only varied by a factor of 2 between proliferating 

and confluent cells (Supp Fig 1A). 
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Statistical analysis  

All data were analyzed using R software (version 3.4.0). Statistical tests are indicated in the 

relevant figure legend.  

 

Results 

 

Three different MΦ cell types can be identified and localized in the respiratory LN  

In mouse, LN MΦ have first been described according to their localization. We identified swine 

LN MΦ according to their LN localizations with regard to B and T cell areas. Anti-CD21b 

antibody B-Ly4 that stained mainly immature pre-class-switched B cells [30] was used to 

localize B cell follicles. Anti-CD8α expressed on CD8 T cells and memory/activated CD4 T 

cells in swine [31] was used to identify the T cell areas (Figures 1A and 1B). As previously 

observed in swine [13], T cell areas couldn’t be clearly delineated whereas B cell follicles can 

be precisely identified. CD169 and CD163 markers previously used to identify swine LN MΦ 

[16] and mouse LN MΦ were used (for review [17]). We observed CD169 and CD163 

subcapsular co-staining (Figures 1A, 1B). Because of the reverse structure of the pig LN, these 

peripheral cells are localized next to the efferent vessels. Interestingly, CD169 was also 

expressed in close association with the B cell follicles (Figure 1A, right picture). In fact, 

CD169pos/CD163neg/CD21neg cells appeared to be localized on a thin band on the periphery of 

the follicles (Figure 1A, right picture, green crescent staining). The use of CD21 staining 

permitted to distinguish a third subpopulation co-expressing CD169 and CD21 (Figure 1A, 

right picture, yellow staining inside the follicle). In fact, CD169pos/CD163neg/CD21pos cells were 

present in a more diffuse “crescent shape” intrafollicular area (Figure 1A). Finally, 

CD169neg/CD163pos cells were present in the medulla, tightly associated with the lymphatic 

cords, both in the LN tissue as well as in the lumen of the vessels (Figure 1C, right picture, red 

staining).   

A flow cytometry analysis of enzyme-digested LN was performed in order to isolate the 4 

populations identified in previous microscopy studies. For gating strategy, the populations were 

first distinguished using a CD163/CD169 plot (Figure 2A). CD169pos/CD163neg cells were 

further divided as FSClow/CD21neg and FSChigh/CD21pos cells. The 4 populations were sorted 

followed by RT-qPCR or May-Grünwald-Giemsa staining in order to study morphology and 

ontogeny of cells (Figure 2B and 2C). 

CD169high/CD163pos cells presented a rounded or slightly indented nucleus with coarse 
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chromatin and abundant clear vacuolated cytoplasm, in agreement with a macrophagic 

phenotype (Figure 2B). Moreover, RT-qPCR analysis revealed that these cells highly expressed 

the macrophagic CSF1R, MAFB and MerTK genes (Figure 2C) validating that 

CD169high/CD163pos cells are macrophages. Because of the reverse structure of the pig LN, 

these cells located at the periphery of the lymph node are localized next to the efferent vessels. 

We called them efferent MΦ (effMΦ). 

 

CD169neg/CD163pos cells displayed abundant clear vacuolated cytoplasm and a large deeply 

indented nucleus with lacey chromatin very similar to blood monocytes and to the previously 

described mouse LN MCM [20]. CSF1R and MerTK expression inside these cells were 

equivalent to the expression of effMΦ. Interestingly, MAFB expression was higher than in 

effMΦ (Figure 2C). Regarding to their localization both in the LN tissue as well as in the lumen 

of the cord vessels, these cells were called cord MΦ (cordMΦ). 

 

CD169pos/CD163neg/CD21neg cells displayed a blue-gray cytoplasm with a grainy texture 

surrounding a large vesicular or slightly indented nucleus with coarsely clumped chromatin 

(Figure 2B). These cells expressed CSF1R and MerTK genes (Figure 2C). According to their 

morphology and their localization at the periphery of the follicule, these cells were called 

perifollicular MΦ (PFMΦ) 

 

CD169pos/CD163neg/CD21pos cells displayed a high nucleo-cytoplasmic ratio with a large round 

nucleus with coarse and dense chromatin and a nucleolus, surrounded by a perinuclear halo and 

a rim of basophilic cytoplasm, looking very similar to bone marrow preB cells [32], in strong 

support with an immature B cell identity. Moreover, their localization in a semi-circular area in 

the periphery of the follicle (CD169pos/CD21pos cells in Figure 1A), reminds the dark zone 

localization of immature, antigen activated centroblasts undergoing somatic hypermutation in 

mouse and man (for review see [33]). In agreement with their immature B cells MGG profile, 

these cells expressed none of the macrophagic markers tested, but expressed higher levels of 

CD19, a B cell marker, and PAX5, a regulatory gene of the somatic hypermutation process [34], 

which expression is characteristic of centroblastes and centrocytes differentiation steps. 

Regarding all these results, the cells were called CD169pos B cells. Although CD169 protein 

expression was detected by FACS (Figure 2A) and confirmed by microscopic staining (Figure 
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1A), CD169pos B cells did not present detectable amount of CD169 mRNA (Figure 2C). 

Conversely, CD169 mRNA quantification in MΦ (high in effMΦ, low in PFMΦ and absent of 

cordMΦ) was consistent with cytometry and microscopy analysis.  

 

Identification of 5 B cell differentiation/activation states and localization in the 

respiratory LN 

In order to better integrate CD169pos B cells inside the LN B cell differentiation steps, markers 

previously proposed by Sinkora et al. [35] for porcine bone marrow B cell development were 

used. Our Preliminary experiments demonstrate that CD21, IgM and CD2 are the more 

distinctive LN B cells markers. We first microscopically characterized CD169pos B cells 

according to B cell markers using a CD169/IgM/CD21 staining. The CD169pos/CD21pos 

follicular B cells did not expressed IgM, and were mixed with CD21pos/CD169neg/IgMneg B cells 

in the intrafollicular crescent shape band contiguous with PFMΦ (Figure 3A). IgMpos/CD21pos 

cells were localized in the center of the follicle. Finally, IgMpos/CD21neg cells were rarely 

present in the center of the follicles, but well represented in extrafollicular area, as well as in 

the LN periphery, in direct contact with effMΦ (Figure 3A). 

We completed this microscopic analysis by FACS analysis using the same first panel used for 

MΦ identifications, complemented with the myeloid marker CD172a and the B cell markers 

CD21, IgM and CD2 (Figure 3C). 

The double negative CD169/CD163 cells were depicted on a CD21/IgM plot. CD21pos/IgMneg 

cells were directly sorted, CD21/IgM double positive cells were again split in CD2pos/FSClow 

and CD2low/FSChigh populations, whereas CD21neg/IgMpos cell population was sorted on a 

restricted CD2neg/Sirplow gating.  

The different cell-types were sorted and stained by MGG coloration (Figure 3 D). Centroblasts 

displayed a large, round nucleus with multiple peripheral nucleoli surrounded by a rim of 

basophilic cytoplasm. Centrocytes displayed a small, round nucleus with clumped chromatin 

and with scant cytoplasm. Plasmablasts displayed some heterogeneity: their size was 

intermediate to large with scant to moderate slightly basophilic cytoplasm and a vesicular 

nucleus with reticular chromatin. Plasma cells demonstrated an intermediate-sized nucleus with 

reticular chromatin and a rim or just a crescent of clear cytoplasm with a prominent juxtanuclear 

archoplasm. 

The sorted B cells were characterized by analyzing B cell-transcription factors genes expression 
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by RT-qPCR [36] (for review see [33]). CD169pos B cells and centroblasts (CD21pos/IgMneg) 

expressed significantly more BCL-6 (Figure 4A) than all the other B cells. BCL-6 is a master 

transcription factor expressed specifically in centroblasts and a majority of centrocytes [37] and 

involved in the inhibition of their differentiation in plasma and memory B cells [38; 39]. 

Centrocytes expressed intermediate levels of BCL-6, PAX5 and IRF4 as expected for these 

cells in an intermediate differentiation state (Figure 4A). As expected plasmablasts and plasma 

cells expressed the lowest levels of BCL-6 and PAX5, whereas plasma cells expressed the 

highest levels of IRF4 [40], XBP1 [41; 42] and Blimp1 [43; 44] (Figure 4A), 3 genes whose 

expression is specific of the terminally differentiated B cells. In agreement with their blastic 

profile in cytometry (FSChigh, sup Fig 2) and in microscopy (Figure 3C), CD169pos B cells and 

centroblasts (CD21pos/IgMneg) expressed significantly more the proliferation markers 

Topoisomerase IIA (Figure 4A) and Cyclin B2 than all the other B cells (Supp Figure 1B). 

These results were validated according to protein and LN localization using microscopy 

staining with Ki67, a protein marker of proliferating cells and BCL-6. Ki67 appeared strongly 

expressed in CD21pos and CD169pos cells situated in the crescent shape area of the follicle, in 

agreement with the phenotype and localization of CD169pos B cells and centroblastes (Figure 

4B). Ki67 and BCL-6 co-staining demonstrated a colocalization of these two markers in the 

follicular crescent shape area, in concordance with the transcriptomic expression of 

Topoisomerase IIA and BCL-6 in CD169pos B cells and centroblasts (Figure 4C). 

In conclusion, the phenotype, the localization, the expression of transcription factors and the 

proliferation of the five B cell populations are in concordance. To note, we confirm here that 

the CD169pos B cells are strongly related to centroblasts. 

 

CD169pos B cells interact closely with antigen bearing PFMΦ 

To better understand the interaction between drained antigen, PFMΦ and CD169pos B cells, we 

injected ex vivo red fluorescent 0.1µm beads in the tissues surrounding a tracheobronchial LN. 

Injected beads were let to be drained for 30 minutes at 37°C.The draining LN was then dissected 

and microscopically analyzed for beads sublocation. Beads were present in effMΦ and PFMΦ 

(Figure 5A) but not in cordMΦ (data not shown). To better define the location of the beads 

inside the follicle, CD169 and CD21 staining of the same LN were performed. Thanks to DAPI 

staining, PFMΦ appeared clearly situated in the space between the follicle and the rest of the 

LN (Figure 5C and D). Beads signal was mostly associated with PFMΦ although some signal 
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was observed deeper in the follicle associated with CD169pos B cells (Figure 5B). A view of the 

interface between intrafollicular B cells and PFMΦ is depicted in Figure 5E with DAPI and 

saturated CD21 staining in order to more precisely set the limit between the intrafollicular 

CD21pos cells and the PFMΦ. Once this limit was affixed on the CD169/CD21 co-staining 

(Figure 5F), some beads were situated inside the follicle, at the contact between PFMΦ 

protrusions and intrafollicular CD169pos B cells (Figures 5E and 5F). PFMΦ and CD169pos B 

cells closely interact with antigen drained from the peripheral tissue, at the frontier of the B cell 

follicle.  

In vivo PRRSV infection of LN cells 

To get a hint of the mechanism used by PRRSV virus to persist in the LN and to delay the 

neutralizing immune response, in vivo infections were performed.  

In a preliminary in vivo experiment, 4 animals were infected with Lena PRRSV, and 4 were 

mock infected. Tracheobronchial LN were collected at 10 days post infection.  

Regarding their expression of CD163, effMΦ and cordMΦ were likely to be infected. Because 

PFMΦ didn’t express CD163, we first hypothezied that these cells would not be infected and 

decide to cell-sort them in association to CD169pos B cells. We also decided to cell-sort cDC2 

defined by their expression of CD172a (Sirp), CadM1 and CD11c (supp Figure 3A) after 

validating their identification by RT-qPCR (supp Figure 3B). Results demonstrate that Lena 

infection (10 dpi) triggered effMΦ depletion (sup Figure 3C). PRRSV RNA was detected in 

effMΦ. Surprisingly, a 10 time weaker expression was also detected in the pooled 

PFMΦ/CD169pos B cells (sup Figure 3D). 

We decided to conduct further in vivo infection in which PFMΦ and CD169pos B cells would 

be cell-sort separately. Three large white pigs were infected with the PRRSV FL13 strain, and 

three were mock infected. At 5 dpi, tracheobronchial LN cells were isolated and analyzed by 

flow cytometry using the same gating as in Figure 4A in order to study the different cell 

proportions. Upon infection, a proportional decrease of effMΦ and an increase of plasmablast 

were observed while no change in the proportions of the other cell types occurred (Figure 6A). 

The different cell populations were sorted and viral RNA detection was proceeded by RT-qPCR. 

In agreement with the cell population decrease, PRRSV RNA was detected in effMΦ (Figure 

6B). Interestingly, PRSSV RNA was also detected in PFMΦ. No consistent PRRSV RNA was 

detected in the cordMΦ and the B cell compartment at the exception of a low signal in 

centrocytes. Thus 10 days post-Lena infection and 5 days post-FL13 infection results 
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demonstrate an infection and depletion of effMΦ and a detection of viral RNA in PFMΦ 

without depletion. 

 

LN Macrophages and B cells upon PRRSV infection 

Upon PRRSV/FL13 infection, LN MΦ expression of cytokines involved in B cell 

survival/maturation, namely IL-10, IL-21 and BAFF were studied. Infection induced the 

upregulation of BAFF in the 3 LN MΦ populations (Figure 7A) but did not modify IL-10 and 

IL-21 expressions.  

We then wondered if, despite the absence of consistent PRRSV infection of B cells, the 

infectious context would impact their differentiation programs. We thus tested the 

transcriptional expression of the previously identified transcription factors, as well as the 

proliferation marker Topoisomerase IIA. Strikingly, CD169pos B cells but not centroblasts or 

other B cell differentiation states, presented a 2.4 time increase in BCL-6 expression, paralleled 

with a 1.8 time increase in Topoisomerase IIA (Figure 7B).  

 

Discussion 

The means by which PRRSV alters the adaptive immune response remained largely unknown 

[7]. In an attempt to better understand the virus action, we sought here i) to define the MΦ 

populations present in the tracheobronchial draining LN and possibly involved in the 

respiratory adaptive immune response maturation; ii) to investigate the susceptibility to PRRSV 

infection of these MΦ and iii) to explore the potential impact of MΦ infection on B cell 

differentiation.  

This task was complicated by the inverted structure of the pig LN. For instance, effMΦ 

population is in a subcapsular localization but we decide not to name these cells ‘subcapsular 

sinus macrophage’ (SCS MΦ) because their localization is at the exit of the LN, whereas in 

human and mice SCS MΦ are positioned at the entrance of the LN. Because of this distinction, 

pig subcapsular MΦ must have a different function compare to mouse and human SCS MΦ. 

Due to their localization before the efferent lymphatic, we called them efferent MΦ (effMΦ), 

and considered them as the likely functional equivalent of the mouse MSM, localized in the 

medullary sinus, just before the efferent lymphatic. Indeed their phenotype 

(CD169pos/CD163pos/CD21pos) corresponds to the CD169pos/CD163pos phenotype known for 

MSM [17] rather than to the phenotype of murine SSM (CD169pos/CD163neg) [45] (Table 3). 
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In mouse, these MSM have been proposed to play a role in the clearance of the lymphatic fluid 

before its exit to the main blood circulation [17]. Interestingly, because of the pig LN reverse 

structure, swine effMΦ must cover the whole periphery of the LN and are then in very large 

numbers compare with human and mouse MSM. Thus, pig LN might be a very good model for 

the study of these cells. CordMΦ are clearly positioned along the medullary cords with a 

phenotype similar to the mouse MCM (CD163pos/ CD169neg). Finally, PFMΦ appeared to be 

the likely equivalent of porcine SCS MΦ (Table 3). They presented a 

CD169pos/CD163neg/CD21neg phenotype compatible with mouse SCS MΦ and with the porcine 

Marginal Zone MΦ [16] thought to be the spleen equivalent of SCS [46]. Moreover, PFMΦ are 

localized on the contact zone with B cell follicle and could potentially performed one of the 

most important task described so far for SCS MΦ, which is the transport of antigens from the 

afferent circuit to the inside of the follicle and their transfer to follicular B cells [19; 47; 48].  

We observed a CD169pos B cell population positioned inside the B cell follicles at the contact 

with PFMΦ, in a crescent-shape area reminiscent of the LN follicle dark zone as observed in 

HES staining in previous publications. Except their expression of CD169, these cells are 

CD21pos/IgMneg/CD2neg. They present a proliferating cell profile (FSChigh, Topisomerase IIA, 

Cyclin B2 and Ki67 positive) and their MGG phenotype as well as transcription factors 

expression (BCL-6 and PAX5) make them belonging to the centroblaste state. Interestingly 

these cells exhibit CD169 proteins at their surface without detectable mRNA. This discrepancy 

between mRNA and protein expressions associated with the observed close interactions of the 

PFMΦ/CD169pos B cells are in support with the acquisition by intrafollicular CD21 B cells of 

CD169 through trogocytosis upon intimate contact with PFMΦ. Such mechanism have been 

previously described for lymph node cells [49]. Even if artefactual bleb exchange upon tissue 

digestion have been previously discovered in mouse LN between innate lymphocytes cells and 

SCS MΦ [50], our observation of CD169pos B cells in microscopy invalidate this hypothesis.  

This suggestion of B cells interacting with antigen-bearing PFMΦ (equivalent to mouse SCS 

MΦ) in the porcine lymph node could be similar to the previously described murine SCS MΦ/B 

cells interaction in their relay on antigen transport from the capsule to the follicle [19; 47; 48].  

After steady state LN cell profiling, we analyzed the different MΦ and B cell populations upon 

PRRSV infection. According to their PRRSV RNA content associated with their depletion upon 

infection, effMΦ are likely productively infected by both FL13 and Lena viruses. Because of 

effMΦ localization, replication inside these cells might favor diffusion of virus into the blood 
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contributing to the viremia. Moreover, their depletion might preclude them to play their role of 

efferent lymph scavenger, increasing the dumping of viral particles from the LN to the blood 

circulation.  

Compared to effMΦ, PCMΦ (and cDC2) did not present consistent PRRSV RNA levels. 

Interestingly, PFMΦ presented as much viral RNA as effMΦ whereas these cells don’t express 

the major PRRSV entry receptor CD163. For several viruses [47], it has been described that 

SCS/PFMΦ are endowed with the property to capture lymph-borne viruses for presentation to 

follicular B cells, being infected or not. For instance it has been observed that PRRSV virus 

could be transmitted through exosomes [51], and that CD169 mediated the capture of exosomes 

in LN [52]. Unfortunately, the scarcity and the fragility of PFMΦ did not allow us to test their 

capacity to replicate PRRSV in vitro. However, their absence of CD163 expression associated 

to the fact that PFMΦ did not experience depletion upon in vivo infection, are in agreement 

with an interaction with the virus without productive infection.  

The PRRSV modulation of cytokines expression related to B cells homeostasis were studied in 

the LN MΦ. BAFF was upregulated upon PRRSV infection in the 3 LN MΦ populations 

whereas IL21 and IL10 were unchanged. Although limited, this information is in agreement 

with an adequate survival environment for activated B cells. The expression of B cell 

transcription factors and proliferation-related genes upon FL13 infection were measured. An 

increase of BCL-6 and Topoisomerase IIA expression exclusively in CD169pos B cells were 

observed. Although it is difficult to interpret this BCL-6 overexpression without a comparison 

with another respiratory virus triggering a normal neutralizing antibody response, the strict 

limitation of BCL-6 upregulation in CD169pos B cells lead us to hypothesize a blocking of these 

cells in this immature low affinity state. This blocking might be at the origin of the PRRSV-

induced defect in the B cells maturation process observed by Sinkora et al. [8], linked with the 

production of hydrophobic binding sites autoimmune-like antibodies [53]. Interestingly these 

observations might be related to similar B cells maturation defects [54] as well as low-affinity 

autoimmune antibodies appearance [55] observed in HIV infections, in which the gp120 virus 

envelope protein act directly on B cell membrane proteins to trigger a polyclonal, non-

protective B cell response [56]. 

In conclusion, we observed here a strong PRRSV signal associated with depletion of the effMΦ, 

in agreement with a productive infection that can participate to the viremia. Conversely, 

interaction of PRRSV with PFMΦ might favor an indirect or direct action of the virus on 
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CD169pos B cells and their blocking in a BCL6high state. Finally, the fine description of the 

inverted porcine LN MΦ and B cell differentiation steps will open the possibility to visualize 

the action of PRRSV and other porcine viruses in this main place of the adaptive immune 

response initiation.  
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Table 1: Antibodies used for tracheobronchial lymph nodes staining for 

immunofluorescence and cell sorting  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Antibody Clone Isotype Species Dilution Supplier 

anti-CD169 1F1 IgG2a mouse pur J Dominguez (INIA) 

anti-CD21 B-ly4 IgG1 mouse 1/100 BD Pharmingen 

anti-CD21-BV510 B-ly4 IgG1 mouse 1/50 BD Pharmingen 

anti-CD8a PT81B IgG2b mouse 1/100 Monoclonal a-center 

anti-CD163 2A10/11 IgG1 mouse 1/100 Biorad 

anti-CD163-FITC 2A10/11 IgG1 mouse 1/20 Biorad 

anti-CD163-PE 2A10/11 IgG1 mouse 1/20 Biorad 

anti-IgM PG145A IgM mouse 1/150 WSU 

anti-CD172a/Sirpα 74-22-15 IgG1 mouse 1/250 WSU 

anti-CD2-Biot RPA-2-10 IgG1 mouse 1/50 eBioscience 

anti-Ki67-A555 B56 IgG1 mouse 1/20 BD Pharmingen 

anti-BCL6 K112-91 IgG1 mouse 1/150 BD Pharmingen 

anti-BCL6-PerCPCy5.5 K112-91 IgG1 mouse 1/50 BD Pharmingen 
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Table 2: Primers used for RT-qPCR 

Gene Sequences (5’-3’) Gene ID Size 

pb 

Efficiency 

CSF1R 
F° CGGTATGTGCCCGTGTTTTG 

R° CGATGCGTGAGCAATGTCAG 
 

100517086 86 0.96 

MAFB 
F° TGCGTTCTTTAGACCAATATGTTATGT 

R° CACCAATAACTCGCCCGCTAT 
 

100518227 71 0.99 

MerTK 
F°  CCGAACTCTGTAATCGCTTCTTG 
R° TGCACTTCCGCCGTGACTA 

 

100519652 65 0.74 

CD169 

/SIGLEC1 

F° CAGGGGGAGTATGTGTGCTC 

R° CCTGGGTAGATTGGGGTTCAC 
 

397623 441 0.98 

Topoisomerase 

IIA / TOP2A 

F° TCAGCCTGGCCTTTAGCAAA 

R° TCGTTGCCGTCTATCTTCCAT 
 

396917 67 0.92 

Cyclin B2 

/ CCNB2 

F°AGTTTAGGCTGCTGCAGGAAAC 

R°TGGCTGAACCTGTAAAAATCGA 
 

100135668 70 0.86 

Ki67 / MKI67 
F° GCAGACGCTACCGCTCATC 

R° GCCAAGTAACTAAGGACAGCTCTGA 
 

102164100 72 0.74 

CD19 
F  CAAGATGCTGACACCTATCACTGTAA 

R  TGACCGAGCAGTGACCTTCA 
 

397669 74 1.00 

BCL-6 
F° CGAGAAGTGTAACCTGCATTTCC 

R° CGTGCTTCTGGCGCAAGT 
 

100156549 64 0.91 

PAX5 
F° TCACAGCATAGTGTCCACGG 

R° CCGGCAGTGAGTGACCAT 
 

100520167 182 0.98 

IRF4 
F° ACTCCCAGCTCAGGTTCACAA 

R° GGACGAACTCCCTCCATCCT 
 

100144625 65 1.00 

XBP1 
F° AGCACAGAAGCCTGTGGTTC 

R° ACAACCTGCATGTCCTAGACC 
 

100217386 144 0.95 

Blimp1 

/Prdm1 

F° TGAAACTCCACAAGCGCCTAC 

R° CCTTCAGATGGACCTTGAGGC 
 

12142 101 0.96 

PU-1  

/SPI1 

F° TCCCCCCTCAGCCATCA 

R° GCGTTTGGCGTTGGTAGAGA 
 

414912 63 0.90 

FLT3 
F° TGTTCACGCTGAATATAAGAAGGAA 

R° GGAGCAGGAAGCCTGACTTG 
 

100515445 70 0.92 

FcεRIα 
F  CAGGTGTCCTTGAATCCCCC 
R  GGCATCTGTATTTGCCGCTG 

 

100152827 74 1.07 

BAFF 

/TNFSF13B 

F° GGAGACGGTCCCCATCCT 

R° AGCAGCTTCCCATCTTTGGA 
 

100038026 69 1.09 

IL10 
F  GAGCCAACTGCAGCTTCCA 
R TCAGGACAAATAGCCCACTAGCTT 

 

397106 65 1.01 

IL21 
F° AAATAGTCATCTGCCTGATGGTCAT 

R° AGGCGATCTTGTCCTTGGAA 
 

403123 76 1.01 

N Lena  

viral RNA 
F  ATGGCCAGCCAGTCAATCAG 
R  GGAACGTTCAGTTCCGGTGA 

 

1494888 166 0.95 

N FL13 

viral RNA 
F° GGGAATGGCCAGTCAGTCAA 

R° ATCTTCAGCAGCTAGGGGGA 
 

1494888 134 0.95 
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Table 3: Tracheobronchial lymph nodes macrophages comparison between mouse and 

swine. 

  
Mouse 

 
Swine 

 

Antigen Entry 

(afferent) 

Name SCS MΦ PF MΦ 

Location 
Subcapsular & 

Perifollicular 
Perifollicular 

Phenotype CD169+/CD163- CD169+/CD163- 

Main Function 
Antigen transfer  

to B follicle 
/ 

Lymphocytes exit 

(efferent/HEV) 

Name MCM Cord MΦ 

Location Medullary cord Cord 

Phenotype CD169-/ CD163+ CD169-/ CD163+ 

Main Function 
Plasma cells 

Maturation 
/ 

Fluid exit 

(efferent) 

Name MSM Eff MΦ 

Location Medullary sinus Subcapsular 

Phenotype CD169+ CD169+/CD163+ 

Main Function 
Lymph clearance 

before exit 
/ 
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Figure 1: Macrophages localization in the porcine tracheobronchial lymph nodes. 

Whole lymph nodes cryosections were immunostained for B and T cell zones using anti-

CD21 (red) and anti-CD8α (blue) antibodies respectively. A third antibody directed 

against CD169 (A), CD163 (B), or both (C) were added. Images are representative of at 

least 3 LN from different animals. Whole LN pictures are individual 10x or 20x images 

assembled using axiovision® software (Zeiss). Objectives used were 10x, 20x, 40x.  
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Figure 2: Tracheobronchial lymph nodes macrophages identification. 

A. Representative dot plots of the LN macrophages populations by FACS analysis using 

CD163, CD169 and CD21. Four populations were defined: efferent macrophages (effMΦ), 

cord macrophages (cordMΦ), perifollicular macrophages (PFMΦ) and CD169pos B cells. B. 

Sorted cells were stained by a May-Grünwald-Giemsa (MGG) coloration for morphological 

analysis. Data are representative of 3 independent experiments. C. mRNA expression of 

macrophagic and B cell specific genes in the sorted populations by RT-qPCR. Arbitrary unit: 

A.U. represents 2-ΔCt. The Mann-Whitney’s test was performed. P-values *<0.05, **<0.001, 

***<0.0001. 
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Figure 3: B cell populations characterization in the tracheobronchial lymph nodes. 

A. Whole lymph node cryosections were immunostained for IgM, CD21 and CD169. B. 

Representative dot plots of the LN B cell populations by FACS analysis using CD163, 

CD169, CD21, CD2 and IgM markers C. Sorted cells were spun onto slides and stained by 

MGG coloration for morphological analysis. Data are representative of 3 independent 

experiments. 
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Figure 4: Identified tracheobronchial lymph nodes B cell populations recapitulate 

the B cell differentiations steps. 

A. mRNA expression by RT-qPCR of B cell differentiation specific genes in the sorted 

populations defined in Figure 3B. Arbitrary unit: A.U. represents 2-ΔCt. The Mann-

Whitney’s test was performed. P-values *<0.05, **<0.001, ***<0.0001. B. & C. 

Whole lymph nodes cryosections were immunostained for CD21, Ki67, CD169 (Left 

image) or BCL-6, Ki67, CD8α (Right image). 
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Figure 5: PFMΦ collect tissue injected beads and interact with CD169pos B cells. 

Tracheobronchial explant was injected with 0,1 µm red fluorescent beads and incubated for 30 min 

at 37°C before preparation for staining with anti-CD169 (green) and anti-CD21 (blue) and DAPI 

(white).  

A. Whole draining LN (10x objective). B. Entire follicle from the draining LN (White square in 

Figure 5A) were analyzed. Yellow spots represent red beads co-localized with CD169pos PFMΦ. 

Light blue cells are CD169pos/CD21pos follicular B cells. Some intrafollicular red beads are 

associated with these cells. The white square delineates the area depicted in E and F. C and D., 

single color (white: DAPI, green: CD169) depicture of image B. the DAPI C picture allowed us to 

delineate the follicle limit (dashed line). E. DAPI and saturated CD21 staining allowing a more 

accurate delineation of the limit between the intrafollicular and the extrafollicular area. F. Some 

red beads are situated inside the follicle in contact with both PFMΦ (green) and CD169pos B cells 

(blue and green, depicted in light blue). Pictures B to F were obtained using a 63x objective. 
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Figure 6: effMΦ and PFMΦ interact with FL13 PRRSV. 

In vivo infected and control tracheobronchial LN cells were sorted using previous gating strategy.  

A. Evolution of population upon infection were analyzed as a percentage of live cells. Data are 

representative of 3 independent experiments. B. Detection of viral RNA were performed on sorted 

cells by RT-qPCR.  
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Figure 7: PRRSV/FL13 infection triggers BAFF upregulation in macrophages and BCL-6 

upregulation in CD169pos B cells. 

Macrophages and B cells were sorted from in vivo infected tracheobronchial LN at 5 days post FL13 

PRRSV infection.  

A. mRNA expression of cytokines were measured by RT-qPCR. B. mRNA expression of B cell 

transcription factors involved in the different B cell differentiation steps were measured by RT-

qPCR. 
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Supp Figure 1: Use of RT-qPCR to determine B cells proliferation status. 

A.  The porcine, trachea-epithelial cell line NPTR was harvested at confluence (confluent) or 

during exponential growth (proliferating).  mRNA expression of Topoisomerase IIA, Cyclin 

B2 and Ki67 were measured by RT-qPCR. B. mRNA expression of Cyclin B2 in sorted B 

cell (related to Figure 4A).  
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Supp Figure 2: CD21, IgM, CD2 and FSC profiles of tracheobronchial lymph nodes B cells. 

LN B cell populations identified by FACS using CD163, CD169, CD21, CD2 and IgM staining 

were gated as in Figure 3 B. Their respective profile on CD21/IgM as well as CD2/FSC dot-plot 

are depicted here. 
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Supp Figure 3: Lena PRRSV infection of tracheobronchial lymph nodes MΦ and DC. 

Preliminary experiment using A. the gating of effMΦ, cordMΦ, type 2 conventional dendritic 

cells (cDC2, defined as CD163
neg

/CD169
neg

/CD11c
pos

/CD172a
pos

/CadM1
pos

), and 

perifollicular cells (PFCell) which represent a mix of PFMΦ and CD169
pos

 B cells. B. Sorted 

cells were tested by RT-qPCR for macrophagic and DC specific gene expressions. Arbitrary 

unit: A.U. represents 2-ΔCt. C. Evolution of population upon infection were analyzed as a 

percentage of live cells. n=4. D. Detection of viral RNA was performed on sorted cells by RNA 

extraction and RT-qPCR.  
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Discussion complémentaire  

 Dans cet article, nous démontrons que les effMΦ sont infectés in vivo par les 

souches européennes FL13 et Lena. L’infection des effMΦ est plutôt attendue au vu de leur 

expression des récepteurs CD163 et CD169. En revanche, la détection d’ARN viral associé aux 

PFMΦ est plus surprenante car ces cellules n’expriment pas le récepteur CD163. Ce récepteur 

est considéré comme le récepteur indispensable à l’infection par le SDRPv. En effet, lorsque 

des porcs CD163 KO sont infectés par des souches de type 1 et 2, aucune virémie n’est détectée 

(Wells et al., 2017). Au vu de nos connaissances, il semble donc plus probable qu’il s’agisse 

d’une interaction entre le virus et les PFMΦ plutôt que d’une infection.  

Nos conclusions se basent sur la détection d’ARN viral en RT-qPCR sur cellules triées. 

Nous avons tenté d’appuyer ces résultats par la détection de protéines virales dans des 

expériences de cytométrie en flux associées à des tris cellulaires et des infections in vitro. 

Malheureusement, les cellules du ganglion sont extrêmement fragiles et des phénomènes 

d’apoptose massifs ont été observés. Pour pallier à ces problèmes techniques, nous avons 

développé des cultures de coupes de ganglions entiers où les cellules conservent leurs contacts 

cellulaires. Ainsi, un tissue-slicer Krumdieck permet d’obtenir des coupes de ganglions de 200 

m d’épaisseur qui peuvent être cultivées jusqu'à 5 jours et infectées in vitro (Neuhaus et al., 

2017). Nous avons aussi essayé de réaliser des infections in vitro sur cellules triées afin de 

collecter le surnageant pour détecter la présence de virions. Une telle expérience permettrait de 

prouver le caractère productif ou non de l’infection. Malheureusement, le taux de mortalité des 

cellules en culture n’ont pas permis d’obtenir de résultats interprétables. 

 Nous avons débuté des travaux sur l’étude d’éventuelles interactions entre le SDRPv et 

les phénomènes de différenciation des lymphocytes B dans le ganglion. Nous avons tout 

d’abord caractérisé les différentes étapes de différenciation des lymphocytes B. Les analyses 

du phénotype, de la localisation et de l’expression de facteurs de transcription ont permis 

d’identifier 5 étapes de différenciation des lymphocytes B. Parmi ces populations, les 

lymphocytes B CD169pos sont localisés à la périphérie du follicule en contact étroit avec les 

PFMΦ. Il serait intéressant de pouvoir étudier plus précisément les interactions entre ces 2 types 

cellulaires. Dans nos travaux, nous avons détecté une expression plus importante de BCL-6 dans 

les lymphocytes B CD169pos collectés 6 jours après une infection in vivo par la souche FL13. 

Cette augmentation d’expression est concomitante avec une expression plus importante du gène 

codant pour la cytokine B-cell activating factor (BAFF) dans les 3 populations de macrophages 
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identifiés. Il serait intéressant d’étudier si ces augmentations sont spécifiques du SDRPv.  

 Afin d’étudier plus précisément l’impact de l’infection sur la différenciation des B, il 

serait envisageable de réaliser des infections in vivo avec le virus du SDRPv et le virus de la 

grippe pour comparer les réponses induites dans le ganglion par ces infections. Dans notre 

étude, les ganglions ont été collectés 6 jours après l’infection afin d’observer les phénomènes 

précoces dans la mise en place de la réponse humorale. De nouvelles études pourraient 

permettre de réaliser des cinétiques en collectant les ganglions à différents temps post-infection 

afin d’avoir une vision plus dynamique d’éventuelles perturbations induites par l’infection 

SDRPv. Nous envisageons aussi d’utiliser des prélèvements sanguins pour étudier l’évolution 

des populations de lymphocytes B après infection. Nous pourrions ainsi identifier si le profil 

des populations est identique à d’autres infections virales ou s’il existe des déséquilibres. Dans 

les études de Butler et al., les auteurs suggèrent qu’une prolifération polyclonale de LB naïfs 

avec expansion du répertoire pré-immun pourrait être à l’origine du retard dans l’établissement 

de la réponse humorale neutralisante (revue (Butler et al., 2014)).  

 Dans nos travaux, nous nous sommes focalisés sur les macrophages en utilisant comme 

première approche leur expression des récepteurs CD163 et CD169. Cette approche a permis 

d’identifier 3 populations de macrophages du ganglion de porc. Néanmoins, il a été montré chez 

la souris que les macrophages présents dans la zone T (T cell zone macrophage ; TZM) 

n’expriment pas les marqueurs CD163 et CD169 (Baratin et al., 2017). Chez la souris, les TZM 

peuvent être caractérisés par leur profil MerTK+/CX3CR1+/CD169-. Dans le cas du porc, nous 

ne disposons pas d’anticorps dirigés contre MerTK et CX3CR1 et d’autres marqueurs seraient 

nécessaires pour identifier ces cellules. L’identification des TZM et des sous-populations de 

DC dans le ganglion pourrait permettre d’étudier le rôle de ces cellules dans le ganglion et leur 

interactions.   

  Il serait aussi intéressant de réussir à identifier les fDC dans le ganglion de porc. Les 

fDC peuvent jouer le rôle de réservoir viral et conserver des antigènes pour une longue durée 

(revue (Heesters et al., 2016)). Pour essayer de caractériser les fDC chez le porc, des analyses 

de cytométrie en flux pourraient permettre d’identifier des cellules négatives pour CD45 et 

positives pour CD16 et CR2 (aussi appelé CD21). Les fDC potentielles pourraient aussi être 

identifiées par leur production de CXCL13, IL-6 et BAFF.   
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Discussion générale et perspectives  
 

Interaction entre SDRPv et macrophages  

Dans nos travaux, nous démontrons l’infection des AM et des PIM dans le poumon ainsi 

que des effMΦ dans le ganglion par une ou plusieurs souches européennes. Comme pour les 

AM, l’infection des PIM et des effMΦ est concomitante avec une diminution de la fréquence 

de ces cellules dans leur organe respectif. Le SDRPv est connu pour avoir un caractère 

cytolytique dans les AM et il est possible que l’infection des macrophages diminue les capacités 

de clairance virale tout en augmentant la production de virions dans le sang et donc la virémie. 

De nouveaux travaux pourraient permettre d’élucider le rôle exact des PIM lors de l’infection. 

Nous avons montré que les PIM sont intravasculaires et fortement infectés. Il s’est avéré qu’en 

analyse par composante principale (ACP) la charge virale dans les PIM était corrélée à la 

virémie suggérant un rôle majeur de ces cellules dans la production de virions dans le sang. 

Malheureusement, un nombre plus important d’individus serait absolument nécessaire afin 

d’asseoir de telles conclusions. Des expériences de déplétion des PIM par l’injection 

intravasculaire de liposomes de chlodronate couplées à un suivi de la cinétique de virémie 

pourraient permettre de tester une telle hypothèse.  

 

Les effMΦ expriment CD163 et CD169 tout comme les AM et les AM-like. Alors que 

CD163 est absolument nécessaire à l’infection, CD169 a un rôle moins prépondérant. 

Récemment, Siglec-10 a été identifié comme un nouveau récepteur impliqué dans les 

mécanismes d’entrée du SDRPv de type 2. Ce récepteur pouvant se substituer à CD169 (Xie et 

al., 2017). La découverte d’une infection de cellules CD169 négatives ne semblerait donc pas 

surprenante. La surprise dans nos travaux provient d’une détection d’ARN viral associé aux 

PFMΦ qui sont CD169 positives mais qui expriment très faiblement CD163. Comment 

expliquer un tel résultat au vu de la bibliographie ? Il sera nécessaire de valider cette détection 

par des approches différentes de la RT-qPCR. A ce jour, nous avons tenté des approches par 

FACS afin de détecter des protéines virales dans le cytoplasme. Malheureusement, les cellules 

du ganglion s’avèrent extrêmement fragiles. Leur culture aboutit à des phénomènes d’apoptose 

massifs. Pour pallier à ces difficultés, l’utilisation d’un tissue-slicer Krumdieck permet 

d’obtenir des coupes de 200 m d’épaisseur où les cellules maintiennent leurs contacts 

cellulaires d’origine (Hoffmann et al., 1995). Nous espérons que l’utilisation d’une telle 

approche permettra de réduire considérablement l’apoptose dans nos échantillons et de vérifier 
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notre hypothèse sur les PFMΦ in vitro. Imaginons que contrairement à notre hypothèse, 

l’infection des PFMΦ se révélait indubitable, il deviendrait alors passionnant de comprendre 

les mécanismes d’infection de ces cellules. En effet, récemment de nouveaux modes de 

transmission du SDRPv ont été découverts in vitro. Ces modes de transmission alternatifs ne 

sont pas liés à la présence de CD163. Il s’agit de nanotubules intercellulaires capables de 

transmettre de l’ARN viral, des réplicases et des protéines non-structurales (Guo et al., 2016) 

ainsi que des exosomes produits par les cellules infectées (Wang et al., 2017). Il faut noter que 

l’existence de ces modes de transmission in vivo et leurs rôles exacts dans l’infection restent à 

définir. En 2014, il a été montré que le récepteur CD169 était impliqué dans la capture 

d’exosomes au sein du ganglion (Saunderson et al., 2014).  

 

Quant à la diminution de la fréquence des effMΦ après l’infection par le SDRPv: est-ce 

un élément nécessaire ou favorisant la mise en place de la réponse immunitaire dans le 

ganglion ? Il est envisageable que ces cellules soient très permissives à de nombreux 

pathogènes. Néanmoins, une telle hypothèse lève la question du renouvellement de ces cellules 

et de leur origine ? Ces résultats ouvrent des questions qui jusqu'alors restent en suspens : Cette 

diminution est-elle spécifique du SDRPv ? Ces cellules sont-elles capables de s’auto-

renouveler ? Comment le système immunitaire pourrait-il pallier à une telle diminution après 

une infection afin de faire face à d’autres pathogènes ?  

 

Au vu de l’état de l’art, il est probable que d’autres cibles cellulaires du SDRPv n’aient 

pas encore été découvertes. Dans notre étude, nous avons identifié des macrophages infectés 

que nous avons nommé « MΦ CMH-II low ». De nombreuses questions émergent de ce 

résultat : S’agit-il de macrophages identiques aux AM et PIM mais avec un état d’activation 

différent ? Quelle est la localisation exacte de ces cellules présentes aussi bien dans le lavage 

broncho-alvéolaire que dans le tissu pulmonaire ? Ces cellules sont-elles d’origine 

embryonnaire ou hématopoïétique ?  

 

Interaction entre SDRPv et cellules dendritiques  

Dans nos travaux, nous avons montré que les cellules dendritiques cDC1, cDC2 et 

moDC du poumon n’étaient pas infectées par les souches européennes FL13, LV et Lena. Nos 

résultats sont basés sur la détection de l’ARN viral par RT-qPCR et la détection de protéines 

virales par immunomarquage. Ces travaux sont les premiers à étudier l’infection de DC 
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primaires par le SDRPv de type 1 dans le poumon. Nous avons connaissance d’études menées 

actuellement en Europe qui semblent aboutir à une conclusion similaire pour les DC du sang 

périphérique (données non publiées). Cette non-infection pourrait être une différence majeure 

avec les souches de type 2 où un consensus semble exister sur l’infection des DC. Néanmoins, 

dans le cas du type 2, les mécanismes d’entrée du virus dans les DC n’ont jamais été élucidés 

et la plupart des études se basent sur des infections in vitro de moDC ou de bmDC en utilisant 

les cytokines GM-CSF (Auray et al., 2016) ou GM-CSF/IL-4 (Weesendorp et al., 2013). Il 

serait nécessaire de répéter nos expériences sur des moDC et des cDC in vivo avec des souches 

de type 2. 

 

Concernant les DC présentes dans les ganglions, nous n’avons pas fait de leur 

identification une priorité dans nos travaux au vu des résultats obtenus sur le poumon qui 

établissent la non-infection de ces cellules par le SDRPv. Nous avons néanmoins réussi à 

identifier les cDC2. Il serait très intéressant de réussir à isoler l’ensemble des sous-populations 

de DC qu’elles soient migrantes ou résidentes. Des premiers essais de tris utilisant l’expression 

de CMH-II comme critère de différenciation des DC migrantes et résidentes ont donné des 

résultats encourageants dans notre laboratoire. En effet, l’augmentation de l’expression de 

CMH-II à la membrane des DC migrantes peut être utilisée pour les identifier (Granot et al., 

2017). Néanmoins, il est possible que dans le cas du SDRPv, l’existence d’une virémie conduise 

à une maturation des DC résidentes des organes lymphoïdes secondaires. L’identification et 

l’isolement des DC dans le ganglion pourraient permettre de vérifier si le SDRPv impacte 

négativement la migration des DC vers cet organe et leur maturation. Pour cela, il serait 

envisageable de comparer la migration des DC après des infections in vivo avec le SDRPv et 

un virus considéré comme non-immunosuppressif comme le virus de la grippe. En effet, on 

peut imaginer que si la migration des DC n’est pas optimale après une infection par le SDRPv 

cela pourrait impacter les phénomènes de présentation d’antigène au sein du ganglion, la 

création des centres germinatifs et la production d’anticorps de fortes affinités.  

 

Il faut noter que lors de nos travaux, nous n’avons pas réussi à caractériser les pDC dans 

le poumon de porc alors qu’une telle caractérisation a été réalisée dans le sang. Il serait 

intéressant d’entreprendre une identification des pDC dans le poumon et d’étudier l’impact de 

l’infection par différentes souches européennes sur les fonctionnalités de ces cellules. Dans nos 
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travaux, il est clair que la souche Lena se différencie des autres souches européennes dans sa 

capacité d’induction de la réponse immunitaire. Ces travaux font échos aux résultats d’autres 

équipes qui ont montré que la souche Lena n’interagissait pas de la même manière avec les 

pDC du sang que les autres souches européennes. En effet, la souche Lena n’a pas la capacité 

d’activer les pDC in vitro de manière directe, seule une activation médiée par un contact entre 

pDC et macrophages infectés a été observée (García-Nicolás et al., 2016). Il serait donc très 

intéressant de vérifier si un tel résultat se reproduit avec des pDC isolées depuis le poumon de 

porcs infectés. De plus, il a été montré dans le sang de porc que les pDC expriment le TLR7 et 

le TLR9 que les cDC1 expriment le TLR9 et que les cDC2 expriment le TLR7 (Auray et al., 

2016). Dans des travaux en cours de RNA-seq sur DC primaires du poumon, nous comptons 

étudier l’expression des TLR sur les cDC1, cDC2 et moDC. L’étude de l’expression des TLR 

sur les DC du poumon couplée à l’étude de l’état d’activation des DC selon les souches 

européennes utilisées pourraient fournir des indices sur d’éventuels mécanismes à l’origine des 

différences d’interaction entre DC et virus.   

 

Réponse cellulaire 

 Dans notre étude, le virus ne se réplique pas dans les DC. De plus, nous n’avons pas pu 

mettre en évidence une diminution d’expression des protéines de co-stimulation à leur surface. 

Néanmoins, une différence entre les souches européennes existe. Seule la souche virulente Lena 

est capable de polariser une réponse Th1 via une interaction avec les DC. Ce résultat obtenu 

par MLR in vitro appuie l’hypothèse émise par Salguero et al. selon laquelle les souches 

virulentes activeraient plus les DC que les souches peu virulentes. Cette activation plus forte 

favoriserait une forte réponse cellulaire ainsi qu’une aggravation des symptômes cliniques liée 

à une forte inflammation (Salguero et al., 2015). Nos travaux de transfert cellulaire in vivo 

semblent appuyer cette hypothèse. En effet, le transfert de lymphocytes T mémoires spécifiques 

du SDRPv diminue la courbe de survie après infection, soulignant un rôle potentiel d’une 

réponse cellulaire délétère dans le cas de l’infection Lena. Malheureusement, il serait nécessaire 

d’avoir pu disposer de groupe contrôle où les porcs auraient été transférés avec des PBMC 

naïfs.  

 

Dans les travaux précédents du laboratoire, il a été montré que les cDC1 sont les 

principaux acteurs de la polarisation Th1 dans le poumon. Il conviendrait de vérifier que la 
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réponse Th1 que nous avons observé avec la souche Lena provient bien d’une activation des 

cDC1. Nous avons observé que le profil cytokinique des cDC1 était modifié après une infection 

Lena in vivo, en faveur de l’hypothèse d’une activation de ces cellules. Néanmoins, la preuve 

directe que l’activation des cDC1 par Lena est à l’origine de la polarisation Th1 observée in 

vitro n’a pas été établie. Des expériences complémentaires seront nécessaires afin d’élucider le 

rôle exact des cDC1.  

 

 En 2014, une souche virulente de type 1.1 a été découverte en Italie et nommée 

PRRSV.1_PR40 (Canelli et al., 2017). L’étude de cette souche a révélé une virémie très élevée, 

de forts signes cliniques (température et dyspnée) et de nombreuses lésions dans les tissus. Au 

niveau des PBMC, la souche virulente italienne PR40 induit une forte déplétion des monocytes 

notamment d’une sous-population Sirp+CD14+CD163+ après 7 jours d’infection mais une 

forte augmentation des lymphocytes T mémoires (CD3+CD4+CD8+) et des lymphocytes 

cytotoxiques (CD3+CD4-CD8+CD8+) après 17 jours d’infection. Cette induction de 

lymphocytes T est entre 3 et 4 fois plus importante que celle observée avec une souche peu 

virulente de type 1.1. Dans nos travaux, il aurait été très intéressant d’inclure la souche italienne 

de type 1.1 afin de pouvoir la comparer à la souche Lena. De plus, l’appartenance de cette 

souche au même type que les souches LV et FL13 pourrait permettre d’évaluer si la polarisation 

Th1 observée avec la souche Lena est bien un caractère commun aux souches virulentes (Ferrari 

et al., 2018).  

 

Réponse humorale  

L’infection par le SDRPv se caractérise par une production rapide d’anticorps non-

neutralisants alors que les anticorps neutralisants apparaissent après 1 mois d’infection. L’étude 

de la réponse cellulaire face au SDRPv a montré des différences entre les souches européennes. 

Par opposition, le retard dans la mise en place de la réponse humorale semble commun à toutes 

les souches. Dans nos travaux, nous avons détecté une modulation de l’expression de BCL-6 

dans les lymphocytes B CD169pos. Il sera nécessaire de valider une telle modulation au niveau 

protéique car des mécanismes de modifications post-transcriptionnelles sont connus dans la 

régulation de BCL-6 (revue (Klein et al., 2008)). Il sera aussi indispensable de vérifier si ce 

résultat est spécifique du SDRPv ou s’il fait partie des phénomènes normaux lors d’une 

infection virale.  
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Dans nos travaux, nous avons mis en évidence une association du SDRPv avec les 

PFMΦ dans le ganglion. Ces macrophages se trouvent à la périphérie des follicules au contact 

direct des lymphocytes B CD169pos. Les PFMΦ semblent être les équivalents des SCSMΦ 

identifiés dans d’autres espèces, or il a été supposé que les SCSMΦ sont susceptibles à de 

nombreux pathogènes afin de permettre la concentration des antigènes dans le ganglion (revue 

(Gray & Cyster, 2012)). La localisation des PFMΦ pourrait suggérer une interaction étroite 

avec les lymphocytes B. Malheureusement, il sera sûrement difficile de pouvoir étudier leur 

rôle exact et leur interaction avec les LB car une déplétion spécifique de ces macrophages 

semble compliquée et recréer un environnement aussi complexe que celui du ganglion in vitro 

sera une tâche complexe.   

 

Parmi les cellules qui n’ont pas encore été identifiées dans le ganglion de porc se 

trouvent les fDC. Il a été montré que les fDC peuvent être des réservoirs viraux. En effet, les 

fDC sont capables de stocker sur une longue période des antigènes non-dénaturés dans des 

vésicules endosomales. Ces vésicules fusionnant avec la membrane cellulaire de manière 

périodique et pouvant libérer des virions infectieux. Ce mécanisme a notamment été décrit dans 

le cas du VIH (Heesters et al., 2014). Les fDC jouent aussi un rôle dans la rétention et la 

concentration de l’antigène nécessaires à la formation des centres germinatifs. Les fDC sont 

donc essentielles dans la maturation des lymphocytes B. Il serait alors passionnant d’identifier 

les fDC dans le ganglion de porc, d’étudier si ces cellules sont permissives au virus SDRPv des 

types 1 et 2, si le virus persiste dans ces cellules sur une longue durée et d’étudier l’interaction 

entre le virus et les fDC. Pour cela, des expériences in vivo peuvent être envisagées où des 

ganglions de porc seraient collectés à différents temps post-infection et où la présence du 

SDRPv serait suivie en microscopie.  

 

 Pour conclure l’ensemble de ces travaux, des approches de microscopie, de cytométrie 

en flux et de tris cellulaires ont permis d’approfondir les connaissances sur les cellules 

immunitaires du porc à l’état basal et lors d’infections par le SDRPv. Il a été montré que les DC 

ne sont pas infectées in vivo par les souches de type 1 alors que les AM-like et les effMΦ sont 

susceptibles à l’infection. Ces approches ont permis d’identifier les macrophages et les 

lymphocytes B dans le ganglion et ouvrent de nouvelles pistes pour l’étude de la réponse 
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immunitaire du porc.   
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Titre : Réponse immunitaire innée et adaptative du porc face au virus du syndrome dysgénésique et 

respiratoire porcin 

Mots clés : SDRPv, porc, macrophages, DC, poumon, ganglions 

Résumé : Le virus du syndrome dysgénésique 

et respiratoire porcin (SDRPv) est un pathogène 

à l’origine de problèmes respiratoires et de 

reproduction. La réponse immunitaire face au 

SDRPv est caractérisée par une virémie 

persistante et un retard dans la mise en place des 

anticorps neutralisants. Les macrophages 

alvéolaires (AM) sont la cible principale du 

virus mais plusieurs études in vitro suggèrent 

une infection des cellules dendritiques (DC). 

Dans ce manuscrit, de nouvelles cibles 

cellulaires du virus ont été découvertes dans le 

poumon et dans les ganglions trachéo-

bronchiques. Les cellules du parenchyme 

pulmonaire AM-like sont infectés in vivo par le 

SDRPv de type 1. Alors que les cDC1, cDC2 et 

moDC du poumon ne sont pas infectées.  

La souche Lena type 1.3 se distingue des autres 

souches par sa capacité à induire une 

polarisation vers une réponse Th1 in vitro. Une 

expérience de transfert de lymphocytes T 

mémoires in vivo suggèrent une réponse 

cellulaire accrue et délétère lors de l’infection 

par la souche Lena. Trois populations de M ont 

été identifiées dans les ganglions et nomées : 

M périfolliculaires (PFM), M des cordons 

lymphatiques (cordM) et M efférents 

(effM). Les effM et les PFM sont infectés 

par les souches européennes. Quant à la réponse 

humorale, 5 stades de différenciation des LB 

dans les ganglions ont été identifiés et une étude 

sur l’impact de l’infection sur la différenciation 

des lymphocytes B est en cours. 

 

 

Title : Innate and adaptive immune responses against Porcine Reproductive and Respiratory 

Syndrome Virus (PRRSV) 

Keywords : PRRSV, swine, macrophages, DC, lung, lymph nodes 

Abstract : Porcine reproductive and respiratory 

syndrome virus (PRRSV) is a single-stranded 

RNA virus that causes reproductive failure and 

respiratory problems in swine. Immune 

response against PRRSV is characterized by a 

persistent viremia and a delay in neutralizing 

antibodies’ production. Main targets of PRRSV 

are Alveolar Macrophages (AM) but in vitro 

studies suggest that PRRSV could replicate in 

dendritic cells (DC). In this manuscript, new 

cellular targets of PRRSV in the lung and the 

trachea-bronchial lymph nodes have been 

depicted. This work revealed that pulmonary 

parenchymal AM-like are susceptible to 

PRRSV  

in vivo. Moreover, study of DC infection in the 

lung reveals that cDC1, cDC2 and moDC are 

not infected by type 1 PRRSV. In 

tracheobronchial lymph nodes, 3 populations of 

macrophages (M) have been identified. Pig 

lymph nodes M have been called perifollicular 

M (PFM), lymphatic cord M (cordM) 

and efferent M (effM). In vivo infection 

revealed that PFM and effM are susceptible 

to type 1 PRRSV infection. In order to 

understand the delay in humoral response 

establishment, 5 populations of B cells have 

been identified in the lymph nodes. The 

interaction of SDRPv with these populations is 

under study.  
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