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Résumé

La fievre de Lassa (FL) est une fievre hémorragique causée par le virus Lassa
(LASV), elle est endémique d’Afrique de l'ouest et est responsable de la mort de
quelques milliers de personnes par an. Les mécanismes pathogéniques de la FL restent
encore largement non élucidés, bien que l'implication forte du systeme immunitaire
dans la pathologie soit aujourd’hui admise. Grace a nos modeles de FL létale et non
létale chez le singe cynomolgus induites par deux souches proches de LASV, nous avons
comparé les cibles et la dynamique d’expansion virales, les réponses des acteurs
cellulaires majeurs de l'immunité, et enfin les modifications fonctionnelles et
I'inflammation dans les organes non lymphoides. Nous avons pu identifier que dans le
cas de la FL non létale, I'infection se limite aux macrophages et aux monocytes et reste
ainsi cantonnée aux organes lymphoides et au sang, tandis que la souche létale de
LASV infecte les cellules endothéliales dans tous les organes observés et se diffuse
massivement dans les hépatocytes et les cellules surrénaliennes. Nous avons aussi
identifié la mise en place d’une réponse T spécifique chez les singes survivants,
totalement absente chez les singes décédés, une association entre la survie et la fonction
des NK lors de la phase aigué et des indices de présentation antigénique
dysfonctionnelle dans la zone marginale splénique des singes décédés grace a la
technique de microdissection. Enfin, nous avons caractérisé 'inflammation dans le foie,
le poumon et le rein grace a la déconvolution du transcriptome et montré la proximité
pathologique forte de la FL létale avec le sepsis dans tous les organes observés, et avec
le COVID-19 dans le poumon.

Mots-clés : Arénavirus, fievre hémorragique virale, virus Lassa, pathogenese, primate

non humain



Abstract

Comparative analysis of pathogenic and protective
mechanisms occurring during the course of Lassa

fever in cynomolgus monkeys

Lassa fever (LF) is a hemorrhagic fever caused by Lassa virus (LASV) which is
endemic to West Africa and is responsible for several thousands of deaths each year.
The pathogenic mechanisms of LF remain poorly characterized although the central
implication of the immune system is now widely acknowledged. Using our models of
lethal and non-lethal LF caused by two closely related strains of LASV in the
cynomolgus monkey, we compared the viral targets and spreading dynamics, the
responses of the key cellular actors of the immunity and finally the functional changes
and inflammatory processes that occur in non-lymphoid organs. We identified that
non-lethal LF is associated with an infection limited to the macrophages and
monocytes and restricted to the lymphoid organs and the blood, whereas the lethal
strain of LASV widely infects endothelial cells in all the investigated organs and
spreads massively to the hepatocytes and the adrenal cells. We also detected the
implementation of a specific T-response in surviving monkeys which is absent in
deceased monkeys, we correlated survival with the effective functioning of NK cells
response during the acute phase and found hints of a dysfunctional antigen
presentation in the splenic marginal zone of deceased monkeys thanks to a
microdissection technique. Finally, we characterized inflammation in the liver, the lung
and the kidney by using transcriptome deconvolution and showed the strong pathologic
similarity between lethal LF and sepsis in all investigated organs and between LF and
COVID-19 in the lung.

Key words: Arenaviruses, viral hemorrhagic fever, Lassa virus, pathogenesis, non-

human primate
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Liste des abréviations utilisées

AAM : Arénavirus de I’Ancien Monde

ALT : Alanine Transaminase

ANM : Arénavirus du Nouveau Monde

AST : Aspartate Transaminase

CESF : Cellule Endothéliale Sinusoidale du Foie
CHAPYV : Virus Chapare

CITV : Comité International de Taxonomie des Virus
CIVD : Coagulation Intravasculaire Disséminée
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigene

DC : Cellule Dendritique

mDC : Cellule Dendritique Myéloide

moDC : Cellules Dendritiques dérivées de Monocytes
pDC : Cellule Dendritique Plasmacytoide

DE- : Négativement Différentiellement Exprimé
DE+ : Positivement Différentiellement Exprimé

ED : Expression Différentielle

FHV : Fievre Hémorragique Virale

FL : Fievre de Lassa

FRC : Cellule Fibroblastique Réticulaire

GALT : Gut-Associated Lymphoid Tissue (Tissu Lymphoide Associé a I'Intestin)
GTOV : Virus Guanarito

HE: Hématoxyline-Eosine
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HIS : Hybridation In Situ

HISV : Virus du Serpent de I'Institut Haartman
IFNa : Interféron alpha

IENB : Interféron béta

IFNy : Interféron gamma

IFNA : Interféron lambda

Ig : Immunoglobuline

IGR : Intergenic Region (Région Intergénique)

IHA : Insuffisance Hépatique Aigué

IRA : Insuffisance Rénale Aigué

ISG : Geénes Stimulés par I'Interféron

Jpi : jour(s) post-infection

JUNV : Virus Junin

LASV : Virus Lassa

LCMYV : Virus de la Chorioméningite Lymphocytaire
LPA : Lésion Pulmonaire Aigué

LUJV : Virus Lujo

MACYV : Virus Machupo

MCI : Maladie des Corps d’Inclusion

MDSC : Myeloid-Derived Suppressor Cell (Cellule Suppressive d’Origine Myéloide)
MOPYV : Virus Mopeia

OLP : Organe Lymphoide Primaire

OLS : Organe Lymphoide Secondaire

ORF : Open Reading Frame (Cadre Ouvert de Lecture)

PAMP : Pathogen-Associated Molecular Pattern
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PBMC : Periphal Blood Mononuclear Cells (Cellules Mononucléées du Sang
Périphérique)

PMN : Polymorphonucléaire

PNH : Primate Non Humain

PRR : Pattern Recognition Receptor (Récepteur de Reconnaissance de Motifs
Moléculaires)

RLR : Rig-I-Like Receptor

scRNAseq : single-cell RNA sequencing

RNP : Ribonucléoprotéine

SABYV : Virus Sabia

SDMYV : Syndrome de Défaillance Multiviscérale
SDRA : Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué
SSP : Peptide Signal

ZMS : Zone Marginale Splénique
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1 Introduction

1. Epidémiologie du virus Lassa et des Arenaviridae
1.A. La famille des Arenaviridae : phylogénie, évolution, répartition
géographique

1.A.i.  Phylogénie des Arenaviridae

Appartenant a l'ordre des Bunyavirales, qui regroupe des virus enveloppés a
génomes segmentés de polarité négative, la famille des Arenaviridae — du latin arena,
signifiant sable — tient son nom de 'aspect granuleux des particules virales. Depuis sa
découverte en 1976 et jusqu’a 2012, la famille des Arenaviridae était composée d’un
genre unique — Arenavirus, devenu depuis Mammarenavirus, pour « mammalian
arenavirus » — regroupant des virus ayant pour hotes majoritaires des mammiferes, et
historiquement classifiés en Arénavirus du nouveau monde (ANM) et Arénavirus de
I'ancien monde (AAM). Mais en 2009, plusieurs spécimens de serpents en captivité sont
atteints de la maladie des corps d’inclusion (MCI), dont l'agent pathogene reste non
identifié pendant plusieurs années. Des études de métagénomique permirent finalement
d’identifier au moins deux nouveaux Arénavirus a l'origine de la MCI, et par la méme
de découvrir un nouveau genre appartenant a la famille des Arenaviridae, les
1,2

Reptarenavirus De 2012 a 2015, le genre des Reptarenavirus est petit a petit

complété grace a la découverte de nouvelles especes virales infectant des boidés captifs

— Y
OLvvV Mammarenavirus

Reptarenavirus

Jose Hartmanivirus

WLFV-2 Antennavirus

0.2 subs/site

Figure 1. Phylogénie des Arenaviridae en 2019. Etablie & partir du géne de la nucléoprotéine (NP), présent sur le
segment S du génome viral. Vert : AAM, magenta : ANM. Adapté de Pontremoli et al., 2019 .
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de par le monde (Californie, Allemagne, Finlande) 3!, et un nouveau genre baptisé
Hartmanivirus est défini avec la caractérisation d’une nouvelle espece divergente, le
virus du serpent de l'institut Haartman (HISV-1) 6. En 2018, une nouvelle étude de
métatranscriptomique de grande ampleur réalisée sur des poissons, des amphibiens et
des reptiles a permis d’identifier deux nouvelles especes d’Arénavirus présentes dans
I'intestin, les branchies et le foie de poissons actinoptérygiens . Ces nouvelles especes,
apres séquencgage, ne pouvaient se classifier dans aucun des trois genres précédemment
décrits et constituent donc un nouveau genre, les Antennavirus (cf. Figure 1) 5 A la
date du mois d’aott 2022, le Comité International de Taxonomie des Virus (CITV)
dénombre 41 espeéces dans le genre Mammarenavirus, 5 especes dans le genre
Reptarenavirus, 6 especes dans le genre Hartmanivirus et 3 especes dans le genre
Antennavirus °. Ce nombre est appelé a augmenter, avec I’émergence réguliere d’especes
virales non décrites et la multiplication d’études de métagénomique et de

métatranscriptomique visant a identifier de nouveaux virus dans des hotes variés.
1.A.ii.  FEvolution des Arenaviridae

La plupart des études sur I’évolution des réservoirs des virus a ARN s’accordent a
décrire une évolution vers la stabilité de ’association spécifique entre un virus et son
hote, malgré des phénomenes de changements d’hotes notables. En 2007, Gonzalez et
al. 1 gappuient sur d’autres travaux ? pour proposer I'hypotheése selon laquelle
I’ancétre commun des Mammarenavirus avait pour hote stable un ancétre commun des
familles de rongeurs qui sont connues comme réservoirs aujourd’hui, et que I’évolution
et la spéciation lentes des rongeurs sont a l'origine de la diversité des Arénavirus. Mais
si la divergence des Arenaviridae semble de prime abord corréler avec I’éloignement
phylogénétique des hotes qui leur correspondent, I’hypothese de phénomenes de
coévolution et de cospéciation virus-hote a lorigine de la diversité de cette famille
virale est aujourd’hui écartée. En effet, bien que les hotes des ANM et des AAM
appartiennent a des sous-familles de rongeurs distinctes — Sigmodontinae et
Neotominae pour les ANM, Murinae pour les AAM — les familles des Cricetidae et des
Muridae ont divergé phylogénétiquement pres de 20 millions d’années avant notre ere
B, Ce temps tres long n’est pas compatible avec la date de divergence des ANM et des

4 D’autre part, des événements de

AAM, qui est estimée inférieure a 45000 ans
changements d’hotes dans I'histoire des Mammarenavirus, permis par le recouvrement
écogéographique de populations de rongeurs d’especes ayant une forte proximité

1 Ces événements de

phylogénétique, ont été décrits au sein de plusieurs clades
transferts horizontaux et d’apparition de nouveaux hotes spécifiques sont a présent
considérés comme les moteurs majeurs de la divergence et de la spéciation des

Mammarenavirus ®.

Au sens large, il apparait que lorigine des AAM se situe en Afrique
subsaharienne, tandis que I’émergence des ANM semble avoir eu lieu en Amérique du
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Sud ou en Amérique Centrale. On pense aujourd’hui que la répartition globale des
Mammarenavirus trouve son explication dans des causes anthropogéniques,
essentiellement a cause de flux migratoires humains, souvent accompagnés de
mouvements d’especes de rongeurs. C’est notamment le cas du virus de la
chorioméningite lymphocytaire (LCMV) qui a pour réservoir la souris commune (Mus
musculus), dont le commensalisme établi laisse supposer des co-déplacements avec les
populations humaines, et qui est aujourd’hui le seul Mammarenavirus présent sur les
cinqg continents ®. Cependant ce dernier constitue tout de méme un cas singulier,
puisque son génome suggere qu’il aurait émergé en Amérique du Nord, il y a environ
6700 ans, et ce malgré son appartenance au clade des AAM. Or I’hypothese de
migrations humaines de grande ampleur a cette période reste trés incertaine, et nous ne
pouvons aujourd’hui pas conclure sur la cause de la présence d’'un AAM sur le
continent américain a la date présumée de I’émergence de LCMV. On peut cependant
imaginer qu'un Mammarenavirus ancestral ait été transporté d’un continent a l'autre
par un réservoir compatible (poissons, oiseaux, chauve-souris) et capable d’effectuer de
longues distances.

Les déterminants génétiques de I’évolution des Arenaviridae

Les processus génétiques a l'origine de I’évolution des virus a ARN ayant un
génome segmenté sont au nombre de trois: l'accumulation de mutations non
synonymes dans le génome, la recombinaison et le réassortiment génétiques .

La dérive génétique constitue un vecteur fort d’évolution des virus a ARN, et elle
est principalement permise par I'absence de fonction de relecture de la polymérase lors
du processus de réplication, ce qui autorise I'accumulation de mutations et ’apparition
de souches divergentes qui constituent des quasi-espeéces. Parmi la diversité des virions
produits grace a ce phénomene, seuls les plus adaptés a leur environnement sont
sélectionnés et peuvent devenir majoritaires. Le taux d’erreur mesuré pour la
polymérase de LCMYV, l'arénavirus standard, est compris entre 1.10* et 5,7.10*
substitution par nucléotide selon les régions du génome, ce qui en fait un processus

16 Toutefois, il est intéressant d’observer que certaines régions du

évolutif majeur
génome sont hautement conservées et d’autres plus variables. Le gene de la polymérase
des Arénavirus est notamment sujet a une sélection positive forte — avec au moins 53
sites de sélection positive identifiés — et constitue donc un déterminant majeur de

I’adaptation évolutive des Mammarenavirus 5.

Quant aux processus de recombinaison et de réassortiment génétiques, ils
nécessitent tous deux un événement de coinfection par deux Arénavirus distincts au

sein de la méme cellule. S’il a été montré expérimentalement qu'une coinfection avec

17

deux Mammarenavirus était possible in wvitro ', et qu’elle pouvait aboutir a la

18,19

formation d’'un virus réassorti , 'importance de ces phénomenes in vivo demeure

incertaine. En effet, il existe des mécanismes immunitaires de protection croisée
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empéchant le plus souvent la coinfection par deux Mammarenavirus proches %222 et
qui selon toute vraisemblance fonctionnent grace aux similarités structurales entre les
glycoprotéines (GP) . Toutefois, plusieurs études génomiques suggerent que certains
ANM nord-américains (virus Whitewater Arroyo, Catarina, Tamiami et Skinner Tank)
résulteraient d’un événement de recombinaison au sein du segment S entre deux clades
distincts d’ANM 2+ %, Bien que non encore élucidée, la raison la plus probable de cette
recombinaison serait l'infection par un Arénavirus d’un réservoir rongeur présentant
une infection persistante préalable par un autre Arénavirus. En revanche, aucun
événement génétique similaire n’a été identifié chez les AAM ¥, ce qui laisse penser que
ces phénomenes sont rares et ponctuels dans ’évolution des Mammarenavirus. Les
Reptarenavirus en revanche semblent avoir une grande permissivité pour les
coinfections, comme le démontre 1’étude d’Hepojoki et al. °, ce qui pourrait participer
activement a leur évolution. En outre, la séquence de la GP des Reptarenavirus
présente une similarité forte avec celle des Filovirus !, ce qui suggere un événement de

recombinaison entre I'ancétre des Reptarenavirus et un Filovirus.

Pour résumer, les trois processus d’évolution décrits chez les virus sont possibles
chez les Arenaviridae, mais ils n’ont pas tous la méme importance. Un seul cas de
réassortiment naturel entre Arénavirus a été documenté dans la littérature, chez des
patients transplantés *, ce qui montre le caractere tres anecdotique de ce phénomene
dans l’évolution de cette famille virale. Les événements de recombinaison semblent
quant a eux étre a l'origine d’au moins un clade d’ANM, il s’agit donc d’un processus
génétique rare mais d'un facteur d’évolution non négligeable des Arenaviridae. La
majorité de la diversité génétique de la famille dépend tout de méme de la dérive
génétique et de la sélection naturelle qui en découle et permet la détection de clusters
de spéciation ».

1.A.iii. Les Mammarenavirus, agents responsables de fievres hémorragiques

Six familles virales distinctes — toutes appartenant aux ordres des Bunyavirales et
des Mononegavirales — sont connues pour étre a l'origine de syndromes graves et a fort

(
(

de la fievre hémorragique de Crimée-Congo), les Hantaviridae (virus Hantaan), les

taux de mortalité appelés fievre hémorragiques virales (FHV) : les Arenaviridae (virus

Lassa), les Phenuiviridae (virus de la fievre de la vallée du Rift), les Nairoviridae (virus
Filoviridae (virus Ebola) et les Flaviviridae (virus de la dengue). La famille des
Arenaviridae est celle qui contient le plus grand nombre de virus causant des FHV avec
deux AAM - les virus Lassa 3! et Lujo (LUJV) 323 — et six ANM — les virus Machupo
(MACV) 3! Guanarito (GTOV) 3¢ Junin (JUNV) 33 Sabia (SABV) %40 Chapare
(CHAPV) #4 et Whitewater Arroyo (WWAV) # — ayant déja causé un syndrome
hémorragique chez l'humain. Bien qu’il soit tres difficile d’évaluer correctement
I'incidence des maladies causées par ces agents étiologiques, il apparait que la grande

majorité d’entre eux ont une incidence moyenne faible, avec des flambées épidémiques
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sporadiques mais toujours tres limitées géographiquement **. Depuis que l'utilisation
du vaccin Candid-1 a fait drastiquement chuter les cas d’infection par le virus Junin en
Argentine, moins de 1000 cas par an sont enregistrés pour chacun des virus susnommés,

a l'exception du virus Lassa.

Code couleur des séquences virales : o LCMV e LASY e AAM (excepté LASV et LCMV) @ ANM

Nombre de génomes
viraux complets :

1
2
3
4 BCNV @
5
7
8
>10
® >50
Code couleur des pays : Nombre d'espéces d'AAM signalées (autre que LCMV) : Nombre d'espéces d'ANM signalées :
+ | CWV signalé 1 2 3 n4 1 2 W3 m4 m6

Figure 2. Diversité et répartition globale des Mammarenavirus. Adapté de Pontremoli et al., 2019.

1.A.iv. Répartition mondiale des Mammarenavirus

Les Mammarenavirus sont présents sur les cinq continents grace a la trés vaste
répartition de LCMV, qui est 'unique virus de cette famille présent en Europe et en
Océanie, mais la diversité de ce genre viral est la plus forte sur les continents africains
et américains (cf. Figure 2). Parmi les ANM responsables de FHV, JUNV circule en
Argentine, MACV et CHAPV en Bolivie, SABV au Brésil et GTOV au Venezuela.
Chez les AAM, seuls LASV et LUJV ont causé des cas de FHV, avec un tableau
clinique similaire *. La seule épidémie de LUJV identifiée a ce jour s’est déroulée en
Zambie et en Afrique du Sud. Cing cas ont été enregistrés et quatre d’entre eux ont
connu une issue fatale, ce qui fait de LUJV I’Arénavirus au taux de mortalité le plus
élevé, méme si la fiabilité de ces estimations est difficile a établir étant donné le tres
faible nombre de cas. Apres LCMV, le virus Lassa (LASV) est I’Arénavirus qui possede
laire de recouvrement la plus étendue, avec pas moins de 8 pays d’Afrique de I’Ouest
et du Golfe de Guinée ayant déclaré la présence d’au moins une souche de LASV :
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Nigeria, Bénin, Togo, Cote d’Ivoire, Liberia, Guinée, Sierra Leone et Mali. Des cas
d’importation de LASV sont également survenus a plusieurs reprises dans des pays
non-endémiques (Allemagne, Etats-Unis, Pays-Bas), causant parfois des transmissions
mortelles, comme au Royaume-Uni en 2022 %. Avec 36 cas d’infection primaire
importés et deux transmissions causant des infections secondaires entre 1969 et 2019,
LASV est I'agent étiologique de FHV le plus exporté en dehors de sa zone d’endémicité

46

1.B. Le virus Lassa, épidémiologie et impact sanitaire

1.B.7.  Incidence et tmpact sanitaire

LASV est ’Arénavirus qui constitue la plus grande préoccupation en termes de
santé humaine, il est 'agent étiologique de la fievre de Lassa (FL), et a été découvert
pour la premiere fois en 1969 lors de la mort de deux missionnaires dans le village de

4748 Malgré le fait que cet éveénement ait marqué la premiere

Lassa au Nigeria
identification de cet agent pathogene, il est plus que probable que de nombreux cas de
FL qualifiés d’autres infections aient sévi en Afrique de 1’Ouest bien avant sa
découverte. Dans la premiere moitié du XX siécle, de nombreux cas de fievres ont été
attribués au typhus dans cette région, mais rétrospectivement on pense qu'une partie

de ces cas étaient en réalité causés par LASV.

Dans les cinq décennies qui ont suivi la découverte du virus, et grace a
I’amélioration des méthodes de diagnostic et a leur implémentation dans les pays
environnants, celui-ci a été identifié dans plusieurs autres pays d’Afrique de I’Ouest :
Liberia %, Sierra Leone *°, Guinée °!, Bénin %% Mali ***, Cote d’Ivoire *°, Togo 7.
Plusieurs patients séropositifs pour les antigenes de LASV ont également été détectés
en république Centrafricaine *. Aujourd’hui, on estime que 83 (76 — 87, 95% CI)
millions de personnes vivent dans les zones d’endémicité de LASV, un chiffre qui
pourrait atteindre 187 (172 — 192) millions d’ici 2030 selon les prédictions *°. Malgré ces
estimations, il reste tres compliqué d’évaluer précisément le nombre de cas d’infections
annuel par LASV. Le nombre le plus souvent avancé fait état d’au moins 100000 cas

. mais on

(et jusqu'a 300000) par an, dont approximativement 5000 seraient fatals
peut raisonnablement penser que ce chiffre est surestimé. En effet, le Nigeria, qui est le
pays le plus atteint pas la FL a ce jour, a rapporté 1189 cas au cours de 'année 2020 ©,
un chiffre en hausse de 356 cas par rapport a l'année précédente. Cette évolution
montre clairement que l'implémentation au fil des années d’une surveillance plus
systématique permet de dresser un tableau plus réaliste de I’épidémiologie de LASV
dans la région. Malgré cela, LASV reste une préoccupation sanitaire majeure listée par

6263 potamment a

I’Organisation Mondiale de la Santé parmi les pathogenes prioritaires
cause de I'absence de vaccin approuvé et de traitement efficace (cf. 4.A. et 4.B.). Tous

ces facteurs sont responsables de la classification de LASV comme agent pathogene du
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groupe a risque 4, devant par conséquent étre manipulé dans un laboratoire ayant un

niveau de confinement équivalent.

Le taux global de mortalité de la FL chez I'’humain est compris entre 1 et 2%, ce
qui distingue LASV de beaucoup d’autres FHV qui sont souvent associées a des taux
de mortalité beaucoup plus élevés. On estime le taux d’infections asymptomatiques
pour la FL autour de 80% %, un chiffre fondé sur la comparaison entre les études de
séroprévalence dans les zones d’endémicité et les cas séveres menant a une
hospitalisation. La terminaison pauci-symptomatique devrait toutefois étre préférée au
terme asymptomatique, pour lequel il est difficile de mettre en avant des preuves
évidentes. En effet, les personnes atteintes ne sont identifiées que longtemps apres
I'infection dans ce genre d’études, et linaccessibilité des hopitaux dans certaines
régions, le coflit des traitements associés, les croyances locales ainsi que l’exclusion
sociale des personnes atteintes dissuadent parfois les malades de réaliser un diagnostic
. La séroprévalence de la FL est tres variable en fonction des pays et méme entre les
régions de ces mémes pays. Par exemple, une étude au Sierra Leone a estimé la
séroprévalence entre 8 et 52% selon les localités ©. Une méta-analyse datant de 2020 et
regroupant 291 études de prévalence réalisées chez I’humain, les rongeurs et les autres
mammiféres dans 25 pays d’Afrique a permis d’établir une valeur de prévalence de
8,7% (6,8 — 10,8 ; 95% CI) pour la FL chez 'homme .

Au cours des 20% d’infections considérées comme fortement symptomatiques, la
maladie progresse vers une forme sévere qui peut nécessiter un monitorage médical
avancé avec controle de I'équilibre des fluides vitaux et des troubles de la tension
artérielle. Parmi les patients atteints par cette forme sévere de FL, une issue fatale est
a déplorer dans 15 a 20% des cas d’hospitalisations, un chiffre qui peut atteindre 60%
lors des rares flambées épidémiques . Selon la méta-analyse évoquée plus haut, le taux
moyen de mortalité parmi les cas symptomatiques de FL a été évalué a 29,7% (22,3 —
37,55 95% CI) ®. Les parametres déterminants qui orientent le pronostic vers une FL
pauci-symptomatique ou au contraire tres sévere sont encore tres mal compris, mais on
sait que plusieurs facteurs peuvent jouer un role important dans l'issue de l'infection :
souche virale a 'origine de la FL, soins médicaux prodigués, précédent contact avec un
virus proche, dose et voie d’infection et bien str la variabilité génétiques entre les

individus atteints .
1.B.7i. Facteurs de risques

Dans toutes les études sur les facteurs de risque de la FL, aucune association avec
le sexe des patients n’est mise en évidence ®. L’age a été décrit comme associé a une
plus forte séroprévalence dans certaines régions, notamment dans le sud du Mali * et
sans effet dans d’autres zones géographiques, comme en Guinée %. Ces différences
peuvent étre dues a la circulation localisée de souches de LASV ayant des niveaux de
pathogénicité variables, en effet une souche peu mortelle est supposée s’accompagner
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d’une hausse de la séroprévalence dans les tranches d’age les plus agées de la
population. Cela semble étre le cas pour les souches qui circulent dans le sud du Mali,
qui appartiennent majoritairement au clade V, décrit comme un des clades les moins
pathogenes (cf. 1.5.0v.).

Le déterminant majeur du risque d’infection par LASV demeure la proximité
fréquente avec des rongeurs, notamment dans l’environnement domestique et péri-
domestique ™. La densité des populations de rongeurs autour des habitations peut
varier avec la saisonnalité — ce qui se traduit dans la fréquence des cas de LF ™ —, mais
aussi et surtout avec les pratiques des habitants concernant I’agriculture, le stockage de
la nourriture et la gestion des déchets ™. Une étude récente a montré une corrélation
forte entre le nombre de cas observés chez 'humain et la prévalence de LASV dans les

73

populations de rongeurs a proximité ™. De maniere générale, la connaissance des

facteurs de risques associés a FL ainsi que des pratiques a adopter pour se prémunir de
la présence des rongeurs semble avoir un réle trés protecteur contre linfection ™,
justifiant I'importance de la mise en place de campagnes éducatives sur la FL qui
doivent continuer a étre dispensées, en particulier dans les langues locales (cf. Figure

3) 7,

STOP LASSA !

- S 30 0 .-‘

Figure 3. Intervention scolaire sur la FL dans une école élémentaire au Bénin. Exemple d’un
flyer de sensibilisation contre les risques de la FL. (UNICEF). Extrait de Lalis et Wirth, 2018 .

1.B.711. Réservoir et transmission

Le réservoir majoritaire et historiquement identifié de LASV est la souris
multimammaire, encore appelé rat du Natal (Mastomys natalensis). Toutefois, de
nombreux autres rongeurs ont récemment été identifiés comme porteurs de LASV, c’est
le cas de Mastomys erythroleucus, Hylomiscus pamfi 7, Rattus rattus, Mus musculus ™
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(et d’autres especes du genre Mus), et certaines especes des genres Praomys (en
sérologie seulement) ™, Lemniscomys (en sérologie seulement) *, Crocidura et Tatera
B, Toutes les observations menent a penser que des éveénements de transmission
horizontale ont eu lieu entre des individus de Mastomys natalensis porteurs de
Iinfection latente et d’autres especes de rongeurs *, ce qui est particulierement
inquiétant quant a la répartition future de LASV sur le continent africain, Mastomys

natalensis étant lui-méme présent dans toute 1’Afrique subsaharienne (cf. Figure 4).

Figure 4. Répartition géographique prédictive de Mastomys natalensis. 1’échelle représente la
pertinence de la présence du réservoir de LASV & une localisation donnée. Les régions en vert marquent
une probabilité élevée pour la présence de Mastomys natalensis. Les points noirs représentent des
événements d’identification du vecteur, et la ligne noire marque la limite de la zone couverte par 'TUCN.
Extrait de Mylne et al, 2015 8.
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Le fait que la zone d’endémicité de LASV ne corresponde pas a 'aire de répartition de
son réservoir pose question, mais aucune explication définitive n’est mise en avant.
L’existence de barrieres géographiques a I'Est du Nigeria empéchant les contacts entre
les différentes populations de Mastomys est une possibilité, mais la divergence
génétique de ces rongeurs associant des sous-populations différentes a des régions
distinctes semble plus plausible .

Au sein de l'espece Mastomys natalensis, il a été montré que 40% des individus
infectés étaient capables de transmettre LASV a un autre animal adulte par interaction
directe ou bien par contact avec un environnement contaminé %. Apres infection, le
virus colonise transitoirement tous les organes de I'animal, mais ne persiste que dans les
poumons apres 40 jours, et pour une durée d’au moins trois mois. En outre, des
données récentes non publiées suggerent que 1'dge des animaux au moment de
I'infection a une forte influence sur la persistance virale au sein du vecteur 3. En effet,
lorsque les animaux sont infectés avant I'dge de deux semaines, le virus s’installe de
maniere persistante dans leur organisme, tandis qu’apres cet age-la, 'infection résulte
en une présence virale transitoire. De plus, une étude récente montre que 'infection par
voie intranasale débouche sur une infection durable des poumons et une dispersion plus
forte de LASV par les animaux infectés %, ce qui suggere que cette voie de transmission

est importante pour le maintien de la transmission en milieu naturel.

La méta-analyse effectuée par Kenmoe et al. fixe la prévalence moyenne de LASV
dans son réservoir a 3,2% (1,9 — 4,6 ; 95% CI) % mais on sait que celle-ci fluctue
énormément en fonction des régions et des saisons notamment *°, la séroprévalence

pouvant atteindre 50% dans les populations les plus agées de rongeurs *.

Peu de choses sont connues quant a la transmission du rongeur a ’humain, mais
on présume que linfection se fait via lingestion ou linhalation de poussieres
contaminées par les urines ou les matieres fécales des rongeurs (cf. Figure 5). Des
analyses récentes ont permis de détecter LASV dans des excréments de rongeurs
prélevés dans des habitations *". En parallele, il a été montré en conditions controlées
de laboratoire que LASV peut étre aérosolisé et se transmettre par voie aérienne a des
singes cynomolgus et des cobayes ®, ce qui schématise probablement assez bien le mode

de transmission des matieres contaminées a I’humain en conditions naturelles.

La transmission interhumaine de LASV est possible, bien que peu fréquente. Elle
passe par le contact de fluides corporels infectés, et intervient principalement en milieu

8.9 Une étude récente a montré que LASV peut persister

nosocomial ou domestique
dans les urines pendant plusieurs mois, et jusqu’a plus d’'un an dans le sperme des
individus infectés %, ce qui suggere des risques de transmission sexuelle. Cependant, les
comparaisons des souches virales des patients montrent que méme en période
épidémique, plusieurs souches de LASV co-circulent, ce qui montre que la majorité des

cas d’infection chez I'humain proviennent d’une transmission zoonotique du rongeur

- 96 -



vers ’homme *. Cette assertion est appuyée par les différents modeles informatiques de
transmission de la FL qui estiment & environ 20% le nombre de cas causés par des

transmissions interhumaines, et mettent en avant 'existence de super-spreaders %
Mastomys natalensis (réservoir)
2 . Autre; esp‘ece;
" — 5 (réservoirs potentiels)
- € (e.g. Mastomys erythroleucus,
Maintien dans la population Hylomyscus pamfi)
de rongeurs par transmission
horizontale (et verticale ?) J ? ‘_9

Transmission zoonotique par contact
avec des excrétions de rongeurs ? ?
ou des poussiéres contaminées

Par échange de
fluides corporels
+ D
Epidémies nosocomiales

occasionnelles =
Transmission inter-humaine

Figure 5. Dynamiques de transmission zoonotique de LASV. Schéma montrant les différents
types de transmission connus & ce jour ou supposés (?) de LASV chez les rongeurs et ’homme. Adapté
de Gibb et al, 2017 %.

1.B.iv. Phylogénétique du virus Lassa

Contrairement a d’autres especes virales qui posseédent un génome hautement
conservé et sont peu sujettes a la dérive génétique, LASV est une espece tres diversifiée
génétiquement. On dénombre aujourd’hui 7 clades — possiblement huit — de LASV
circulant dans des régions essentiellement distinctes (cf. Figure 6), bien que des
souches puissent étre transportées **. Les différents clades de LASV ont été isolés a
partir de prélevements de sang de patients ou de rongeurs, ou encore pendant les
périodes d’épidémie, et leur classification est d’ordre essentiellement phylogénétique.
Les clades I, II et III proviennent de différentes régions du Nigeria *°. Le clade IV
circule en Guinée, au Sierra Leone, au Liberia et au Mali et il contient la souche
prototypique de LASV, baptisée Josiah, qui sera utilisée dans notre étude comme
modele de FL létale chez le singe cynomolgus. Il s’agit de la souche la plus
communément utilisée dans les études de pathogenese et elle est particulierement
virulente. Le clade V circule au Mali et en Cote d’Ivoire 7 et il contient la souche
LASV AV, qui sera également utilisée dans notre étude comme modele de FL non
létale chez le singe cynomolgus, bien qu’elle ait été isolée chez un patient décédé *®. La
proximité génétique des souches LASV Josiah et LASV AV est tres forte. Le clade VI a
été découvert dans des rongeurs de 'espece Hylomyscus pamfi au Nigeria et représente
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une entité phylogénétiquement distincte des autres clades avec un segment S proche du
clade I et un segment L proches des clades II et III 7. Enfin, le clade VII a été isolé au
Bénin lors de deux épidémies survenues en 2014 et 2016 > et au Togo en 2016 *. La
variabilité génétique entre les clades les plus divergents de LASV est élevée : les genes
du segment L présentent une différence d’acides aminés pouvant aller jusqu’a 20%,
tandis que la divergence des génes du segment S s’éléeve a 8% au niveau de la séquence
protéique.
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Figure 6. Zone d’endémicité des différents clades de LASV. Les carrés violets montrent la
premiére émergence de LASV en 1969 (les cas identifiés & Lassa étaient transportés & Josiah). Les ronds
violets montrent la localisation des centres importants menant des recherches sur la FL. KGH : Kenema
Government Hospital, NPHIL : National Public Health Institute of Liberia, ISTH: Irrua Specialist
Teaching Hospital. Les ellipses mauves représentent les zones approximatives de circulation des différents
clades de LASV, numérotés de I & VII. Extrait de Garry, 2022 %,
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2. Génome, structure et cycle de réplication du virus Lassa

2.A. Génome et structure du virus Lassa

Le virus Lassa est un virus enveloppé a ARN bisegmenté monocaténaire de
polarité ambisens — bien qu’il soit classé parmi les ARN a polarité négative — composé
de quatre types de protéines. Les particules virales apparaissent sphériques en
microscopie méme si elles ont des propriétés pléomorphes (cf. Figure 7) et leur
diameétre moyen est de 150 nm. Les virions ont un aspect granuleux qui est di a la
présence de ribosomes issus de la cellule-hote et inclus dans les particules virales lors du
bourgeonnement, ce qui a donné son nom a la famille des Arenaviridae — du latin
arena, sable. Aucun role majeur de ces ribosomes dans la réplication virale n’a été
démontré, et des particules virales du virus Pichinde contenant des ribosomes inactivés
ont montré une réplication comparable aux particules virales contenant des ribosomes
natifs . Cette structure est commune a tous les Mammarenavirus.

Figure 7. Bourgeonnement de virions d’Arenaviridae (virus Lujo) en microscopie

électronique a transmission. Extrait du livre Arenaviridae .

Le génome viral est composé de deux segments comportant chacun deux cadres
ouverts de lecture (ORF) codant chacun pour une des protéines virales (cf. Figure 8).
Le segment L, long d’approximativement 7,2 kilobases, code pour la polymérase virale
L et la protéine de matrice Z, dont les genes ont des orientations opposées et sont
séparées par une région intergénique (IGR) structurée en épingle a cheveux. Le
segment S (3,5 kilobases) contient quant a lui les génes codant pour le précurseur du
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complexe glycoprotéique GPC et pour la nucléoprotéine NP, et sa structure est
comparable a celle du segment L, avec deux genes orientés en sens opposés et une IGR
tridimensionnelle repliée en tige-boucle *1%, Les régions intergéniques des segments S
et L n'ont pas la méme séquence ni la méme structure secondaire, et elles jouent un
role central dans le controle de la transcription et dans la production des particules

virales des Arénavirus 419,

IGR
UTR UTR
Segment S , ' ,
ooy 5 3

IGR

Segment L UIR UTR

(7.2 kb) 5 ?-I 3

Figure 8. Structure de la particule virale et organisation du génome de LASV. A gauche,
disposition des quatre protéines virales au sein du virion : GP (violet), NP (vert), Z (orange) et L (bleu).
Les deux lignes courbes noires représentent les brins d’ARN viraux génomiques. A droite, détail et
orientation des ORF des deux segments d’ARN génomique de LASV. Adapté de Martinez-Sobrido et al,
2016 196,

La GP est la seule protéine virale exposée a 'extérieur de la particule virale, et il
s’agit en fait d’'un complexe trimérique parfois qualifié de spike. Le géne de la GP code
en effet pour une protéine qui est clivée co-traductionnellement en un précurseur appelé
GPC et un peptide signal (SSP) par une peptidase cellulaire. La GPC est elle-méme
clivée post-traductionnellement en sous-unités GP1 et GP2, qui associées au SSP
forment la GP mature enchassée dans 'enveloppe membranaire a la surface du virion.
A Tintérieur de la particule virale, les protéines NP et L forment un complexe avec les
brins d’ARN viraux, qualifié de ribonucléoprotéine (RNP). Cette RNP interagit
également avec la protéine de matrice Z, qui tapisse la face interne de I’enveloppe.

2.B. Présentation structuro-fonctionnelle des protéines virales
2.B.i.  La nucléoprotéine NP

La nucléoprotéine de LASV est constituée de 569 acides aminés que l'on peut
séparer fonctionnellement en un domaine N-terminal impliqué dans la multimérisation
de la NP et dans la liaison aux ARN viraux génomiques et un domaine C-terminal
possédant une capacité unique de dégradation des ARN doubles brins, reliés entre eux
par un connecteur sans structure tertiaire (cf. Figure 9).
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Figure 9. Structure cristallographique de la NP de LASV. A : Monomeére de NP de LASV,
construit par cristallographie aux rayons X, montrant le domaine N-terminal possédant une cavité (ovale
pointillé bleu) permettant la liaison aux nucléotides pyrimidiques et le domaine C-terminal contenant un
ion Mn?" (rouge) et un ion Zn>" (vert). B. Structure du trimére asymétrique de NP (représentation en
ruban & gauche et surface moléculaire & droite). C. Structure du trimeére symétrique de NP
(représentation en ruban & gauche et surface moléculaire & droite). Extrait de Brunotte et al, 2011 7,

Au cours de la réplication virale, la NP est recrutée de maniere concomitante a
I’élongation des ARN produits et les encapside sans délai, limitant ainsi la formation
d’ARN double brin qui seraient reconnus par les senseurs de la cellule infectée. Ce
processus nécessite une forte abondance de la NP pour étre efficace — on en dénombre

108,109 __

en moyenne 1500 unités par virion sans quoi la réplication perd en efficacité et

la réponse immune de la cellule-hote est fortement activée 1.

De plus, la NP joue un role enzymatique dans I’évasion du systeme immunitaire
grace a l'activité exonucléasique de son domaine C-terminal qui lui permet de lier et
dégrader les ARN doubles brins de maniere spécifique 13 et d’ainsi empécher
I'induction de la réponse IFN de type I. En effet, ces ARN double brin, nécessairement
produits lors de la réplication des virus a ARN, sont aussi liés par les systemes de
reconnaissance de la cellule infectée appelés PRR (Pattern Recognition Receptor) ou
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires, qui enclenchent les mécanismes de
la réponse immunitaire innée. En abolissant la fonction exonucléasique de la NP de
LASV, on détecte une forte activation de I'immunité innée médiée par le PRR RIG-I
dans les cellules dendritiques (DC) et les macrophages infectés par LASV M5, e
domaine C-terminal a également montré des capacités d’édition de la séquence

génomique en excisant les nucléotides mal appariés '°.
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Comme on peut le voir sur la Figure 9 (B et C), les monomeéres de NP
interagissent entre eux pour former des trimeres qui présentent différentes conformation
rendant plus ou moins accessible le domaine de liaison & ’ARN en fonction des besoins

au cours du cycle viral 107117,

Enfin, la NP subit des modifications post-traductionnelles dont certaines sont
réversibles, on a notamment identifié deux phosphorylations localisées en T210 et
Y125. La premiere semble avoir un role dans l'initiation du complexe de réplication

tandis que I'importance de la deuxiéme n’est pas avérée %%,

2.B.ii. La glycoprotéine GP

SKI-1 C
259 | 260 491

GP1 N terminus

SSP

QOuter side N terminus

h2
Membrane

Figure 10. Structure du complexe glycoprotéique de LASV. A. Représentation des sites de
clivage de la GPC et des sous-unités du complexe spike, avec le domaine transmembranaire (TM). B.
Structure de la spike de LASV, composé d’un trimere de GP (gris, bleu et rose) et montrant le détail
des sous-unités d’un monomere de GP : GP1 (parme), GP2 (violet) et SPP (fuchsia) et les domaines
enchéassés dans la membrane. C. Organisation des hélices a transmembranaires du point de vue
intracellulaire. Extrait de Katz et al, 2022 119
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Le complexe spike (cf. Figure 10), composé d’une association oligomérique de
trois protéines GP — comprenant elles-mémes trois sous-unités chacune : GP1, GP2 et
SSP — intervient dans I'arrimage du virion au récepteur cellulaire, puis dans I'induction
de la fusion membranaire qui aboutit a I'entrée virale . Chacune des sous-unités de la
GP est impliquée dans des fonctions précises. Si le clivage du peptide signal est
nécessaire a la réplication de LASV ! et a 'ancrage membranaire de la spike, la GP1
effectue la reconnaissance et la liaison aux récepteurs cellulaires o-dystroglycane (o~
DG) et LAMP1 2213 tandis que la GP2 provoque la fusion des membranes virales et

124

cellulaires '**. Du fait de la spécificité de son site de liaison, la sous-unité GP1 est

centrale dans la détermination du tropisme des différents Arénavirus 2120,

La conformation oligomérique de la spike lui confere une plasticité
tridimensionnelle et une capacité aux modifications de conformation, qui peuvent étre
induites par 'interaction avec le récepteur d’entrée ou par 'acidification du milieu %.
Le complexe glycoprotéique interagit successivement avec I'a-dystroglycane a la surface
de la cellule cible % et avec LAMP1 apres endocytose des particules virales par la
cellule. L’acidification de l’endosome précoce permet la protonation d’une triade
d’histidines dans la GP1 et induit un changement conformationnel de la spike qui libere
le site de fixation a LAMP1 1%,

Oligomannose Content (%):

[CJ100-80

a-DG Binding Site .
[79-30
@300 LAMP1 Binding Site [Jli]

90°

- GP2 stalk

Virion Ea. " st
envelope — l‘ ™ &SSP

Figure 11. Structure des glycanes a la surface de la spike de LASV. Emplacements des
glycosylations et des sites de liaison aux récepteurs sur la structure cristallographique du trimere de GP.
La proportion d’oligomannose dans les glycanes est indiquée. Extrait de Watanabe et al, 2018 12,

La GP est le seul antigéne viral exposé aux interactions avec le milieu de son
hote, ce qui en fait une cible privilégiée pour la réponse immunitaire en général et plus
particulierement la réponse humorale. Mais la GP subit un grand nombre de
modifications post-traductionnelles, des N-glycosylations, qui recouvrent une grande

120

partie de sa surface et représentent pres de 25% de sa masse protéique (cf. Figure
11). Ces modifications, de type oligomannose, agissent comme un bouclier stérique qui

empéche la fixation des immunoglobulines (Ig) et permettent une forme avancée de
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129130 Ce mécanisme d’évasion permet

résistance a l'immunité adaptative humorale
d’expliquer que la grande majorité des anticorps détectés chez les patients infectés par

LASV sont non-neutralisants.
2.B.iii. La polymérase L

La polymérase est la protéine virale la moins abondante des virions malgré son
role absolument central dans les processus de transcription et de réplication 112 elle
est par conséquent la plus difficile a observer en condition d’infection bien qu’elle soit
la plus grosse protéine virale avec 2218 acides aminés . Elle se classe parmi les
polymérases & ARN dépendantes de 'ARN, et assure les deux processus essentiels de
polymérisation nucléotidique. La réplication du génome est initiée de novo tandis que
I'initiation de la transcription passe par un « vol de coiffe » a un ARNm de la cellule-
hote opéré par le domaine N-terminal de la polymérase qui possede une activité

endonucléasique ** et médié par le domaine C-terminal .
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Figure 12. Structure de la polymérase L de LASV. Les différentes unités structuro-fonctionnelles
sont présentées dans des couleurs distinctes : la paume (rouge), le lobe central (beige), le bout du doigt
(violet), le pouce (marron), la bague d’archer (magenta), le lobe supérieur (vert), la pince (bleu), le
connecteur (gris), le doigt (cyan), le nodule du doigt (rose), I’endonucléase (indigo), le ruban a (jaune) et
le couvercle (orange). Extrait de Peng et al, 2020 3.

Comme la majorité des polymérases de virus a ARN négatif, celle de LASV
possede une structure de type « main droite » avec une paume et des doigts qui
fonctionnent en pince et permettent le repliement des structures actives autour du site
catalytique (cf. Figure 12) 1. Au sein des virions, la L est connue pour former un
complexe avec la protéine de matrice Z et I’ARN viral 7.

2.B.iv. La protéine de matrice Z

La protéine Z est une protéine a doigt de zinc (domaine RING) et c’est la plus
petite — 99 acides aminés — et la plus plastique des protéines de LASV (cf. Figure 13),
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B8 Elle possede des sites

ce qui lui confere de multiples fonctions (cf. Figure 14)
d’interaction avec chacune des trois autres protéines virales : son domaine tardif est
nécessaire a l'interaction avec la NP ¥ elle reconnait le peptide signal de la GP par

M0 et interagit avec la L via une leucine tres

I'intermédiaire de son résidu myristoylé
conservée chez les Mammarenavirus en position 72 (L71 chez LASV) " La capacité a
interagir a forte affinité avec tous les composants protéiques d’une particule virale est
une caractéristique commune des protéines de matrice qui leur permet de réaliser leur

role structural.

La myristoylation — ajout d’un acide gras myristique sur une glycine — de la Z est
une modification post-traductionnelle irréversible qui lui confére sa capacité d’ancrage
membranaire dans la cellule-hote et au niveau de I'enveloppe dans le virion *2, ce qui
explique son haut niveau de conservation au sein du genre Mammarenavirus. Son
association a la membrane lui donne un roéle critique dans l’assemblage et le
bourgeonnement des particules virales, elle est méme capable de former des pseudo-

particules virales en 'absence des autres protéines 3.

N26

7 C
& &z

Figure 13. Structure des formes oligomériques de la protéine Z de LASV. A. Forme dimérique
de la protéine Z, zones d’interaction avec les ions Zn*" (sphéres grises). B. Complexe dodécamérique de
protéines Z (gauche), et modélisation du potentiel électrostatique de surface du complexe (droite).
Extrait de Hastie et al, 2016 144,

La protéine Z interagit avec un grand nombre de protéines cellulaires par
I'intermédiaire de son domaine RING. Elle inhibe fortement la traduction en liant la
protéine d’initiation elF4E ce qui diminue son affinité pour la coiffe des ARNm et
empéche ainsi le rapprochement de la coiffe et des ribosomes 147, Cette diminution de
la traduction ne semble pas affecter les ARNm viraux, mais le mécanisme de
détournement n’est pas compris a ce jour. Elle interagit également avec des composants
ribosomaux, ce qui pourrait jouer un role supplémentaire dans le controle de la
traduction.
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Figure 14. Les différents roles de la protéine de matrice Z chez les Mammarenavirus. La
protéine de matrice Z (ovale bleu) et son implication dans quatre phénoménes majeurs du cycle viral
infectieux : I'organisation de ’assemblage et du bourgeonnement des particules virales, I'interaction avec
des protéines centrales de 'activité de la cellule-hote, la régulation de la réplication et de la transcription
par modulation de l'activité de la L (triangle orange) et I'inhibition de la réponse IFN, spécifique des
ANM. Extrait de Fehling et al, 2012 138,

2.C. Le cycle viral de LASV

Le cycle viral est efficacement conservé au sein du genre Mammarenavirus, seul le

processus d’entrée virale diverge entre les ANM et les AAM.
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2.C.i. L’entrée virale

Chez les AAM, 'entrée virale est essentiellement médiée par 'a-DG, une protéine
qui fait le lien — via un domaine transmembranaire — entre le cytosquelette et la
matrice extracellulaire (MEC) et qui permet ancrage de la cellule au sein de celle-ci
27 Cependant certains types cellulaires permissifs a l'infection par LASV comme les
hépatocytes ne l'expriment pas ce qui suggere I'existence de récepteurs alternatifs 4
dont certains ont été identifiés : Axl, Tyro3, LSECtin et DC-SIGN %1%, Hormis ces
quelques exceptions, 'a-DG est une protéine quasi ubiquitaire fortement exprimée a la
surface des cellules présentatrices d’antigenes (CPA). La fixation de la spike de LASV
entraine le déséquilibre de la liaison de 1'a-DG avec les composants de la MEC et
perturbe également l'interaction entre la partie intracellulaire du récepteur et les af-
intégrines qui permettent habituellement la transduction de signaux cellulaires ™. La
glycosylation (O-mannosylation) de I'a-DG est nécessaire a linteraction avec le

52

complexe protéique de LASV 2/ il a d’ailleurs été montré récemment que la GP1 est

pré-chargée avec un matriglycane libre dans les virions avant sa fixation au récepteur
19 11 est par ailleurs intéressant de mentionner que le gene LARGE, codant pour une
glycosyltransférase impliquée dans la glycosylation de 'a-DG %314 semble avoir été
I'objet d’une sélection allélique dans les régions de forte transmission de LASV, ce qui
pourrait conférer une protection contre linfection *°. Apres fixation, les particules
virales sont internalisées par un processus peu classique de macropinocytose ' de
maniere indépendante de la clathrine et dépendante du cholestérol 7 et adressées vers
les endosomes tardifs. L’acidification du milieu endosomal permet un changement de
conformation de la GP1 et provoque une interaction nouvelle avec la protéine LAMP1,
qui facilite grandement la fusion de l'’enveloppe avec la membrane cellulaire %1815
sans toutefois étre absolument nécessaire. Cette fusion permet le relargage des RNP
dans le cytoplasme de la cellule infectée. La divergence génétique de LUJV par rapport
aux autres AAM se confirme aussi au niveau de l'entrée virale, qui fait intervenir
NRP2 et CD63 comme récepteur d’attachement et récepteur d’entrée en lieu et place

de I'o-DG et LAMP1 1.

Par opposition, les ANM hautement pathogenes emploient le récepteur a la
transferrine 1 (TfR1) comme récepteur d’attachement ', tandis que les ANM peu ou
pas pathogenes passent par des orthologues de cette protéine, ce qui peut laisser
imaginer un réle du récepteur dans la pathogénicité 7. L’internalisation fait intervenir
un mécanisme d’endocytose dépendant de la clathrine et suit a priori le trafic habituel
de TfR1 dans les endosomes tardifs 2. La fusion a ensuite lieu a pH tres acide.
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Figure 15. Cycle réplicatif du virus Lassa. Détail des processus de transcription, de réplication et

de traduction a 'ceuvre au cours du cycle viral de LASV. Les geénes grisés sont positionnés en antisens
par rapport & la transcription qui a lieu du 3-UTR vers le 5-UTR. Adapté de Klitting et al, 2020 193,
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2.C.i1.  Synthése protéique et réplication du génome viral

Avec le relargage des protéines virales dans le cytoplasme, la
transcription/traduction des genes viraux ainsi que la réplication génomique se met en
place (cf. Figure 15). Il a été montré que la présence des protéines L et NP étaient
suffisantes pour le processus de transcription des Arénavirus *!. Le complexe réplicatif,
composé d’une ou plusieurs protéines L et NP, se lie a TARN génomique au niveau de
la séquence 3-UTR qui contient les promoteurs des genes viraux % et entame la
polymérisation des nucléotides qui aboutit soit a la formation d’ARN antigénomiques
totaux (réplication), soit a la formation d’ARNm de la L et de la NP (transcription).
La production de brins antigénomiques permet conséquemment la transcription des
genes de la GPC et de la Z. Comme précisé plus haut (cf. 2.5.7.), Uinitiation de la
transcription s’accompagne d’une étape de « vol de coiffe » & un ARNm cellulaire et
effectué par la L 4. La formation des RNP est concomitante a la réplication virale.

Cela permet aux ARNm viraux d’avoir une structure identique aux ARNm
cellulaires, et de passer par la machinerie cellulaire pour effectuer la synthese protéique.
Les protéines virales subissent ensuite les modifications post-traductionnelles adéquates
(cf. 2.B.), elles aussi assurées par la machinerie cellulaire. Le peptide précurseur GPC
est adressé au réticulum endoplasmique ou il est clivé en GP1, GP2 et SSP ce qui
entraine la formation de la spike, qui est elle-méme adressée a la membrane plasmique

par exocytose 1.

2.C.1ii. Assemblage et bourgeonnement des particules virales

Comme détaillé en 2.5.7v., les interactions de la protéine Z avec la membrane
plasmique, la GP, la NP et la L sont cruciales pour le bon déroulement de I'assemblage
viral. Elles permettent en effet de regrouper tous les composants des particules virales
au niveau de la membrane plasmique. Plusieurs protéines cellulaires ont été associées
au processus d’assemblage et de bourgeonnement de certains Arénavirus, comme le
récepteur intracellulaire cargo ERGIC-53 qui est nécessaire a la production des
particules virales de JUNV et LCMV %, Aucune dépendance a des protéines cellulaires
n’a encore été démontrée pour l'assemblage des particules virales de LASV. Le
bourgeonnement fait intervenir le complexe ESCORT — recruté par ALIX via son
interaction avec la NP et la Z — qui permet linitiation d’une zone de courbure
membranaire, finalement clivée par lactivité de la protéine Vspd qui relargue la

particule virale 7,
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3. La pathogenese de la fievre de Lassa et la réponse immunitaire
de I’hote

La disponibilité des données cliniques des patients infectés par LASV est tres
limitée, a cause d’une combinaison de facteurs : difficulté du diagnostic, surveillance
spécifique peu efficace, fort taux d’infections asymptomatiques.. Ces obstacles
techniques expliquent la pauvreté des connaissances dont nous disposons en la matiere,
bien que de rares études sur cohortes humaines nous procurent de précieuses
informations qui seront détaillées ci-dessous. Malgré ¢a, nous sommes contraints d’avoir
recours a des modeéles animaux pour mieux comprendre les tenants et les aboutissants
de la pathologie induite par LASV, notamment sa mise en place et les phénomenes
immunitaires qui orientent le pronostic.

3.A. Les données cliniques de la FL
3.A.i.  Manifestations cliniques de la FL

Bien que LASV représente une menace sanitaire majeure et qu'un grand nombre
de personnes soient infectées annuellement, le nombre d’études transversales menées
sur un échantillon représentatif de patients est tres faible. La période d’incubation de
Iinfection virale semble étre trés variable en fonction des patients, elle est estimée entre
1 et 3 semaines depuis l'infection jusqu’a 'apparition des premiers symptomes '%. S’en
suit généralement une période de 4 a 7 jours de manifestations symptomatiques
bénignes et non spécifiques assimilables a un syndrome grippal : fievre, toux, maux de
gorge, migraines, diarrhées, vomissements, arthralgie. La seule symptomatologie n’est
pas suffisante pour établir un diagnostic stir a cette phase, toutes les manifestations
cliniques pouvant étre causées par d’autres agents pathogenes endémiques des mémes
régions que LASV et souvent beaucoup plus prévalents : paludisme, fievre typhoide,
arboviroses... Cela explique la difficulté de diagnostiquer efficacement la FL sans
méthode moléculaire adaptée et spécifique *°, et le grand nombre de malades mal
diagnostiqués qui regoivent fréquemment des traitements antipaludéens, non adaptés a
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leur condition mais qui toutefois ne semblent pas empirer le pronostic
évolue ensuite vers une diminution progressive des symptomes et une phase de
convalescence qui conduit a une issue favorable, ou bien vers une intensification et une
diversification des symptomes qui mene a la phase hémorragique et possiblement a la

mort.

Des symptomes peu spécifiques comme la pharyngite, la toux seche, les nausées
ou les douleurs gastro-intestinales sont fréquemment observés au cours de la phase
précoce de la FL. La conjonctivite est aussi un des marqueurs précoces détectés chez un
certain nombre de patients. Aucun de ces symptomes ne se manifeste de maniere
systématique, ni méme dans une proportion majoritaire des cas, ce qui ne facilite en

rien le diagnostic précoce.
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Apres la phase d’incubation de la FL, la majorité des patients (~80%) vont voir
leur fievre retomber dans les 8 a 10 jours qui suivent Iapparition des symptomes et
entrer dans une phase de convalescence. Cela s’accompagne d’une baisse progressive de
la virémie jusqu’a disparition complete du virus dans le sang, bien qu’il puisse persister
dans certains organes pendant plusieurs semaines voire plusieurs mois dans 'appareil
reproducteur masculin. Si un malaise général peut étre ressenti pendant quelques
semaines apres la fin de la fievre, la plupart des patients récuperent totalement de la
FL. Environ un tiers des patients souffriront d’un symptome tres particulier appelé
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perte d’audition neurosensorielle, totale ou partielle, unilatérale ou bilatérale '™ et qui

peut se montrer permanente dans 60% des cas ou elle intervient.

Dans les 20% de cas qui progressent vers une FL sévere, on assiste a un
basculement vers un syndrome caractérisé par des marqueurs de perte de l'intégrité
vasculaire : cedemes de la face et du cou, cedéme pulmonaire, pétéchies, saignements
souvent bénins. Environ 40% des patients séveres présentent des saignements de faible
intensité au niveau d’organes et muqueuses divers (gingivorragies, épistaxis, méléna),
qui ne présentent tres majoritairement pas de risque vital pour les patients. En
revanche, certains organes centraux commencent a montrer des signes d’insuffisance ou
de dysfonction. C’est notamment le cas des fonctions hépatique et rénale qui sont
impactées pendant la FL, un effet mesuré par I'accumulation d’enzymes hépatiques et
d’urée dans la circulation centrale. Un syndrome de déficience respiratoire aigu (SDRA)
peut aussi étre diagnostiqué. Des manifestations neurologiques comme le coma ou les
crises d’épilepsie ont parfois été décrites, bien qu’on ignore leur cause réelle. Enfin, des
troubles de la coagulation semblent intervenir, ils sont caractérisés par une
thrombocytopénie et un déficit de Dagrégation plaquettaire . Le déces est
généralement causé par un choc hypotensif, hypovolémique et hypoxique.

Il semble que la grossesse soit un facteur aggravant de la FL, le risque de
mortalité pour la mere étant multiplié par 3 par rapport a une femme qui n’est pas
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enceinte ™. Le risque de mort pour le feetus est de plus de 60%.

Les connaissances générales sur la pathogeneése de la FL chez I’humain sont tres
parcellaires, en particulier sur les causes définitives de la mort des patients. En effet, les
signes hémorragiques peu intenses et les lésions histologiques mineures (décrites en
3.A.001.) ne laissent en rien présager lissue fatale de la maladie 1. Les causes de la

perméabilité vasculaire ne font toujours pas I'objet d’un consensus.
3.A.ii. Les corrélats de sévérité observés

Deux études récentes menées sur des cohortes de patients — n=284 et n=510 —
dans deux centres du Nigeria — ISTH et Owo, respectivement (cf. Figure 6) — ont
permis d’établir des marqueurs associés a la sévérité de 'infection par LASV ©1™ Bien
que les deux centres soient relativement pres 1'un de l'autre, la mortalité dans la
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cohorte de 'ISTH était deux fois plus élevée que dans celle recrutée & Owo (24% vs

12%).

Au sein de la cohorte de I'ISTH ' I'age était un facteur positivement corrélé
avec la mortalité, le risque d’encourir une infection létale augmentant d’un facteur 1,4
a chaque décennie supplémentaire. L’insuffisance rénale aigué (IRA) était un syndrome
tres fortement associé a la mortalité (odds ratio, OR=15), et elle se caractérisait par
des fréquences élevées de protéinurie et d’hématurie, une hausse forte de la
concentration de potassium sérique et une diminution du ratio urée/créatinine dans le
sang, suggérant des dommages rénaux intrinseques. Des taux plasmatiques élevés de
créatinine, d’aspartate aminotransférase (AST) et de potassium étaient des prédicteurs
forts de l'issue fatale. La manifestation de saignements, de signes neurologiques (séveres
ou non) et 'apparition d’cedémes de la face et du cou étaient significativement plus
fréquentes chez les patients décédés.

Dans la seconde cohorte '™, I'age était également un corrélat fort de la mortalité,
la distinction étant faite entre plus ou moins de 45 ans, les patients les plus agés étant
les plus a risque (OR=16,3). Les cliniciens de ce centre ont utilisé des scores cliniques
recommandés par 'OMS pour établir la sévérité des symptomes généraux (NEWS 2 :
National Early Warning Score 2) et lintensité des symptomes rénaux (KDIGO :
Kidney Disease — Improving Global Outcome). Les scores supérieurs a 7 et supérieurs a
2, respectivement, étaient tres associés a la mortalité, ainsi que le fait d’avoir une
concentration plasmatique d’alanine aminotransférase (ALT) au moins trois fois
supérieure & la normale, et de présenter une forte virémie (CT<30).

Ces observations montrent que les marqueurs de dysfonction rénale (IRA,
KDIGO>2) et hépatique (AST, ALT) ainsi que la forte virémie peuvent étre corrélés a
une plus forte mortalité des patients. La sévérité des marqueurs rénaux n’a pas été
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retrouvée dans une étude réalisée au Sierra Leone ' ce qui suggere que les symptomes

peuvent varier en fonction des régions et donc des souches de LASV.
3.A.171. Analyse pathologique des tissus lors de l’issue fatale

Les découvertes histopathologiques de la FL chez I'humain se sont longtemps
limitées a une poignée d’études réalisées dans les années 1970 — 1980, s’appuyant
souvent sur un nombre trés limité de cas et ne permettant pas de détecter la
localisation du virus dans les tissus ™17 177 Mais une nouvelle étude parue en 2022 a
permis d’identifier avec des techniques beaucoup plus précises les modifications
pathologiques dans les différents tissus ainsi que le tropisme viral chez I'humain '™,
D’une maniere générale, les études s’accordent sur le fait que les modifications
histopathologiques observées ne suffisent pas a expliquer la dysfonction des organes ni
la sévérité de la pathologie observée lors de la FL. Détaillons les résultats obtenus dans

les différents organes des patients décédés des suites de l'infection par LASV.
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Le foie est l'organe qui apparait comme étant le plus atteint par des lésions
tissulaires, de nombreux foyers d’hépatocytes nécrotiques sont généralement observés,
avec l'apparition de corps de Councilman, qui marquent des formes avancées de nécrose
hépatocytaire. Des infiltrats inflammatoires ont également été observés et différents
stades d’avancement de I’hépatite ont pu étre caractérisés . Le foie est notamment
responsable de la sécrétion de tous les facteurs de coagulation, et si le niveau de nécrose
observé peut entrainer des symptomes hémorragiques, il ne semble pas suffisant pour

faire I'hypothese d’une coagulopathie induite par les lésions hépatiques (cf. Figure 16).

Figure 16. Histopathologie de la FL dans le foie, la rate et le poumon humain. Colorations
HE. A. Foci d’hépatocytes nécrotiques et corps de Councilman éosinophiles. B. Foci nécrotiques dans la
rate et dépdt de fibrine. C. (Edéme intra-alvéolaire. Adapté de Shieh et al, 2022 178,

L’immunomarquage viral montre une forte permissivité des hépatocytes a l'infection
par LASV, ainsi que des cellules de Kupffer (macrophages tissulaires du foie) et des
cellules endothéliales sinusoidales (cf. Figure 17).

Les organes lymphoides secondaires (OLS), et en particulier la rate, pour
laquelle on dispose du plus grand nombre d’observations, ne présentent que des
modifications minimes. La structure folliculaire est dans la plupart des cas conservée,
bien que I'absence de centres germinatifs ait pu étre observée dans les ganglions 1. Des
foyers nécrotiques éosinophiles (cf. Figure 16), associés a des dépots de fibrine ont
parfois été décrits dans la périphérie des zones lymphoides de la rate et dans la zone
marginale splénique (ZMS). Ces observations ne permettent toutefois pas de mettre en
avant une pathologie avancée dans les OLS. L’identification des cibles cellulaires de
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LASV met en évidence la présence des antigenes viraux dans les CPA, a savoir les
macrophages/monocytes et les DC (cf. Figure 17).
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Figure 17. Immunodétection de LASV dans des tissus humains. Immunohistochimie
chromogénique (Fast red), contre-coloration a I’hématoxyline. A. Foie : foci d’hépatocytes infectés autour
des zones nécrotiques. B. Rate : macrophages et cellules dendritiques infectées. C. Poumon : cellules
endothéliales positives pour les antigénes de LASV. D. Zone corticale des glandes surrénales : foci de
cellules infectées dans les zones fasciculée et réticulée. E. Ovaire : cellules des theques interne et externe
infectées. Adapté de Shieh et al, 2022 178

Les poumons sont légerement atteints, on identifie une légere pneumonie
interstitielle  caractérisée  par linfiltration de cellules mononucléées, de

6. La congestion des voies

polymorphonucléaires (PMN) et de rares mégacaryocytes
pulmonaires observées chez les patients semble s’expliquer par la présence d’cedeme

alvéolaire (cf. Figure 16). Ce dernier apparait par ailleurs comme une conséquence de
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I'infection des cellules endothéliales pulmonaires, tres nette en immunomarquage, et qui
pourrait causer une hausse de la perméabilité vasculaire (cf. Figure 17).

Les glandes surrénales présentent également des foyers de nécrose dans la zone
corticale, et en particulier dans la zone fasciculée, responsable de la sécrétion des

13 11 faut toutefois contraster ce constat en

glucocorticoides (cortisone et cortisol)
précisant que ces foyers sont rares et ne permettent pas a eux seuls de supposer une
insuffisance dans la fonction surrénalienne. Les zones fasciculée et réticulée présentent

cependant un fort taux d’infection par LASV (cf. Figure 17).

Le rein ne présente que trés peu de changements histopathologiques, et 1’étude
récente de Shieh et al. ne s’y est malheureusement pas consacré. Nous ne disposons
donc que de données anciennes, décrivant de rares zones de nécrose dans les tubules
rénaux et dans les glomérules, ainsi que des événements peu fréquents d’infiltration de

175 Ces observations contrastent cependant fortement avec la hausse

lymphocytes
significative de la créatinine et les marqueurs d’IRA mesurés récemment chez des

patients au Nigéria (cf. 7. A.7.) 1%

Le systeme reproducteur ne présente pas de lésions apparentes, mais il est
important de signaler que le virus LASV y a été détecté dans plusieurs tissus,
suggérant la possibilité de phénomeénes de transmission verticale de la mére au feetus.
En effet, le virus a été détecté a la fois dans 'endometre, dans les trompes de Fallope,
dans les cellules stromales ovariennes et dans les theques internes et externes, sans
toutefois étre présent dans l'ovule (cf. Figure 17). En revanche les trophoblastes
placentaires, qui entourent '’embryon et forment le futur placenta peuvent étre atteint
par 'infection ™. Par ailleurs, les cellulaires épithéliales mammaires, sécrétrices du lait
maternel, sont également atteintes par l'infection ce qui suggere une autre voie de

transmission verticale de la mere a 'enfant possible : I’allaitement.

Le Tableau 1 récapitule les cibles du tropisme de LASV chez '’humain et prévoit
les manifestations cliniques qui pourraient en découler. On notera que dans tous les
organes investigués les cellules endothéliales semblent étre une cible préférentielle de
LASV, et que l'infection au niveau des différentes muqueuses participe probablement a

la transmission horizontale entre les individus.
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Tableau 1. Tropisme de LASV chez ’humain et implications pathogéniques. Adapté de Shieh

et al, 2022 178,

Tropisme tissulaire

Tropisme cellulaire

Implications cliniques

Implications pathologiques

Foie

Cellules
endothéliales
et systeme
phagocytaire

Muqueuses

Membranes

séreuses

Organes
reproducteurs
et endocrines

3.B.

Hépatocytes, cell.
sinusoidales, dont
cell. de Kupffer et
cell. endothéliales

Cell. endothéliales,
macrophages
tissulaires, cell.
dendritiques

Cell. endothéliales et
macrophages dans
les muqueuses
nasale, orale et
conjonctive

Cell. mésothéliales
pleurales,
péricardiques et
péritonéales
Cell. épithéliales
mammaires, cell.
corticosurrénaliennes,
cell. de la theque et
du stroma ovarien,
cell. trophoblastiques
dans le placenta

Transaminite ; une forte
nécrose hépatique peut
causer des saignements

Choc systémique, cedeme de
la face et pulmonaire,
dyspnée, thrombocytopénie,
transmission verticale de
LASV : cell. endothéliales
infectées dans le foetus

Hémorragie sous-
conjonctivale, cedeme et
douleur pharyngés,
transmission de LASV par
les écoulements nasaux, la
salive et les larmes
Epanchements pleural et
péricardique, ascites

Transmission verticale de
LASV par allaitement et
voie trans-placentaire, la
mortalité accrue des
femmes enceintes pourrait
étre causée par des effets

hormonaux (cestrogene)

Dommages cytopathiques
aux hépatocytes peuvent
causer une baisse de la
production des facteurs de
coagulation
Réponses immunes
systémiques : sécrétion de
cytokines, d’'IFN et autres
médiateurs inflammatoires,
perméabilité vasculaire
accrue, modification de la
sécrétion de substances
Congestion des muqueuses
et cedéeme causé par la
pathologie vasculaire

Aggrave la défaillance
cardiaque et respiratoire si
I’épanchement est
conséquent
Une interaction entre
Iinfection par LASV et les
hormones (cortisol,
oestrogene, progestérone),
qui pourrait faciliter
I’entrée virale en agissant
sur les récepteurs ou
affecter la réponse immune

Les modéles animaux d’études des Arénavirus

Comme la partie précédente vient de le démontrer, 'acces a du matériel

biologique humain provenant des pays endémiques est difficile, en plus de se heurter a

des problématiques éthiques évidentes. Le recours a des modeles animaux, pour étudier

la pathogenese de linfection virale dans des conditions controlées, ainsi que pour

mettre a I'épreuve les différentes pistes vaccinales et curatives, est par conséquent

nécessaire. Cela inclut des modeles murins, des modeles cobayes et des modeles de

primates non humains (PNH).
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3.B.i. Les modéles murins

Les souris immunocompétentes ne déclenchent généralement pas de pathologie
associée a l'infection par LASV, c’est pourquoi l'utilisation de souches mutantes ou
humanisées est nécessaire pour I'étude de la FL en modele murin. D’une maniere
générale, les modeles murins sont trés utiles pour les expériences qui nécessitent un

grand nombre d’individus, comme par exemple les criblages de drogues ou d’antiviraux
179

Souris IFNAR/

L’infection de souris déléteres pour le récepteur des IFN a et B entraine une
pathologie aigué mais non létale des animaux, caractérisée par une virémie persistante
%0 une perte de poids et la détection de charge virale dans les organes systémiques

1 Un modele de souris chimere généré a partir

(poumon, foie, cerveau, rein, cceur)
d’une souche IFNAR /- qui a été irradiée et dont la moelle osseuse a été transplantée a
partir de souris C57BL/6, a quant & lui permis de récapituler la pathologie de la FL,
avec une létalité de 100% *2. Lors de linfection, ces souris présentent des niveaux
élevés d’enzymes hépatiques, de infiltration de cellules immunitaires dans les organes
systémiques et des signes forts de perméabilité vasculaire. La différence de létalité
observée entre la souche IFNAR/ et la souche chimérique montre par ailleurs

I'implication forte de la réponse immunitaire dans la pathologie.
Souris STAT1/

STATI est un facteur de transcription impliqué en aval des voies de signalisation
des IFNa/B/y et de I'IL6. L’infection de souris déficientes pour ce géne entraine une
pathologie tres approchante de celle observée chez 'humain '*. La différence de sévérité
induite par les différentes souches de LASV est notamment conservée dans ce modele,
et la perte d’audition neurosensorielle est également un symptome fréquent chez ces
souris apres 'infection par LASV ¥4, Cela en fait le seul modele pertinent aujourd’hui
pour étudier la surdité induite chez certains patients survivants, et les résultats
suggerent un mécanisme immunopathologique a l'origine de ce symptome. La
dissémination virale dans les organes systémiques est tres forte, et les souris présentent
des niveaux élevés d’enzymes hépatiques ainsi que des lésions et des dépots de fibrine
dans la rate notamment. Il est important de préciser que le knockout de STAT1
n’empéche pas toute la signalisation des voies de I'IFN, a I'inverse du modele IFNAR/,
c’est pourquoi une réponse lymphocytaire minimale peut avoir lieu et influer sur la
pathologie.

Souris HHD

Des souris humanisées — exprimant une construction chimérique humain/souris

appelée HLA-A2.1 a la place du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe
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I murin classique — ont montré une certaine sensibilité a l'infection par LASV, avec
environ 20% de mortalité . La pathologie pulmonaire était sérieuse, avec un
épanchement pleural, un épaississement pariétal et un cedéme pulmonaire conséquents.
La déplétion des LT CD4+ et CD8+ dans ce modele aboutissait a une disparition
presque totale des manifestations pathologiques malgré la virémie, ce qui suggere une
participation des L'T CD4+ et CD8+ aux mécanismes pathologiques observés lors de la
FL.

Si les modeles murins d’infection par LASV peuvent constituer des outils
intéressants pour la mise a I’épreuve de prototypes vaccinaux ou de traitements, ils
sont généralement trop éloignés de la pathologie humaine pour étre satisfaisants pour
les études de pathogeneése. Cependant, le modele de souris STAT1/- présente un intérét
pour I'étude des mécanismes a l'origine de la perte d’audition neurosensorielle.

3.B.7. Les modéles cobayes

Le cobaye est un autre rongeur qui est utilisé comme modele d’infection létale par
LASV, bien que la pathologie soit tres dépendante du fond génétique des animaux.
Seules les souches S13 et Hartley sont utilisées pour I'étude de la FL : la souche S13 est
issue de croisements internes successifs menant a une forte consanguinité qui la rend
vulnérable a I'infection par LASV ¢ tandis que le modele de FL induit chez la souche
Hartley nécessite plusieurs passages successifs du virus chez le cobaye avant d’induire
une pathologie 1étale. Les cobayes rencontrent de nombreux symptomes qui atteignent
généralement leur pic d’intensité entre 10 et 15 jours post-infection ) et qui incluent
notamment une dissémination pantropique du virus associée a l'inflammation des
organes : pneumonie interstitielle, hépatite, néphrite et myocardite. L’inflammation du
coeur est d’ailleurs un symptome spécifique du cobaye qu’on ne retrouve pas chez
I’humain ni dans les autres modeles, en tous cas pas au méme niveau d’intensité *. De
récentes études chez le cobaye ont permis d’inventorier dans le détail les tissus
permissifs a l'infection par LASV ®%_ Elles ont notamment mis en évidence l'infection
des cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques, de I'urothélium rénal, de
I’épiderme, de cellules des tubes séminiferes, des différentes couches de la theque
ovarienne, de I'uvée et de I'endothélium cornéen. Ces études ont permis d’identifier de
nouveaux tissus cibles de LASV et ouvrent la porte a des investigations plus
approfondies de ces tissus, chez le cobaye mais surtout dans d’autres modeles plus
proches de 'humain.

La pathologie observée chez le cobaye est assez proche de celle observée chez
I’humain, il apparait que les symptomes histopathologiques sont possiblement méme
plus avancés chez le cobaye (déstructuration forte des follicules spléniques, myocardite).
Il est toutefois tres compliqué de se procurer des cobayes S13 a des fins de recherche,
les élevages en produisant peu, et la souche Hartley nécessite une adaptation du virus
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peu pratique et non physiologique pour récapituler la pathologie de la FL, ce qui n’en
fait pas un modele tres aisé a utiliser dans des études de grande ampleur.

3.B.1ii. Les modéles de PNH

Les PNH possedent la plus grande proximité phylogénétique avec ’humain, ce qui
s’accompagne de similitudes fortes quant a la morphologie, la physiologie et la mise en
place des mécanismes de I'immunité. De nombreuses espéces de PNH ont été utilisées
depuis plusieurs décennies pour modéliser la pathologie induite par l'infection par
LASV : le ouistiti !, le singe écureuil 2| le capucin, le babouin hamadryas %, le singe
vert Y et les macaques rhesus ' et cynomolgus . Si plusieurs de ces especes
développent une pathologie approchante de celle de 'humain, depuis une quarantaine
d’années la majorité des études sont réalisées avec des singes rhesus ou cynomolgus.
Nous disposons donc d’une meilleure connaissance de ces modeles, en particulier du
singe cynomolgus qui constitue aujourd’hui le modele standard d’étude de la FL.

L’infection par LASV du singe cynomolgus entraine une batterie de symptomes
comparables a ceux observés chez I’humain : fievre, perte de poids, déshydratation,

196.197 - T,’évolution de

oedemes, dépression, troubles neurologiques, dyspnée et epistaxis
la formule sanguine des singes au cours de linfection est également similaire a celle
décrite chez I'homme, avec une lymphopénie et une thrombocytopénie transitoires
suivies d’une lymphocytose causant une splénomégalie. Le virus est pantropique chez le
singe cynomolgus, on le retrouve notamment dans le foie, les OLS, le rein, les poumons,
les glandes surrénales, le cerveau et le systeme reproducteur %, L’histopathologie se
caractérise par des foyers nécrotiques dans le foie et les glandes surrénales, avec des
dépots de fibrine dans les tissus. On détecte aussi des infiltrations de cellules
mononucléées dans de nombreux organes systémiques, causant hépatite, néphrite,
encéphalite et pneumonie interstitielle. Les cellules cibles de l'infection sont en tous
points comparables a celles identifiées chez I'humain, elles incluent les hépatocytes, les
CPA, les cellules endothéliales et les cellules surrénaliennes principalement. Par ailleurs,
la dose infectieuse, la voie d’infection et la souche de LASV utilisée peuvent avoir un
impact fort sur l'issue de la maladie “"'%®, Dans les cas fatals, la mort des animaux
survient généralement entre 10 et 15 jours post-infection (jpi) et s’accompagne de
marqueurs de dysfonction hépatique (AST, ALT) et rénale (urée, créatinine).

Le singe cynomolgus est également un modele de choix pour les études
précliniques vaccinales, car il présente des réponses immunitaires similaires a celles de

I'humain **

9200 Tous ces critéres en font aujourd’hui un modele tres utilisé pour 'étude
de la FL, et ce malgré les difficultés pour se procurer ces animaux, leur cotit élevé et les

problématiques éthiques liées a leur utilisation.
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3.C. Modele de physiopathogenese de la FL

Nos connaissances sur les mécanismes pathogéniques a 1'ceuvre lors de la FL sont
tres limitées, et si nous disposons d’indices a priori robustes sur certaines étapes de la
mise en place de la pathogenése, le modele généralement admis repose sur un certain
nombre de suppositions. Nous allons détailler ci-apres le modele qui fait consensus
quant a la dynamique des phénomenes pathogéniques lors de la FL.

Les voies naturelles d’infection d’un individu par LASV sont semble-t-il multiples.
Si le mécanisme le plus intuitif reste l'inhalation de virus aérosolisé (ou de poussieres
contaminées) et l'infection via la muqueuse respiratoire, nous ne pouvons pas exclure
I'infection par ingestion de nourriture contaminée par LASV. En milieu controlé, les
deux voies d’infection ont été validées, chez le PNH pour I'infection par aérosol ®*! et
sur des modeles d’épithélium polarisés pour linfection via le tractus intestinal 2. La
possibilité d’une voie d’infection via les lésions de la peau ou d’autres épithéliums
(morsure de rongeur) est a envisager, méme si elle semble assez anecdotique. Par
ailleurs, plusieurs voies d’infection ont été testées chez le PNH et cela ne semble pas
induire de différence dans la pathologie observée. De maniere générale, les muqueuses,
qui sont des tissus destinés a étre au contact du milieu extérieur, sont des zones qui
contiennent une grande quantité de CPA pour la prise en charge rapide de potentiels

03204 ot 40 vivo

antigenes. Or LASV a démontré un tropisme fort pour les CPA in vitro
B9 ce qui peut laisser supposer que les CPA constituent soit la premiere
population infectée par le virus, soit des cibles trés précoces qui s’infecteraient au
contact d’autres cellules (épithéliales ou stromales) infectées localement. La réplication
virale précoce dans la peau, détectée au site d’injection dans les singes de notre étude,

semble plutot orienter vers la deuxieme hypothese .

Le modele de pathogenese suppose ensuite la migration des CPA infectées vers les
OLS (ganglions et rate), qui agiraient comme un incubateur fertile pour la réplication
virale et faciliteraient 'augmentation de la virémie, ce qui est nécessaire a l'infection
systémique. Les processus qui permettent la dissémination sont peu clairs et on évoque
généralement une infection systémique des organes causée par la présence de virus dans
le sang et la lymphe. Toutefois, chez le PNH, on détecte une virémie méme chez les
animaux qui ne progressent pas vers une FL sévere, et cette virémie ne s’accompagne

198 D’autres

pas d’une infection systémique, celle-ci restant cantonnée aux OLS
mécanismes qui permettent d’expliquer ces différences entrent certainement en jeu lors
de la dissémination virale dans les organes non lymphoides, mais ils ne sont pas
compris a ce jour. Toujours est-il que lors de linfection fatale, le virus a un
comportement pantropique, il est retrouvé dans le foie, les reins, les glandes surrénales,
I’encéphale, le poumon, I'intestin, le pancréas, le cceur et 'endothélium. L’infection des
cellules n’a a priori pas d’effet cytopathique fort, méme si des foyers d’hépatocytes et

de cellules surrénaliennes nécrotiques sont détectés chez le PNH et I’humain, ne
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remettant cependant pas en cause lintégrité de ces tissus ™%, L’infiltration de
monocytes/macrophages infectés dans les tissus atteints par Iinfection médiée par des
chimiokines pourrait contribuer a I'amplification de I'infection des organes systémiques.
Quoiqu’il en soit, les rares atteintes histopathologiques observées ne présentent pas une
sévérité suffisante pour expliquer les insuffisances hépatique, rénale et parfois
pulmonaire décrites lors des infections fatales. L’atteinte hépatique se caractérise par
une forte augmentation des taux d’AST et ALT plasmatiques 19 1% En parallele et
dans de rares cas peuvent survenir des manifestations neurologiques, caractérisées par
une encéphalite chez le singe cynomolgus. L’encéphalopathie chez I'humain est associée
a une présence du virus dans le liquide cérébrospinal ou il semble pouvoir perturber
apres la résolution de l'infection .

La survenue d’hémorragies non bénignes n’a pas été décrite, et les signes
hémorragiques détectés ne permettent pas d’expliquer l'issue fatale de l'infection. La
mort intervient apres un choc terminal hypotensif, comparable a ce qui est observé lors
du sepsis. La proximité entre la pathologie de la FL létale et celle du choc septique a
d’ailleurs été caractérisée .

Des troubles de la coagulation ont été décrits, avec notamment une légere
thrombocytopénie et une diminution de I'agrégration plaquettaire ™%, Les marqueurs
de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD), un phénomene mis en cause dans le
choc terminal des Filovirus ?7, n’ont pas été identifiés au cours de la FL.

De méme, la tempéte cytokinique décrite lors de la phase terminale de I'infection
par les Filovirus et d’autres FHV, et qu'on pense jouer un role dans la perméabilité
vasculaire, est discutée pour la FL. Certaines études chez le singe cynomolgus ont
cependant bien mis en évidence une dérégulation forte des cytokines pro- et anti-

inflammatoires au moment du stade terminal ¥7:1%,

En somme, nombre de symptomes et atteintes histopathologiques légeres ont été
identifiées lors de la FL, mais nous ne comprenons toujours pas aujourd’hui quels sont
les facteurs qui provoquent la mort des patients infectés.

3.D. Les réponses immunitaires a I’ceuvre lors de l’infection

Lors d’une infection ou plus généralement de I'invasion du milieu intérieur par un
antigene extérieur, se mettent en place les mécanismes de 'immunité, qui sont séparés
entre immunité innée et immunité adaptative. L’'immunité innée est rapide, non
spécifique de I'antigene et n’induit généralement pas de réponse mémoire, bien que la
notion « d’immunité entrainée », décrite depuis une dizaine d’années mette en avant
des phénomenes épigénétiques possibles de mémoire de l'immunité innée 20520
L’immunité innée se caractérise par l'action conjointe de multiples acteurs, parmi

lesquels les cellules phagocytaires — monocytes/macrophages, cellules dendritiques (DC)
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et neutrophiles —, les cellules Natural Killer (NK) mais aussi des facteurs solubles
comme le complément et nombre de cytokines. L'immunité adaptative met quant a elle
en jeu une réponse spécifique — adaptée — a I'antigene responsable de I'invasion du soi,
et est par conséquent plus lente a intervenir. Les lymphocytes T (LT) et les
lymphocytes B (LB) en sont les acteurs majoritaires, et a la fin de linfection, une
partie de ces populations spécifiques de Dantigene vont perdurer, devenant des
populations mémoires prétes a étre réactivées et a proliférer en cas de nouveau contact
avec l'agent responsable de l'invasion. La réponse adaptative peut étre cellulaire,
impliquant essentiellement les LT, ou bien médiée par les Ig (anticorps) qui sont
produites par des LB hautement différenciés appelés plasmocytes et relarguées dans le
systeme circulant. Dans tous les cas, des interactions fortes ont lieu dans les organes
lymphoides secondaires (OLS) entre les CPA, les LT et les LB pour assurer la mise en
place d’une réponse adaptative efficace.

3.D.i.  La réponse innée

Les cellules présentatrice d’antigenes : Les monocytes, les macrophages et
les DC jouent un réle majeur dans la réponse innée grace a leur capacité a phagocyter
les antigenes reconnus comme du « non soi » et a induire la sécrétion de signaux
cytokiniques importants pour la détection systémique de l'infection. En migrant dans
les OLS et en présentant des fragments d’antigenes de l'agent invasif a leur
surface, complexés aux molécules du CMH de classe 11, ils permettent I'initiation de la
réponse adaptative spécifique via [Dinteraction avec les LT qui résulte en leur
activation. On distingue les DC immatures, qui ont une forte activité phagocytaire, des
DC activées qui perdent leur capacité a phagocyter mais surexpriment le CMH de
classe II & leur surface, ainsi que des marqueurs de migration comme CCR7 et des
molécules de costimulation comme CD40, CD80 et CD86, qui sont nécessaires a
lactivation spécifique des LT. La maturation des DC peut étre induite par la
phagocytose ou par des signaux cytokiniques paracrines, et elle potentialise la sécrétion
de cytokines par les DC, notamment les IFN de type I. L’activation des DC est un

prérequis pour leur migration vers les OLS et la présentation antigénique aux LT 2%

On pense que les CPA sont les cibles primaires de l'infection par LASV dans
lorganisme. A 7 jpi, de nombreuses CPA sont infectées chez le singe cynomolgus '*°.
Leur permissivité a linfection par LASV in wvitro a également a été démontrée
203204212213 - f, il semble que I'infection résulte en une incapacité des CPA a s’activer et a
entrer dans un processus de maturation, malgré une forte réplication virale mesurée
dans les surnageants des DC. L’infection n’impacte pas la viabilité des CPA, mais
n’induit pas la présence des facteurs de costimulation a leur surface ni la sécrétion de

208214 Cette infection « silencieuse » des CPA pourrait

cytokines pro-inflammatoires
jouer un role important dans I'immunosuppression observée dans les cas fatals de FL. A

I'inverse, 'infection des macrophages par le virus Mopeia (MOPV), un Arénavirus tres
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proche de LASV mais non pathogene, est productive et entraine la mise en place des
marqueurs de costimulation CD40, CD80 et CD86 et le relargage d'IFN de type I et
d’IL6 5. Cette différence nette d’activation des CPA engendrée par la mise en contact
avec LASV ou son homologue non pathogene MOPV a également été décrite dans les
DC plasmacytoides (pDC). Bien que cette population ne se soit pas montrée permissive
a l'infection, le contact avec MOPV a induit une plus forte activation de la sécrétion
d’IFN de type I par les pDC que celui avec LASV 2'%. 11 faut toutefois préciser que tous
les résultats précédemment décrits — a I'exception de ceux relatifs aux pDC — ont été
obtenus a partir d’'un modele de DC artificiellement dérivées de monocytes humains,
appelées moDC. Or ce modele présente des différences avec les DC myéloides (mDC)
natives. Une étude plus récente a investigué la réponse a l'infection par LASV de mDC
isolées a partir de poches de sang humain, et les résultats contrastent ceux décrits
précédemment 2%, En effet, si les mDC ont montré une permissivité a 'infection, elles
ne répliquent que peu efficacement LASV. Par ailleurs, l'infection a induit leur
activation et leur maturation (mesurée par l'expression de CD40, CD80 et CD83),
contrairement a ce qui avait été décrit avec les moDC, ainsi que la production effective
d'TFN de type I et d’autres facteurs solubles (IL6, IL10, IL15, VEGF, TNFa). De
maniere intéressante, la co-culture des mDC infectées par LASV avec des LT naifs ne
résultait pas en lactivation de ces derniers, tandis que les mDC infectées par MOPV
induisaient efficacement une réponse cytotoxique des LT co-cultivés. Les auteurs
étaient également surpris de constater que la mise en contact des mDC activées par
I'infection par LASV avec les L'T entrainait une inhibition de 'activation des mDC.

En somme, l'infection des CPA par LASV semble résulter en une incapacité de
ces cellules, pourtant centrales dans la mise en place de la réponse adaptative, a
présenter efficacement les antigenes viraux aux lymphocytes et a induire une réponse
de ces derniers. Il est probable que l'inactivation des CPA participe a 'absence générale
de réponse adaptative observée dans les cas de FL séveres.

La réponse inflammatoire cytokinique : En conséquence de la détection
d’antigénes du « non soi » ou de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP)
via la voie des PRR, les cellules immunitaires sécrétent des facteurs solubles appelés
médiateurs de I'inflammation et incluant notamment les interférons, les cytokines et les
chimiokines. Ces médiateurs ont des activités signalisantes, aupres de nombreux acteurs
systémiques de linflammation et de lI'immunité adaptative. Les cytokines sont
généralement catégorisées en pro- et anti-inflammatoires et orientent la réponse du
systeme immunitaire en fonction du pathogene rencontré. Les chimiokines sont
impliquées dans la migration des cellules immunitaires vers les sites d’activation (OLS)
ou les zones d’inflammation. Les cellules migratoires sont capables de remonter le
gradient de concentration des chimiokines adaptées par un phénomene appelé
chimiotactisme, ce qui permet leur adressage vers les tissus qui subissent I'infection.

- 53 -



Les interférons sont de trois types : type I (IFNa et IFNP essentiellement), type II
(IFNy) et type III (IFNX) et ils sont sécrétés par des types cellulaires différents — tous
types de cellules, cellules immunitaires et cellules épithéliales, respectivement — lors des
infections virales uniquement. La reconnaissance des motifs viraux a l'intérieur des
cellules par les PRR ou les RIG-I-like receptors (RLR : RIG-I, MDAS5) entraine la
sécrétion des IFN (cf. Figure 18). Les IFN ont une action autocrine et paracrine et
leur fixation sur le récepteur membranaire entraine une cascade de signalisation qui
aboutit a la transcription et la traduction d’une centaine de genes spécialisés dans la
réponse antivirale, les IFN-stimulated genes (ISG) 7.

Des études in vitro ont permis de mettre en évidence que la présence d’IFN de type I —
et pas des types II et III — dans le milieu restreignait fortement la réplication de LASV
dans les CPA 1. L’importance de 'I[FN dans le controle de 'infection par LASV est
encore soulignée par le fait que les souris immunocompétentes sont insensibles a
I'infection par LASV mais que les souches déficientes pour la voie de I'TFN (IFNAR:/,
STAT1/") présentent une pathologie plus ou moins sévere . In vivo, on a pu constater
qu’'une expression précoce et transitoire d’IFNa était corrélée a la survie des singes
cynomolgus, tandis qu’il n’était détectable que tres tardivement chez les singes décédés
W7 Ces éléments abondent tous dans le sens d’un role crucial de 'IFN, et notamment
des IFN de type I, dans le controle de l'infection par LASV via I'expression des ISG.
Certaines protéines issues de I'expression des ISG, comme la tetherin, ont par ailleurs
montré des activités de restriction de la prolifération de LASV 8,

La réponse inflammatoire cytokinique, bien que nécessaire a la prise en charge
efficace de I'infection, peut s’avérer délétere lorsqu’elle est dérégulée. Il a été décrit lors
des FHV un phénomeéne de tempéte cytokinique (cytokine storm) précédant le choc
terminal et caractérisé par de fortes doses plasmatiques de nombreuses cytokines dont
certaines constituent des signaux antagonistes pro- et anti-inflammatoires 2°. Si ce
syndrome a été nettement décrit chez les patients infectés par le virus Ebola, il semble
moins évident chez les patients atteint de la FL ?*°. En effet, les profils peuvent étre
inconsistants d’'un cas a l'autre, comme cela a été décrit dans une étude sur deux
patients tous les deux décédés de linfection par LASV mais dont I'un présentait un

21 Le patient qui était atteint

syndrome de choc hémorragique et l'autre non
d’hémorragies avait des niveaux élevés de TNFa et IFNy au moment du choc terminal,
ce qui n’était pas le cas pour I'autre patient. Ces cytokines n’ont pas nécessairement
été détectées lors d’autres études, comme celle de Mahanty et al, qui ne fait pas état
d’une hausse des taux de TNFa et d'IFNy précédant la mort 2. Cette étude montre
d’autre part que les patients fatalement infectés ne présentent pas de niveau détectable
d’IL8 et de CXCL10 dans leur plasma comparé aux patients survivants. Une
augmentation des niveaux d’IL12, IL6 et RANTES a été détectée quelle que soit 1'issue
de l'infection. Une étude de transcriptomique réalisée sur PBMC de PNH infectés par

LASV a mis en évidence un déficit d’expression des genes de cytokines pro-
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inflammatoires en général, et A’IL1P et IL23a en particulier **!. En revanche, les auteurs
ont noté une surexpression des cytokines immunosuppressives IL27 et IL6 par les singes
infectés, un résultat confirmé par Baillet et al. '®. Par ailleurs, cette derniere étude a
montré une hausse dérégulée de nombreuses cytokines pro- (TNFa, IL6, 1L12, 11.15) et
anti-inflammatoires (IL1RA, IL10, CCL2) au moment de la mort des singes
cynomolgus infectés par LASV Josiah, concourant a l'idée d’une tempéte cytokinique
lors du choc terminal causé par LASV chez le PNH. Les études sont multiples et tous
les résultats ne sont pas concordants, et il semble que la nature de la réponse
cytokinique observée soit tres dépendante des individus, des souches virales et des voies

d’infection, ce qui ne facilite pas sa caractérisation.
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Figure 18. Réponse immunitaire innée et mécanismes d’évasion de LASV. Les ARN double
brin de LASV sont reconnus par les senseurs RIG-I et MDAS5, tandis que ’activité exonucléase de la NP
de LASV digére ces ARN et inhibe le processus de détection. La protéine de matrice Z se lie aux
domaines CARD de RIG-I et MDAS5 et empéche leur interaction avec MAVS, ce qui inhibe la cascade de
signalisation des IRF menant a la sécrétion d’IFN de type 1. La NP inhibe 'activation des IRF en se
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liant a IKKe. La NP interagit également avec la sous-unité p65 de NF-kB et inhibe ’activation de la
voie. Adapté de Garry et al, 2022 %,

La réponse des cellules NK : Les cellules NK sont a l'interface entre les
réponses immunes innée et adaptative, elles ont une activité cytolytique constitutive et
participent a la régulation de la réponse adaptative via la sécrétion d’IFNy. Leur
activation dépend également d’un certain nombre de signaux, dont certains sont
sécrétés par les CPA. Les données sur la réponse des NK lors de l'infection par LASV
sont peu nombreuses. Un modele in vitro de co-culture entre des CPA et des cellules
NK a été mis au point dans notre laboratoire il y a une dizaine d’années. Ce modele a
permis de montrer que la présence du virus seul au contact des cellules NK n’engendre
ni l'infection ni 'activation de ces cellules ?*. En revanche, la mise en contact de CPA
infectées avec des cellules NK induit une forte activation de ces derniéres mais ne
provoque ni la sécrétion d’TFNy ni la lyse des CPA infectées. L’infection de DC et de
macrophages par un virus LASV muté dans la région exonucléase et induisant par
conséquent une forte sécrétion d’IFN de type I a causé 'activation des cellules NK,
résultant en leur dégranulation ainsi qu’en la sécrétion d’IFNy 221 Ces données
suggerent que l'activité exonucléase de la NP est impliquée dans l'inhibition de
lactivation des cellules NK médiée par les CPA. In vivo, une lymphopénie transitoire
des cellules NK a été brievement décrite chez le singe cynomolgus 7 et confirmée par
les résultats obtenus dans le méme modele par Baillet et al. ' discutés dans les
résultats de cette these. Il a récemment été montré que pendant les 3 premiers jours de
I'infection aigué par LCMV, les cellules NK suppriment les L'T antiviraux dans la rate,
d’une maniere dépendant de CXCR3 et des IFN de type I, causant une

immunosuppression tres précoce 2.

3.D.1i. La réponse adaptative

La réponse adaptative est dépendante de la présentation antigénique, assurée par
les CPA dans les OLS et qui permet la sélection et I'expansion de clones de LT et de
LB capables de reconnaitre de maniere spécifique 'antigéne présenté. Les LT et les LB
constituent les deux leviers de la réponse adaptative. Si les premiers sont responsables
d’une immunité cellulaire via leurs activités cytotoxique (LT CD8+) et régulatrice (LT
CD4+), les seconds sont les acteurs de la réponse humorale caractérisée par la sécrétion
d’Ig dans le plasma. Ces Ig sont capables de se fixer de maniere spécifique a I'antigene
qu’elles reconnaissent pour former des complexes immuns, qui sont ensuite pris en
charge et éliminés. Certaines Ig ont des propriétés neutralisantes, c’est-a-dire qu’elles
empéchent stériquement la fixation des antigenes viraux sur leurs récepteurs et
préviennent ainsi la réplication virale. Les LT CD8+ mettent a profit leur activité
cytotoxique pour supprimer les cellules infectées présentant des antigenes viraux a leur
surface, tandis que les LT CD4+ auxiliaires assistent et régulent les interactions entre
les LT et les LB.
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La réponse cellulaire T

L’infection létale par LASV chez le PNH et chez I'humain se caractérise par une

lymphopénie intervenant dans la premiére semaine suivant l'infection !71:191.196.206
y

, ainsi
que par une baisse de la prolifération des LT Y. Tous les indices sont aujourd’hui
concordants pour mettre en évidence le role primordial de la réponse spécifique des LT
dans le controle de l'infection par LASV. D’abord, 'activation des LT CD4+ et CD8+
mémoires intervient tot lors de linfection, et on détecte une immunité mémoire
persistante chez les patients ayant survécu a 'infection **. La reconnaissance spécifique
d’épitopes de LASV par les LT CD4+ a également été démontrée dans les PBMC de
personnes séropositives pour LASV #72%_ Certains clones de ces cellules ont pu étre
stimulés par de la GP et de la NP recombinante de LASV, mettant en évidence la
présence d’épitopes ciblés par les LT CD4+ sur ces deux protéines virales. L’activation
de la cytotoxicité de LT CD8+ induite par une présentation antigénique via HLA.A2
de peptides issus de la GP de LASV et designés in silico a également été décrite en
modele murin #°.

Nous avons récemment montré dans notre équipe que l'activation des L'T CD4+
dans les PBMC (mesurée par lexpression de CDG69) est forte chez les singes
cynomolgus survivants a l'infection par LASV tandis qu’elle est indétectable chez les
singes décédés de linfection ™. Le nombre de LT en prolifération (Ki67+) et
présentant des marqueurs de cytotoxicité (perforine/granzyme B) augmentait
considérablement dans le sang au cours de I'infection non fatale mais pas chez les singes
mourant de l'infection. De plus, des analyses réalisées dans les splénocytes (cellules de
la rate) et les cellules des ganglions mésentériques ont permis de mettre en évidence la
forte augmentation de LT CD44 et CD8+ prolifératifs et cytotoxiques dans les
ganglions des singes survivants, ainsi que ’apparition d'une population de LT CD8+
exprimant CD95, un marqueur d’apoptose. Ces signaux étaient soit absents soit
significativement moins intenses chez les animaux fatalement infectés. La combinaison
des signaux de prolifération et d’apoptose dans les OLS met en évidence des processus
actifs de sélection et d’expansion clonales des LT intervenant spécifiquement chez les
singes survivants a l'infection par LASV. Lors d’une précédente étude de notre équipe,
il avait été montré que la stimulation de splénocytes avec des antigenes de LASV
induisait une forte prolifération des L'T CD44 et CD8+ chez les animaux survivants a
I'infection uniquement .

Les résultats des études vaccinales corroborent également 'importance centrale de
la réponse cellulaire T dans la protection contre I'infection. En effet, un vaccin élicitant
une réponse T spécifique des GP1 et GP2 de LASV s’est montré tres efficace pour
protéger des PNH, méme en I'absence de réponse anticorps significative *!. A I'inverse,
une forte induction d’anticorps dirigés contre la NP par une autre forme vaccinale
échouait a protéger les singes contre LASV. Un autre candidat vaccinal porté par notre
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équipe a efficacement protégé des singes cynomolgus en élicitant une réponse cellulaire
T dirigé contre les GP et NP de LASV 2.

Des études en modeles cellulaires ont également mis en évidence que des DC
infectées par MOPYV étaient capables d’induire une réponse cellulaire des L'T CD4+ et
CD8&+ caractérisée par I'activation, la prolifération, la cytotoxicité et I’établissement de
marqueurs mémoires chez ces L'T. En contraste, les DC infectées par LASV n’induisait
aucune activation des LT 2, ce qui met en relation I'absence d’activation des LT avec
la forte pathogénicité de LASV.

La réponse humorale

La sécrétion d’IgM et d’'IgG dirigées contre la NP, la Z, la GP1 et la GP2 de
LASV 2334 intervient assez rapidement au cours de l'infection mais ne correle pas avec
une baisse de la virémie, qui peut coexister a des taux élevés avec la mise en place de la

231,235

réponse humorale . Il semble que les IgM et les IgG apparaissent légerement plus

197,198

tot chez les singes cynomolgus décédés que chez les survivants L’apparition

d’anticorps neutralisants est tres tardive et intervient apres la fin de la convalescence
62T mettant en évidence le fait que la séroneutralisation n’est pas un phénomene actif
lors de la protection contre LASV. Des essais de traitement par injection de sérum de
patients convalescents ont eu lieu sans réel succes **#Y. En revanche, I'injection de
sérums contenant des anticorps neutralisants est susceptible de protéger contre
I'infection létale, comme cela a été montré chez le cobaye 2 et le singe cynomolgus 2.
Un traitement tres précoce était cependant nécessaire pour espérer la survie des
animaux, ce qui est parfaitement incompatible avec une utilisation efficace sur le
terrain. Ces techniques ont d’ailleurs été abandonnées depuis plusieurs décennies. La
réponse humorale semble avoir un role tres limité dans le controle de l'infection par

LASV, si tant est qu’elle y participe.
3.D.iii. L’évasion du systéme immunitaire par LASV

Les mécanismes d’évasion immunitaire a ’ceuvre lors de l'infection par LASV
sont multiples, parfois a 1’échelle cellulaire et parfois a [’échelle de la réponse

systémique.
L’évasion du systeme immunitaire inné

De nombreux mécanismes d’inhibition de la réponse innée, médiés par les
protéines virales NP et Z, ont été mis en lumiere lors du cycle de réplication viral.
Nombre de ces mécanismes passent par les interactions directes de ces protéines virales
avec des protéines cellulaires impliquées dans la détection de matériel étranger et dans
la signalisation de la réponse IFN (cf. Figure 18).
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Nous avons déja évoqué lactivité exonucléase de la NP qui dégrade
spécifiquement les ARN double brin et empéche ainsi leur reconnaissance par les RLR,
limitant drastiquement la réponse IFN de type I dans les cellules infectées et
notamment dans les CPA 22, La NP est également capable de se lier a IKKeg, bloquant
ainsi I'activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-kB 24324,

Il a été montré que les protéines de matrice Z de plusieurs Arénavirus pathogenes
interagissent de maniere directe avec RIG-I1 et MDAJ5 et inhibent conséquemment la
production d’IFN de type I induite par l'activation de la voie des RLR **. De maniere
intéressante, les protéines Z des Arénavirus non pathogenes ne présentent pas cette
caractéristique, ce qui laisse supposer un role important de la suppression de la réponse
innée dans la pathogénicité virale. En accord avec cette idée, il a récemment été montré
que les protéines Z des différentes souches de LASV ne possédaient pas toutes les
mémes capacités d’inhibition de la sécrétion d’IFN médiée par la signalisation des RLR
26 ce qui peut suggérer un lien avec les différences de pathogénicité observées entre les
différentes souches.

L’évasion du systéeme immunitaire adaptatif

Le bouclier de glycanes a la surface de la spike de LASV constitue un mécanisme
assez spectaculaire d’évasion a la réponse immunitaire adaptative. En effet,
I'inaccessibilité des épitopes par les anticorps est probablement la cause de 'inefficacité
de la neutralisation induite par ces derniers, ce qui joue un role fort dans I'absence de
réponse robuste a l’encontre des particules virales . L’implication du bouclier de
glycanes sur l'absence de neutralisation par les anticorps a toutefois été récemment
contrastée, lors d'une étude mettant en évidence la pauvreté de la neutralisation des
anticorps lors de l'infection avec une spike mutée sur tous ses sites de glycosylation 2*7.
Cette étude a cependant mis en évidence que I'absence de certains glycanes a la surface
de la GPC, libérant sélectivement certains épitopes, permettait d’observer une
prolifération des L'T CD4+4 et CD8+ effecteurs, bien que ces deux types cellulaires ne

soient apparemment pas sensibles aux mémes épitopes.
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4. Prophylaxie et thérapies curatives pour lutter contre la FL

Le diagnostic de la FL se fait systématiquement par prélevement sanguin suivi
d’un test de détection spécifique. Le test le plus fiable est la RT-PCR consécutive a une
extraction d’ARN, qui permet de détecter avec une spécificité et une sensibilité tres
élevées les ARN viraux de LASV dans le plasma des patients *#. Cependant, des
techniques d’ELISA permettant d’évaluer le statut sérologique des patients sont

249

également utilisées ?*, malgré la possibilité d’une réaction croisée avec des IgG dirigées

20 et le risque d'une immunité

contre un autre Arénavirus proche de LASV
préexistante des patients. Il n’est par essence pas possible de corréler la présence d’IgG
spécifiques de LASV dans le plasma avec la cause du syndrome aigu du patient sans
connaitre son statut sérologique avant la maladie. Les ELISA ne sont par conséquent
par les outils de détection les plus fiables de la FL. Des tests rapides de détection
antigénique dirigés contre la NP existent aussi, ils ont 'avantage d’étre bon marché,

rapides et dotés d’une sensibilité assez élevée (85%) .
4.A. Traitements

La seule molécule autorisée aujourd’hui en usage clinique lors d’une infection
avérée par LASV est la ribavirine dispensée par voie intraveineuse, il s’agit d’un
analogue de la guanosine aux propriétés antivirales non spécifiques de LASV 22, Du
paracétamol peut étre prescrit pour atténuer les douleurs peu intenses et de la
morphine peut étre administrée en cas de douleurs séveres. Les anti-inflammatoires non
stéroidiens sont a éviter sous peine d’aggraver les saignements. Des transfusions de
plaquettes, de plasma ou de sang total peuvent étre préconisées pour pallier a la
thrombocytopénie, a la coagulopathie ou a I'’anémie, respectivement ***. Le monitorage
de la volémie des patients par voie intraveineuse est parfois mis en place pour
contrebalancer les pertes de fluides causées par la perméabilité vasculaire.

4.A.1.  Ribavirine

Bien que dispensée par voie intraveineuse de maniére systématique (lorsqu’elle est
disponible) chez les patients hospitalisés a cause d'une FL, les effets bénéfiques de la
ribavirine sur l'issue de l'infection sont aujourd’hui contestés. Si la ribavirine a montré
des effets encourageants lors des études précliniques et lorsqu’elle était administrée

235,254,255

avant le 7°m¢ jpi , une étude plus récente chez le singe cynomolgus a démontré un

retard de la mort chez les singes traités mais la ribavirine n’a pas permis de sauver les

256

animaux L’efficacité présumée de la ribavirine chez 'humain atteint de la LF

BT mettant en évidence une baisse drastique

provient d’une seule étude datant de 1986
de la mortalité des patients ayant un niveau d’AST élevé lorsqu’ils étaient traités avec
de la ribavirine dans les 6 jours suivant l'apparition de fievre. Ces données ont
récemment été méta-analysées par d’autres équipes et confirment que le taux de

mortalité des patients a taux d’AST élevé est diminué lorsque de la ribavirine est
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28 En revanche, cette nouvelle

dispensée : 28,7% contre 44,6% dans le groupe controle
analyse montre que chez les patients ayant un taux d’AST normal, le traitement a la
ribavirine a un effet inverse et augmente le taux de mortalité de la FL : 9,1% contre
4,1%. Par ailleurs, cette méta-analyse met en évidence un potentiel biais dii aux
patients se présentant tardivement avec un FL sévere et qui résulterait en une

surestimation du potentiel protecteur de la ribavirine.

En conclusion, bien que la ribavirine soit utilisée depuis plus de trois décennies
pour traiter la FL, nous ne sommes toujours pas capables d’évaluer précisément son
effet bénéfique, si toutefois il existe. Une étude randomisée avec un placebo serait
nécessaire pour établir la vraie mesure de son utilité. De plus, ces récents résultats
mettent en lumiere le fait que les patients peu séverement atteints ne devraient pas
recevoir de ribavirine, dont la toxicité et les effets indésirables sont nombreux et qui

semble aggraver le pronostic vital de ces malades.
4.A.1.  Favipiravir

Le favipiravir est un analogue de purine (nucléotide) qui s’insere dans la structure
des ARN viraux et inhibe 'activité des polymérases d’ARN dépendantes de ’ARN en
causant l'arrét de la transcription, ce qui lui confére des propriétés antivirales contre
une grande partie des virus a ARN ) notamment contre Ebola %! Une étude
réalisée chez le singe cynomolgus a permis de montrer que 'administration quotidienne
d’une dose de 300 mg/kg de favipiravir a partir du 4™ jpi et pendant 13 jours

%2 En revanche, un protocole identique

protégeait 100% des singes contre la FL létale
prodiguant une dose de 50 mg/kg de favipiravir toutes les 8 heures a partir du 4™ jpi
n’a montré aucun effet sur la survie des singes infectés par LASV Josiah #°. La seule
utilisation de favipiravir chez I'humain lors d’une infection par LASV a consisté en un
co-traitement favipiravir/ribavirine chez deux patients porteurs de la méme souche
importée en Allemagne par un patient décédé de l'infection ?*. Les deux patients ont

survécu.

Aucune étude clinique évaluant Defficacité du favipiravir n’a encore été réalisée
dans le cas de la FL, mais le favipiravir a jusqu’ici montré une efficacité
significativement plus élevé que la ribavirine lors de tous les tests précliniques. Une
étude comparative et synergique de ces deux antiviraux chez I’humain est nécessaire
pour établir des protocoles de traitement plus efficaces que ceux dont nous disposons

aujourd’hui.
4.A.iii. Transfert de plasma de convalescents et anticorps monoclonaux

Le transfert de plasma de patients de convalescents, s’il a fait ses preuves pour
d’autres infections virales, et est notamment préconisé dans le cas de l'infection par
JUNV */ n’est pas une solution efficace pour LASV, comme nous I'avons déja détaillé

- 61 -



en partie 4./1).7i.. La seule étude clinique réalisée a ce jour n’a montré aucune efficacité
du traitement sur la survie des patients 7.

Les traitements par injection d’anticorps monoclonaux (mAb) sont de plus en
plus investigués depuis une dizaine d’années. Apres sélection des LB sécrétant les
clones d’intérét, il est possible d’induire une forte production de mAb par les souches
isolées. Dans une étude datant de 2016, 16 clones de LB sécrétant des anticorps
neutralisants ont été isolés a partir de PBMC de patients guéris de LASV 2. La
protection induite par l'injection des différents mAb produits par ces clones a été testée
chez le cobaye et chez le singe cynomolgus, montrant dans les deux cas des résultats
assez spectaculaires 2>%° Plusieurs clones de mAb ont permis de protéger 100% des
animaux infectés par LASV. Des études cliniques devraient étre réalisées pour
confirmer ces résultats encourageants chez 'humain. Cependant, la charge économique
associée aux techniques de production de ces mAb ne laisse pas imaginer les meilleurs
augures quant a l'utilisation prochaine de ces traitements dans les zones d’endémicité.

4.B. Approches vaccinales contre LASV

Bien qu’aucun vaccin ne soit validé a ce jour pour ['utilisation routiniere chez
I’humain en zone d’endémicité, de nombreux candidats vaccins contre LASV ont été
proposés et bon nombre d’entre eux ont démontré une protection de 100% des animaux

%7 Nous n’allons pas détailler chacun d’entre

lors des études précliniques chez le PNH
eux mais nous allons donner des précisions sur les deux candidats qui ont progressé
vers une étude clinique de phase I, le VSV-LASV 2% et le MeV-LASV 2 qui a été

développé par notre équipe.

Le vaccin VSV-LASV est composé du vecteur VSV (Virus de la Stomatite
Vésiculeuse) déplété de sa GP de surface, qui est remplacée par la GP de LASV Josiah
210211 - Ce vaccin fonctionne en élicitant la production d’anticorps neutralisants contre la
GP de LASV, et s'il confére une protection rapide (100% de protection avec une

immunisation 3 jours avant infection) ¥, le taux de protection un an apres

2 chez le cobaye. Cela met en évidence la nécessité

immunisation chute a 70%
d’injections de rappel pour renouveler I'immunité induite par le vaccin VSV-LASV. Par
ailleurs, l'injection d’un vaccin quadrivalent baptisé VesiculoVax a base de VSV-LASV,
VSV-EBOV, VSV-SUDV et VSV-MARV a induit une protection contre ces quatre

virus responsables de FHV de maniére simultanée 7.

En parallele, le vaccin MeV-LASV, construit a partir du virus de la rougeole
utilisé comme vecteur pour exprimer la NP et la GP de LASV, protége en induisant

0 Aprés une simple immunisation, une réponse
)

une réponse cellulaire T robuste 2
mémoire a permis de protéger 100% des singes contre 'infection par LASV Josiah un
an apres vaccination 2. L’efficacité de ce vaccin lors d’une immunisation 6 jours avant

infection a été validée récemment (article en review).
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Une des considérations principales concernant les approches vaccinales contre
LASV est de réussir a protéger de I'infection par I'intégralité des clades du virus, dont
certains sont tres divergents. La majorité des constructions vaccinales a ce jour mettent
a profit des protéines virales appartenant a la souche LASV Josiah, qui appartient au
clade IV. Le choix d’une souche issue d'un clade « central » dans la phylogénie de
I’espece virale n’est pas anodin et permet de limiter au maximum les divergences entre
les clades les plus éloignés et les protéines vaccinales. Les étapes de validation des
candidats vaccins de LASV incluent donc naturellement la vérification de la protection
croisée entre les clades. Celle-ci a notamment été démontrée pour le candidat VSV-
LASV 2™ et pour le candidat vaccinal de notre équipe, MeV-LASV ™ 1l a par ailleurs
été montré que la réponse T mémoire des rescapés de la FL permettait dans la plupart

275

des cas une protection croisée efficace vers d’autres clades de LASV ?™ ce qui est un

signe encourageant pour la protection inter-clades induite par la vaccination.

Une autre plateforme vaccinale a été développée au cours des derniéres années
dans notre laboratoire, a partir de I’Arénavirus non pathogene MOPV atténué par
mutation du domaine exonucléasique de la NP et auquel on a substitué la GP endogene
par celle de LASV 2. Ce vaccin a permis la protection de 100% des PNH infectés par
LASV en élicitant une réponse cellulaire T dirigée contre le virus. En parallele, nous
avons utilisé cette plateforme pour vacciner des PNH contre des ANM, dont MACV, et
le vaccin a montré la méme efficacité, bien que la réponse humorale ait été majoritaire
contre les ANM. Nous avons ensuite élaboré un vaccin pentavalent protégeant contre
cinq des six FHV causées par les ANM : MACV, JUNV, GTOV, SABV et CHAPV. Ce
vaccin a induit une immunité humorale forte et a permis de protéger des singes
cynomolgus contre I'infection par MACV et GTOV. Ces résultats ont fait I'objet d’un
article récemment accepté pour publication chez Nature Microbiology.
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Problématique et objectifs

La FL constitue un probléeme de santé publique majeur, pour lequel plus de 80
millions de personnes sont a risque dans sa zone d’endémicité, un chiffre qui pourrait
étre amené a fortement augmenter dans les décennies a venir. Des avancées
considérables ont été réalisées sur la prophylaxie depuis le classement de LASV parmi
les pathogenes prioritaires de 'OMS, et la création d’organismes comme la Coalition
pour les Innovations en matiere de Préparation aux Epidémies (CEPI) fondée en 2016,
s’attelant sérieusement a la question des vaccins contre LASV et d’autres infections
virales prioritaires. Malgré cela, la compréhension des mécanismes immunitaires et
physiologiques sous-jacents a l'infection par LASV et qui orientent 1’évolution de la
pathologie et l'issue de la FL est balbutiante. Etonnament, un consensus existe autour
du fait que les lésions observées dans les organes ne suffisent pas a expliquer le
syndrome de défaillance multiviscérale (SDMV) caractérisé lors de l'infection, ce qui

amene a s’'interroger sur les causes précises des ces dysfonctionnements.

L’impact de l'infection sur la viabilité et la fonction des cellules cibles a souvent
été investigué grace a des modeles cellulaires, qui donnent des premiers indices quant
aux conséquences de l'infection sur des types cellulaires isolés mais ne peuvent en
aucun cas étre suffisants pour permettre de caractériser le fonctionnement global d’un
organe. Grace a nos modeles de PNH retracant le cours d’infections létales et non
létales par LASV, nous disposons d’un matériel biologique de choix pour étudier la
dynamique des évenements immunologiques a 1’ccuvre lors de l'infection, ainsi que les
déterminants de la pathologie de la FL, a savoir la nature de toutes les cellules cibles
du virus in vivo, la mise en place de la dissémination virale et le suivi de la fonction

propre de chaque organe impacté par I'infection.

En mettant a profit des méthodes innovantes, nous avons cherché a caractériser
plus en détails les phénomenes a 'ccuvre dans les PBMC, les OLS et les organes non
lymphoides marquant des dysfonctionnements majeurs lors de l'infection, de maniere
dynamique, dans le but d’indentifier des mécanismes centraux dans la pathogenese qui

pourraient éventuellement étre ciblés par des traitements existants ou a venir.
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2 Résultats

Préambule

Cette étude s’inscrit dans la continuité d’un autre projet de recherche et de
doctorat, réalisé par Nicolas Baillet entre 2015 et 2018, et visant a identifier les
mécanismes clés des phases précoce, d’incubation, aigué et de convalescence de la
pathogenese de la fievre de Lassa chez le singe cynomolgus . C’est pourquoi aucune
phase d’expérimentation animale supplémentaire n’a été nécessaire pour la réalisation

de ce projet de these, le matériel biologique étant déja disponible.

L’étude a été réfléchie pour disposer de matériel biologique a toutes les phases de
la pathogenese du virus Lassa : la phase précoce (2 jpi), la phase d’incubation (5 jpi),
la phase aigué (11 jpi) et la phase de convalescence (28 jpi). Ainsi, des groupes de
singes ont été infectés par LASV en laboratoire P4, et euthanasiés de maniere
séquentielle aux temps critiques de la pathogenese pour réaliser une investigation
complete (voir Tableau 2). Un autre aspect majeur de cette étude est le choix de
comparer l'infection par deux souches distinctes de LASV ayant des sévérités établies
tres différentes. En effet, dans nos conditions d’expérimentation, la souche Lassa AV,
bien que responsable d’une pathologie avancée chez les macaques infectés, n’a pas causé
de symptomes mortels (0% de mortalité, n=4) %. En revanche, la souche Lassa Josiah
— qui est la souche de référence de nombreux laboratoires — a entrainé
systématiquement la mort des animaux pendant la phase aigué, entre 11 et 15 jpi
(100% de mortalité, n=6). Nous avons également suivi un groupe contrdle ayant subi
une injection de milieu de culture sans virus (groupe Mock) pour disposer des
constantes attendues chez le singe cynomolgus hors contexte d’infection. Tous les singes
survivants (groupe LASV AV et groupe Mock) ont été euthanasiés entre 28 et 32 jpi, a
la date prévue de fin d’expérimentation.

Tableau 2. Composition des groupes de singes cynomolgus dans le schéma expérimental.

Jours post-infection Mock LASV AV LASV Josiah
2 - n=3 n=3
5 o n=3 n=3
11 . n=3 n=>6
28 n=3 n=4 -
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Pour chaque groupe, des prélevements de sang réguliers ont été réalisés et du
plasma et des cellules mononucléées du sang périphérique (PBMC) ont été isolés et
congelés pour usage ultérieur. A l'autopsie, le sang, la moelle osseuse et les organes des
macaques ont été prélevés et ont subi différents traitements avant d’étre congelés.

Les organes lymphoides secondaires

A Tautopsie, une partie des ganglions mésentériques (GGM) et inguinaux (GGI),
ainsi que de la rate, a été broyée, déplétée des globules rouges et les cellules obtenues
ont été conservées a -150°C jusqu’a utilisation. Ces cellules ont été utilisées pour
réaliser des extractions d’ARN et établir le transcriptome des OLS d’une part, et pour
effectuer des expériences de remise en culture dans différentes conditions suivis
d’analyses de cytométrie en flux d’autre part. L’autre partie des GGM, GGI et de la
rate a subi un protocole d’inactivation (immersion pendant 14 jours dans de la
formaline & 10%) puis a été sortie du laboratoire P4, incluse en paraffine et utilisée
pour réaliser des coupes histologiques.

Les organes non lymphoides

A Tautopsie, une grande variété d’organes non lymphoides a été prélevée : foie,
rein, cerveau, cervelet, intestin, glandes surrénales, pancréas, poumon,
testicules/ovaires, vessie, peau et coeur. Apres broyage, les ARN de ces organes ont été
extraits, pour mesurer la charge virale (cf. Figure 19) et pour établir le transcriptome
de certains organes sélectionnés : foie, rein, poumon, glandes surrénales. Suivant le
protocole d’inactivation décrit pour les OLS, des morceaux de ces organes ont
également été sortis du laboratoire P4 puis inclus en paraffine pour analyse
histologique.

Les mesures de charges et de titres viraux présentées par Baillet et al % mettent
en évidence un processus de réplication virale précoce (2 jpi) au site d’injection (sous-
cutanée dans la cuisse droite) ainsi qu'une migration rapide du virus vers les GGI, qui
sont les organes lymphoides les plus proches de la zone d’injection (voir Figure 19). A
partir de 5 jpi, on observe un tropisme élargi de LASV, notamment pour la souche
Josiah, ou on détecte du matériel viral infectieux dans tous les compartiments observés
au pic de la maladie (11 jpi). On parle alors de pantropisme viral.

Si ces données nous permettent de conclure sur la présence du virus LASV dans
tous les organes lors de I'infection aigué, elles ne nous renseignent pas sur la nature des
tissus infectés dans chaque organe ni sur la permissivité des différents types cellulaires
a linfection virale. Nous avons souhaité identifier clairement les types cellulaires
permissifs a l'infection ainsi que la nature des premieres cellules infectées dans le
déroulement de la maladie.
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Figure 19. Dynamique de la charge virale et du titre viral dans les organes au cours de
I'infection par LASV AV ou LASV Josiah. Quantification des copies d’ARN viral (en haut) et des
particules virales infectieuses (en bas) a 2 jpi (gauche), 5 jpi (centre) et 11 jpi (droite) par mg de tissu,
dans les GGI (ILN), les GGM (MLN), la rate (spleen), le foie (liver), le cerveau (brain), le cervelet
(cerebellum), les reins (kidneys), U'intestin gréle (small intestine), les glandes surrénales (adrenal glands),
le gros intestin (large intestine), la peau (skin), les poumons (lungs), le thymus, le systéme reproducteur
(reproductive system), le pancréas, le cceur (heart), la vessie (bladder), le liquide cérébro-spinal (CSF) et
I'urine. Les différences entre les deux conditions d’infection sont évaluées grice au test t de Student. * :
p < 0,05. Extrait de Baillet et al. %8

1. Dynamique comparative des infections par AV et Josiah,
caractérisation des cellules cibles de D’infection et nature de
P’inflammation systémique

1.A.
1.A.1.

Dynamique d’infection lors de ’infection par AV et Josiah

Détection précoce de l'infection dans les OLS

Nous avons réalisé des marquages en hybridation in situ (HIS) qui nous ont
permis de détecter le génome viral de LASV dans les OLS a 2 jpi (voir Figure 20).
Nous avons identifié une toute petite minorité de cellules infectées dans les GGI des
singes survivants et décédés, qui sont des cellules a gros noyaux situées dans la zone
sinusoidale des GGI. Ces cellules ont 'aspect morphologique (gros noyau et
cytoplasme) et la localisation (zone sinusoidale d’afférence des ganglions) de CPA en
migration vers le GGI : DC et macrophages/monocytes. Un petit groupe de cellules de
méme nature apparait comme infecté dans le GGM des singes décédés uniquement.
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Nous n’avons détecté aucune cellule infectée dans le GGM des singes survivants, ni

dans la rate des singes infectés, quelle que soit I'issue de la maladie.

Des marquages similaires dans la peau nous ont permis de confirmer la présence
de foyers d’infection dans le tissu conjonctif hypodermique témoignant de la réplication
virale dans ce tissu (non présenté). Malheureusement, la mauvaise qualité de nos
échantillons ne nous a pas permis d’obtenir des coupes montrant fidelement
I'organisation du tissu hypodermique, et nous n’avons pas pu identifier la nature des

cellules formant ces foyers d’infection.
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Figure 20. Détection in situ de ’ARN viral dans les OLS & 2 jpi. Hybridation in situ des ARN
viraux de LASV grace a l'utilisation de sondes spécifiques des séquences des NP de LASV AV et LASV
Josiah. Le DAB (marron) est utilisé comme chromogene et une contre-coloration a I’hématoxyline (bleu)

a été appliquée.

1.A.ii. Progression et dissémination virale au cours de la phase aigué et

pathologique

Nous avons ensuite réalisé les mémes expériences d’HIS dans tous les organes a
notre disposition et au cours du temps, pour établir un tableau exhaustif du tropisme
viral de LASV (cf. Figures 21 a 25).
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Figure 21. Détection in situ de PARN viral au cours du temps dans les OLS. Hybridation in
situ des ARN viraux de LASV grace a 'utilisation de sondes spécifiques des séquences des NP de LASV
AV et LASV Josiah. Le DAB (marron) est utilisé comme chromogene et une contre-coloration a

I’hématoxyline (bleu) a été appliquée.

Dans les OLS, la dynamique d’infection entre AV et Josiah est tres similaire, on
observe une invasion des sinus ganglionnaires et de la pulpe rouge des 5 jpi,
interprétable comme un afflux de CPA infectées dans les tissus lymphoides (cf. Figure
21). A 11 jpi, le virus est toujours fortement présent dans les zones sinusoidales et la
pulpe rouge mais a également atteint les centres germinatifs sans pour autant infecter
les lymphocytes qui y sont présents, ce qui témoigne d’une présentation antigénique
active pour les deux souches de LASV. En phase de convalescence, on détecte du signal

viral résiduel localisé dans les centres germinatifs essentiellement.

On identifie des infiltrats de cellules immunitaires dont certaines sont infectées a
5 jpi dans le foie des singes infectés par LASV Josiah (cf. Figure 22). Ces cellules sont
les premieres du tissu hépatique ou l'on détecte le matériel génétique du virus. On
observe également ce genre d’infiltrats constituant des clusters de la réplication virale
dans le foie chez les singes survivants a 11 jpi. On localise d’autres cellules positives
pour l'infection par LASV AV dans les sinus hépatiques, qui regroupent I’endothélium
vasculaire et les macrophages hépatiques. Cette cible cellulaire virale semble étre aussi
atteinte par LASV Josiah, puisque les sinus apparaissent comme des zones contenant
de 'ARN viral chez les singes décédés également. Cependant, dans le cas de I'infection
létale, de nombreux clusters d’hépatocytes sont également atteints par l'infection, ce
qui n’est pas du tout le cas chez les survivants.

Le tissu rénal des singes décédés a 11 jpi, qui en apparence semble assez peu
atteint d’apres les coupes histologiques réalisées en hématoxyline-éosine (HE), recele
cependant un grand nombre de cellules endothéliales infectées par LASV Josiah. Ces
cellules ne sont en revanche pas du tout infectées dans le tissu rénal des singes
survivants. On détecte de rares infiltrats inflammatoires dans le rein des singes décédés

et chez les survivants lors de la phase convalescente (28 jpi).

Les parois des poumons des singes survivants subissent un léger épaississement,
toutefois incomparable avec celui observé chez les singes décédés au pic de la phase
aigué. On ne détecte pas d’infection dans le poumon des singes survivants, quelle que
soit la phase de la maladie. En revanche, de nombreuses infiltrations de cellules
mononucléées interviennent a 11 jpi dans les poumons des singes infectés par LASV
Josiah, et de grosses cellules proches morphologiquement de macrophages y sont
infectées. Des cellules de méme nature sont déja détectables chez les mémes singes a 5
jpi, bien qu’elles soient treés éparses elles constituent les premieres cellules positives
pour 'ARN viral dans le poumon des singes décédés. A 11 jpi, on identifie également
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Figure 22. Détection in situ de PARN viral au cours du temps dans les organes clés de la
pathologie. Hybridation in situ des ARN viraux de LASV grace a I'utilisation de sondes spécifiques des
séquences des NP de LASV AV et LASV Josiah. Le DAB (marron) est utilisé comme chromogene et une
contre-coloration a ’hématoxyline (bleu) a été appliquée.

des cellules pulmonaires de nature épithéliale (pneumocytes) infectées par LASV

Josiah.

Dans le cerveau des singes survivants, on n’observe que de tres rares cellules
positives pour I’ARN viral, et elles sont toujours localisées dans des capillaires
sanguins, tandis que les cellules endothéliales du réseau vasculaire sont largement
atteintes par 'infection par LASV Josiah a 11 jpi (cf. Figure 23). D’autres cellules qui
semblent situées dans le tissu cérébral des singes décédés sont infectées, il s’agit
possiblement de cellules microgliales. Le cervelet des animaux infectés par LASV
présente, sans surprise, un schéma d’infection comparable avec celui du cerveau. Si on
ne détecte pas de cellules infectées chez les singes survivants, les cellules endothéliales
des singes décédés y sont massivement positives pour 'ARN viral a 11 jpi, et ce dans
les couches moléculaire et granulaire (matiére grise) ainsi que dans la matiere blanche.

Les glandes surrénales sont un organe particulierement permissif a l'infection par
LASV Josiah, ot on observe de trées nombreux clusters d’infection a 11 jpi, qui
atteignent a la fois les cellules de la zone glomérulée, de la zone fasciculée et de la zone
réticulée (cortex surrénalien). On trouve également des cellules infectées dans la zone
médullaire des glandes surrénales, mais celles-ci sont beaucoup plus éparses. Chez les
singes survivants, de tres rares clusters d’infection ont pu étre identifiés, et il s’agit
toujours d’infiltrats de cellules immunitaires. L’infection par LASV AV n’atteint pas les

cellules surrénaliennes.

Nous nous sommes également intéressés a d’autres organes, a priori moins
centraux dans la pathologie de la FL mais au sein desquels le tropisme viral n’a pas
toujours été décrit.

L’intestin gréle constitue un autre organe tres permissif a l'infection par LASV
(cf. Figure 24). En effet, dés 5 jpi, on constate la présence de cellules infectées dans le
tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT) a la fois chez les singes survivants et les
singes décédés. En revanche, de maniere surprenante, on observe lors de l'infection par
LASV AV a 5 jpi des cellules infectées au contact des cellules épithéliales des
microvillosités de l'intestin gréle, ce qui intervient plus tard avec LASV Josiah. A 11
jpi, on mnote un tropisme avancé de LASV pour les cellules épithéliales des
microvillosités intestinales, bien plus intense pour la souche Josiah que pour la souche
AV toutefois.

_ 79



LASV AV

LASV Josiah

5 dpi

11 dpi

28 dpi

5 dpi

d

Cervel_et

Glandes surrénales

T T - &
T T W e
VR > A




les / Ovaires

ICU

Test

Coeur

Intestin

N
B N

>

i

=

&
S

el o

Yelsor ASV1



Figure 23. Détection in situ de ’ARN viral au cours du temps dans le systéme nerveux
central et dans les glandes surrénales. Hybridation in situ des ARN viraux de LASV grice a
'utilisation de sondes spécifiques des séquences des NP de LASV AV et LASV Josiah. Le DAB (marron)
est utilisé comme chromogene et une contre-coloration a I’hématoxyline (bleu) a été appliquée.

Figure 24. Détection in situ de PARN viral au cours du temps dans l’intestin, le coeur et
Pappareil reproducteur. Hybridation in situ des ARN viraux de LASV grace a l'utilisation de sondes
spécifiques des séquences des NP de LASV AV et LASV Josiah. Le DAB (marron) est utilisé comme
chromogene et une contre-coloration a I’hématoxyline (bleu) a été appliquée.

Au sein du tissu musculaire strié cardiaque, on ne détecte l'infection que chez les
singes décédés a 11 jpi, et celle-ci ne concerne qu'une minorité de cellules, toujours
localisées entre les fibres musculaires, et appartenant probablement a l’endothélium

vasculaire.

Malgré une disparité de sexe entre les différents groupes de singes (femelles a 5 jpi
pour LASV AV et Josiah et a 11 jpi pour LASV AV, males pour les groupes LASV
Josiah a 11 jpi et LASV AV a 28 jpi), nous avons décidé de présenter ces données étant
donné le message important qui en ressort. Nous n’avons pas détecté de virus dans les
ovaires des femelles infectées, en revanche la présence de LASV dans les testicules a été
attestée. Chez les singes infectés par LASV Josiah a 11 jpi, on voit nettement que les
cellules endothéliales des testicules sont tres infectées, mais nous n’avons pas décelé
d’infection dans les tubes séminiféres, qui sont a l'origine de la spermatogenese. Lors de
la phase convalescente des singes survivants cependant, et alors que la présence virale a
disparu des tous les autres organes non lymphoides, on détecte des clusters nets de
cellules infectés dont certains sont localisés dans les tubes séminiferes. Cela laisse
envisager une persistance dans les testicules et potentiellement dans le sperme du virus
LASV chez les individus convalescents voire completement guéris.

Dans le thymus, qui est un organe lymphoide primaire (OLP) qui involue & I’age
adulte, on constate un fort taux d’infection par LASV (AV et Josiah), comparable a
celui observé dans les OLS, ce qui confirme le fort tropisme viral pour des cellules
d’origine immunitaire (cf. Figure 25). On peut constater la présence du virus dans le
thymus des 5 jpi (données manquantes pour LASV AV), ce qui montre une dynamique
d’infection des OLP comparable avec celle des OLS. La zone médullaire, qui contient
de nombreuses cellules épithéliales (cellules nourricieres), semble avoir une densité de
cellules infectées plus forte que la zone corticale, composée essentiellement de
thymocytes (lymphocytes immatures). Il est toutefois difficile de conclure sur la
permissivité de ces cellules nourricieres a l'infection par LASV avec ces simples
marquages. Comme dans les OLS, on observe du signal résiduel d’ARN viral dans le
thymus des singes survivants convalescents (28 jpi).
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Figure 25. Détection in situ de PARN viral au cours du temps dans le thymus et le
pancréas. Hybridation in situ des ARN viraux de LASV grace a ['utilisation de sondes spécifiques des
séquences des NP de LASV AV et LASV Josiah. Le DAB (marron) est utilisé comme chromogene et une
contre-coloration a ’hématoxyline (bleu) a été appliquée.

On détecte de nombreuses cellules infectées, non regroupées en clusters, dans le
pancréas des singes décédés a 11 jpi (données manquantes pour LASV AV). De par leur
disposition, ces cellules pourraient étre des cellules endothéliales, qui perforent tous les
tissus de maniere homogene. En effet, on observe ces cellules positives a 'ARN viral a
la fois dans la zone acineuse pancréatique, toujours entre les acini, et dans les ilots de

Langerhans, ensembles fonctionnels consacrés a la régulation endocrine de la glycémie.

1.B. Caractérisation des premieres populations cellulaires cibles dans
les OLS

Nous avons réalisé des immunomarquages en multiplex pour permettre
I'identification précise et fine des types cellulaires infectés dans les OLS. Les
populations majeures de cellules présentes dans les GGM et la rate ont été marquées
grace a des anticorps phénotypiques : LT (CD3), macrophages/monocytes (CD68),
neutrophiles (S100A9) et FRC (Desmine). En parallele, le virus a été détecté grice a
un anticorps dirigé contre la GP de LASV (cf. Figure 26 et 27).

Ces résultats indiquent clairement que les premieres cellules infectées en masse
expriment CD68 et appartiennent donc a la lignée monocytaire (monocytes,
macrophages, cellules dendritiques). Pour le cas des cellules dendritiques, aucun
marquage phénotypique n’a pu étre mis au point dans nos conditions d’expérience a ce
jour, ne nous permettant pas de confirmer leur statut vis-a-vis de l'infection. Certains
neutrophiles présentent également a leur surface des protéines virales, ce qui suggere
qu’ils sont permissifs a linfection in wvivo, bien qu’ils n’y soient pas massivement
sensibles. De plus, on note que des 5 jpi, et de maniere beaucoup plus avancée a 11 jpi,
le réseau fibroblastique (FRC) des OLS est infecté par LASV. Sans surprise et
conformément a la littérature, les LT ne sont pas permissifs a 'infection par LASV,
quelle que soit I'issue de la maladie.

Il convient de préciser qu'aucune différence notoire n’apparait dans la nature des
cibles de LASV AV et LASV Josiah dans les organes lymphoides. Cependant le réseau
de FRC semble étre nettement plus permissif a l'infection par LASV Josiah. Cette
sensibilité des FRC a linfection par LASV ne semble pas entrainer, selon nos
observations, de déstructuration majeure du tissu lymphoide, phénoméne qui est connu
pour étre associé a une dérégulation de la réponse adaptative.
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Figure 26. Identification des cellules cibles de LASV dans les GGM au cours du temps.
Immunomarquages en multiplex des FRC (Desmine, magenta), des LT (CD3, jaune), des
macrophages/monocytes (CD68, rouge), des neutrophiles (S1I00A9, orange), des cellules infectées par
LASV (GP LASV, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, bleu nuit) dans les GGM. Les marquages

individuels sont présentés au-dessus de chaque image polychrome, en nuance de gris inversées.
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Figure 27. Identification des cellules cibles de LASV dans la rate au cours du temps.
Immunomarquages en multiplex des FRC (Desmine, magenta), des LT (CD3, jaune), des
macrophages/monocytes (CD68, rouge), des neutrophiles (S100A9, orange), des cellules infectées par
LASV (GP LASV, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, bleu nuit) dans la rate. Les marquages
individuels sont présentés au-dessus de chaque image polychrome, en nuance de gris inversées.

On note aussi que linfection par LASV Josiah s’accompagne dun afflux
conséquent de neutrophiles dans la zone sinusoidale et dans la pulpe rouge lors de la
phase d’incubation (5 jpi).
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1.C. Confirmation des cibles cellulaires non lymphoides

Nous nous sommes également intéressés aux cibles cellulaires virales dans quatre
organes clés de la pathologie systémique de la fievre de Lassa : le foie, le poumon, le
rein et le cerveau. On sait que la défaillance combinée de ces organes est généralement
ce qui cause la mort des individus infectés par LASV. Pour ce chapitre, nous nous
sommes focalisés sur les résultats obtenus dans les tissus au pic des symptomes (11 jpi),
car c¢’est la phase ou 'on observe le plus de cellules infectées.

Nous avons adopté la méme technique d’immunomarquages en multiplex, pour
identifier les potentielles cibles discretes de linfection dans ces organes. Cela nous a
également permis de répondre a une autre question importante, a savoir déterminer la
nature des infiltrations de cellules mononucléées immunitaires dans les organes

systémiques.
1.C.i.  Les cibles hépatiques de LASV et l'inflammation du foie

On observe dans le foie une différence radicale entre I'infection létale et 'infection
non létale (cf. Figure 28). Si de nombreux foyers hépatocytaires répliquent la souche
Josiah, les seules cellules infectées par la souche AV sont des macrophages/monocytes.
En effet, toutes les cellules infectées que 1'on observe dans les tissus des singes infectés
par LASV AV colocalisent avec le marqueur CD68, et quand on regarde plus en détail,
on remarque que ces cellules sont toujours localisées dans des capillaires sinusoides
hépatiques. 11 s’agit donc probablement de monocytes (macrophages circulants)
infectés, mais il semble que jamais linfection ne traverse la barriere vasculaire,
contrairement au cas de l'infection par LASV Josiah qui se répand dans 'organe. On
identifie aussi des cellules CD68+ infectées par Josiah, certaines sont localisées dans
des capillaires sinusoides mais d’autres sont infiltrées au cceur du tissu hépatique, il
s’agit donc probablement de macrophages.

Du point de vue de I'inflammation, on identifie une hausse de la densité des LT et
des macrophages, mais pas des neutrophiles, dans le foie des singes infectés par LASV
AV comparativement aux singes controles. Chez les singes décédés, ces infiltrations
sont encore plus intenses, notamment pour les LT, on identifie également de nombreux
neutrophiles dans leur tissu hépatique. Sur I'image du foie du singe infecté par LASV
Josiah, on peut tres nettement observer un infiltrat de cellules immunitaires entre les
deux gros vaisseaux (magenta). On remarque que certaines des cellules de cet infiltrat
n’expriment aucun des marqueurs phénotypiques utilisés ici, il ne s’agit donc ni de LT,
ni de macrophages ni de neutrophiles. Il faudrait refaire des expériences avec des
marqueurs phénotypiques de LB, de DC et de cellules NK pour identifier s’il y a une
correspondance avec certaines de ces cellules.
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Figure 28. Identification des cellules cibles de LASV dans le foie & 11 jpi. Immunomarquages
en multiplex des cellules endothéliales (CD31, magenta), des LT (CD3, jaune), des
macrophages/monocytes (CD68, rouge), des neutrophiles (SI00A9, orange), des cellules infectées par
LASV (GP LASV, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, gris) dans le tissu hépatique. Les marquages
individuels sont présentés au-dessus de chaque image polychrome, en nuances de gris inversées.

Figure 29. Identification des cellules cibles de LASV dans le poumon a 11 jpi.
Immunomarquages en multiplex des cellules endothéliales (CD31, magenta), des LT (CD3, jaune), des
macrophages/monocytes (CD68, rouge), des neutrophiles (S1I00A9, orange), des cellules infectées par
LASV (GP LASV, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, gris) dans le tissu pulmonaire. Les marquages
individuels sont présentés au-dessus de chaque image polychrome, en nuances de gris inversées.

1.C.ii.  Les cibles pulmonaires de LASV et l’inflammation du poumon

Le tissu pulmonaire est un des organes qui subit le plus de modifications
morphologiques lors de I'infection par LASV. En effet, celle-ci peut s’accompagner d’'un
ensemble de symptomes respiratoires séveres qualifiés cliniquement de syndrome de
détresse respiratoire aigu (SDRA). Sur la Figure 29, on remarque trés nettement
I’épaississement des parois alvéolaires lors de linfection létale, ce qui est un des
symptomes caractéristiques du SDRA.

Le poumon des singes décédés n’apparalt pas massivement infecté malgré une
anatomie montrant une pathologie avancée, seuls quelques clusters de cellules sont
positifs pour LASV Josiah. Il s’agit majoritairement de neutrophiles (SI00A9+) et de
macrophages (CD68+) infectés, ainsi que de quelques cellules endothéliales (CD31+) et
épithéliales  (pneumocytes, identifiés par leur localisation). Comme évoqué
précédemment, on n’observe pas de cellules infectées dans le poumon des singes

survivants.

On constate un afflux modéré de macrophages et un afflux massif de LT et de
neutrophiles dans les poumons des singes décédés. Ces cellules sont réparties de
maniere diffuse dans les parois alvéolaires et ne semblent pas former de clusters,
I'intégralité du tissu pulmonaire est sujet a l'inflammation. Comme dans le foie, on
remarque que certains types cellulaires infiltrés dans le tissu ne sont pas identifiés avec
les marquages phénotypiques appliqués. On n’observe pas d’afflux de cellules

immunitaires dans le poumon des singes survivants.
1.C.iii. Les cibles rénales de LASV et linflammation du rein

Si nous n’avons pas détecté de cellules infectées dans le tissu rénal des singes
survivants, nous pouvons clairement identifier que les cellules endothéliales du rein des
singes décédés sont massivement infectées (cf. Figure 30). En effet le marquage viral
colocalise précisément avec le marquage phénotypique CD31 (ils entrent méme en
compétition & la surface de certaines cellules), et aucun autre type cellulaire n’a été

identifié comme permissif a I'infection dans le rein.
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Figure 30. Identification des cellules cibles de LASV dans le rein a4 11 jpi. Immunomarquages
en multiplex des cellules endothéliales (CD31, magenta), des LT (CD3, jaune), des
macrophages/monocytes (CD68; rouge), des neutrophiles (SI00A9, orange), des cellules infectées par
LASV (GP LASV, vert) et des noyaux cellulaires (DAPI, gris) dans le tissu rénal. Les marquages
individuels sont présentés au-dessus de chaque image polychrome, en nuances de gris inversées.

Figure 31. Identification des cellules cibles de LASV dans le cerveau a 11 jpi.
Immunomarquages en multiplex des cellules endothéliales (CD31, magenta), des LT (CD3, jaune), des
cellules microgliales (IBA1, rouge), des cellules infectées par LASV (GP LASV, vert) et des noyaux
cellulaires (DAPI, gris) dans I'encéphale. Les marquages individuels sont présentés au-dessus de chaque
image polychrome, en nuances de gris inversées.

Contrairement a ce qu'on observe dans d’autres organes tres atteints par
I'infection, le rein des singes infectés par Josiah ne présente pas une inflammation tres
forte, bien qu’on note une légere augmentation de la densité de LT et de petits
infiltrats de neutrophiles assez localisés. A nouveau, aucune différence n’est observée

entre les singes survivants et les singes controles.
1.C.iv.  Les cibles encéphaliques de LASV et linflammation du cerveau

Pour finir, nous avons effectué des marquages viraux et phénotypiques dans le
cerveau, en nous intéressant aux cellules endothéliales (CD314), aux LT (CD3+) et a
la microglie (IBA1+).

Les cellules porteuses de l'infection par la souche Josiah dans le cerveau sont
exclusivement des cellules endothéliales (cf. Figure 31). Bien que 'immunomarquage
viral entre en compétition avec celui dirigé contre CD31, la juxtaposition des
immunomarquages et la structure des cellules positives pour l'infection ne laissent
aucun doute quant a leur identification. L’encéphale des singes survivants n’est pas
atteint par I'infection.

L’immunité du cerveau est bien particuliere, en effet, s’agissant d’'un organe
immunoprivilégié, il est habituellement imperméable a Ulinfiltration des cellules
circulantes du systeme immunitaire. La microglie, possédant des capacités
phagocytaires et comparable a un réseau de macrophages, y assure la protection contre
les antigenes extérieurs. On observe chez les singes décédés une activation de la
microglie — identifiable par l'intensité du marquage IBA1 — et une relocalisation des
cellules microgliales autour des cellules endothéliales infectées pour former des
structures appelées nodules microgliaux. Ces nodules sont souvent associés a la
manifestation clinique d’une encéphalite, chronique ou aigué. De maniere intéressante,
on observe une accumulation de LT a l'intérieur des vaisseaux sanguins entourés par
des nodules microgliaux, ce qui peut laisser imaginer une réponse immunitaire en dyade
LT-microglie autour de ces cellules endothéliales porteuses de l'infection par la souche
Josiah.
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1.D. Quantification et dynamique des infiltrations de cellules

immunitaires dans les organes

Nous avons quantifié les neutrophiles (S100A9+) et les cellules cytotoxiques
(GrzB+) dans le poumon, le foie, le rein, le cerveau, les glandes surrénales et le thymus
des singes controles et des singes infectés par LASV AV ou LASV Josiah aux
différentes phases de linfection. Les cellules marquées ont été dénombrées sur cing
champs aléatoirement choisis dans chaque organe de chaque individu, et les valeurs
moyennes ont été retenues et sont présentées dans les représentations graphiques (cf.
Figures 32 a 34). Chaque groupe comporte trois individus.
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Figure 32. Numération de marqueurs phénotypiques d’inflammation dans le poumon.
Images d’immunofluorescence de marqueurs de LT (CD3), de cellules cytotoxiques (GrzB) et de
neutrophiles (SI00A9) dans les poumons de macaques sains (Mock), survivants (AV) et décédés (Josiah)
de linfection par LASV. Les graphiques a droite représentent les numérations surfaciques de cellules
positives pour Granzyme B (en haut) et pour S100A9 (en bas) réalisées sur des lames minces de
poumons au pic des symptoémes (11 jpi). Les conditions d’infection ont été comparées par ANOVA suivie
du test de comparaison multiple de Tukey. * : p < 0,05, ** : p < 0,01.

La Figure 32 montre un exemple des marquages utilisés pour effectuer la
numération des cellules inflammatoires dans le poumon, et les histogrammes qui en
découlent. On y observe une nette augmentation du nombre de cellules GrzB+ et
S100A9+ par unité de surface chez les singes infectés par LASV Josiah a 11 jpi. On
montre également, grace au double marquage CD3/GrzB, que les cellules cytotoxiques
ne sont pas des L'T. Nous pouvons raisonnablement supposer qu’il s’agit de cellules NK,

bien que nous n’ayons pas pu le vérifier formellement.

On assiste a une infiltration significative de neutrophiles dans le poumon, le rein
et les glandes surrénales des singes infectés par LASV Josiah a 11 jpi, qui n’intervient
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pas chez les singes infectés par LASV AV (cf. Figure 33). On note également une
présence plus forte de neutrophiles dans le cerveau des singes décédés des 5 jpi et
surtout lors de la phase aigué ou le phénomene est décelable dans des proportions bien
moindres chez les singes survivants. Toutefois, cette observation est a relativiser dans
cet organe, étant donné le tres faible nombre absolu de cellules positives dénombrées
dans le tissu encéphalique. Dans le thymus, qui n’est pas comparable aux autres
organes présentés du fait de sa nature lymphoide, on détecte une augmentation nette
mais non significative du nombre de neutrophiles chez tous les singes infectés, bien

qu’elle soit plus marquée chez les décédés.
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Figure 33. Mise en évidence d’infiltration neutrophilique dans les organes lors de l’infection
létale. Numérations surfaciques des neutrophiles exprimant S100A9 réalisées sur des lames minces de
cing organes non lymphoides et d’'un OLP (thymus) au cours des phases précoce (2 jpi), d’incubation (5
jpi) et aigué (11 jpi). Les lignes en pointillés et les points noirs représentent les valeurs moyennes et
individuelles obtenues chez les singes Mock (n=3). A chaque point de temps, les conditions d’infection
ont été comparées par ANOVA suivie du test de comparaison multiple de Tukey. Les astérisques colorés
montrent les différences entre les conditions d’infection par LASV (AV en bleu, Josiah en rouge) et la
condition controle. Les astérisques noirs matérialisent les différences entre les conditions AV et Josiah.
*:p<0,05 *:p<0,0l1.

On identifie une accumulation de cellules cytotoxiques dans le poumon des singes
mortellement infectés uniquement (cf. Figure 34). Cette augmentation est
probablement en partie due au fait que ’épaississement pariétal cause une hausse nette
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de la surface pulmonaire occupée par du tissu et non par l'espace alvéolaire. On ne
détecte pas de différences significatives dans les autres organes, mais une augmentation
notable du nombre de cellules GrzB+ a lieu dans le thymus des singes infectés par
LASV Josiah, a partir de 5 jpi.

Poumon Foie Rein
500 N 200 100 -
- Mock * . 4
o q00- - AV . = ¥ ]
£ =~ Josiah 5 ¥ ]
@ 300+ m ) .
5] 5 100 5 50
£ 200 g g ]
| ] ER
3 3 50 T
8 100+ 3 S ]
. ]
] T T T 0 v T T 0
0 5 10 0 5 10 0
jpi jpi
Cerveau Glandes surrénales Thymus
10 100 400
. L]
o~ ] ~
£ 8 |5 80+ £ a .
E £ £ 300
E x z '
@ 6 . 'ﬁ 60 . % .
o o o 2004 ‘ .
1 d
= = =2 ——
] T T 100 .
g . 3 3 R T HEEETTTRPRT o
- L ] -
0 0 T T T
0 5 10 0 5 10
Jpi ipi Jpi

Figure 34. Quantification de l’infiltration de cellules cytotoxiques dans les organes lors de
Pinfection par LASV. Numérations surfaciques des cellules cytotoxiques exprimant Granzyme B
réalisées sur des lames minces de cing organes non lymphoides et d’un organe lymphoide primaire
(thymus) au cours des phases précoce (2 jpi), d’incubation (5 jpi) et aigué (11 jpi). Les lignes en
pointillés et les points noirs représentent les valeurs moyennes et individuelles obtenues chez les singes
Mock (n=3). A chaque point de temps, les conditions d’infection ont été comparées par ANOVA suivie
du test de comparaison multiple de Tukey. Les astérisques colorés montrent les différences entre les
conditions d’infection par LASV (AV en bleu, Josiah en rouge) et la condition contréle. Les astérisques

noirs matérialisent les différences entre les conditions AV et Josiah. * : p < 0,05, ** : p < 0,01.
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2. Evaluation comparative des réponses cellulaires spécifiques
lors des infections létales et non létales, dans le sang et les
organes lymphoides

Le premier axe de notre étude nous a permis de mettre en avant l'importance
radicale des OLS dans le controle de l'infection par AV et la survie des animaux. En
effet la différence entre l'infection létale et non létale semble essentiellement résider
dans les phénomeénes immunitaires qui prennent place dans les OLS et entrainent le
controle de I'infection et une issue favorable dans un cas, ou une réplication non régulée

et une dissémination virale systémique qui entraine la mort dans l'autre.

Dans ce deuxieme axe, nous avons cherché a caractériser ces différences de
réponses immunitaires en nous focalisant sur le comportement des différents types
cellulaires a I'ceuvre lors des réponses innée et adaptative. C’est pourquoi nous avons
investigué ces réponses grace a des techniques variées et au cceur des compartiments
qui semblent avoir une activité centrale dans l'issue de U'infection : le sang (PBMC) et
les OLS (GGI, GGM et rate).

2.A. Etude comparative et dynamique de la composition cellulaire
des PBMC et des OLS au cours de l’infection, grace a la technique
de déconvolution du transcriptome

Nous souhaitions développer une approche non biaisée pour estimer la
composition et I'abondance de chaque type cellulaire immunitaire dans les PBMC et les
OLS, au cours de l'infection par LASV. C’est pourquoi nous avons eu recours a une
méthode bio-informatique appelée déconvolution du transcriptome, qui utilise comme
données d’entrée des données de transcriptomique obtenues a partir d'un mélange de
cellules ou d'un organe total. En utilisant une signature matricielle de référence et une
méthode bio-informatique choisie, cette analyse permet d’inférer les proportions des
différents types cellulaires présents dans un mélange de cellules dont on a au préalable
établi le transcriptome. En fonction des parameétres de ’étude, il existe de nombreuses
signatures matricielles et méthodes informatiques de déconvolution qui peuvent étre
sélectionnées. Ne pouvant présumer quelle combinaison signature-méthode serait la plus
adaptée au cadre de notre analyse, nous en avons testé un grand nombre et sélectionné
I’association la plus pertinente. Expliquons d’abord comment nous avons choisi ces

parametres.
2.A.1.  Choiz de la signature et de la méthode de déconvolution

La signature est une matrice qui contient une liste des types cellulaires attendus
dans l'organe ou le mélange cellulaire d’intérét et qui énumere les genes spécifiques —
ainsi que leurs niveaux d’expression attendus — de chaque type cellulaire. Le plus

souvent, ces signatures sont générées a partir de données de transcriptomique sur
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cellules uniques (technologie du single-cell RNAseq, scRNAseq), provenant d’une ou
plusieurs études et compilées sous la forme d’une matrice d’expression génique. La
méthode bio-informatique, quant a elle, permet de calculer un coefficient de corrélation
entre le transcriptome de l'organe total et l'expression individuelle de référence de
chaque population cellulaire présente dans la signature, permettant ainsi d’inférer la
proportion relative de chaque type cellulaire dans I’échantillon de départ.

Choix de la signature d’expression génique

Pour chaque organe d’intérét, il existe généralement plusieurs atlas réalisés grace
au single-cell RNAseq, mais tous n’ont pas la méme profondeur et certains ne sont pas
exhaustifs quant a la caractérisation des différents types cellulaires présents.
Techniquement, on construit un atlas en dilacérant I'organe d’intérét, en séparant les
différents types cellulaires grace a des réseaux microfluidiques, puis en identifiant la
nature des cellules grace a des marqueurs phénotypiques pour enfin générer les
transcriptomes de chacune de ces cellules indépendamment. Nous avons choisi les

matrices signatures en tenant compte de deux criteres :

e L’exhaustivité de la liste des types cellulaires qu’elles comprennent : il
est trés important de choisir une matrice signature qui prenne en compte un
maximum de types cellulaires effectivement présents dans l'organe d’intérét,
sans quoi les valeurs des proportions inférées se trouveraient surestimées. En
effet, les proportions cellulaires calculées sont des proportions relatives, ainsi la
somme des proportions de tous les types cellulaires présents dans la signature
sera égale a 1, et ce méme si certains types cellulaires prépondérants n’y figurent
pas.

e La diversité des cellules immunitaires représentée dans la signature :
lorsqu’on s’intéresse a des organes non lymphoides, les cellules immunitaires sont
généralement tres minoritaires bien que de petites populations résidentes de LB,
LT, macrophages et cellules NK existent en condition basale. Or, dans le cadre
de l'infection par LASV, nous avons démontré l'infiltration de nombreux types
de cellules immunitaires dans les organes systémiques, il est donc nécessaire de
disposer d’une signature qui contienne la plus grande diversité possible de ces
cellules, pour déterminer lesquelles d’entre elles sont actrices de 'inflammation
tissulaire. La déconvolution permet aussi d’évaluer 1’état d’activation de
certaines populations immunitaires, puisque cela modifie la signature
d’expression des genes. On essaye donc de sélectionner la matrice qui nous
permet d’avoir la plus grande finesse d’analyse des sous-populations

immunitaires et de leur activation.

Dans le cas des PBMC, plusieurs signatures matricielles existent et ont été
réalisées a partir d’échantillonnages assez différents. La signature de référence pour les
PBMC dans la littérature est la matrice LM22 2%, Elle comprend 22 conditions
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distinctes (types cellulaires ou états d’activation/maturation) et elle a été générée lors
d’une étude de scRNAseq sur des cellules immunitaires prélevées en environnement

279

tumoral. C’est également le cas de la signature ImmSig *™, qui a permis d’identifier 7
types cellulaires majeurs présents dans une tumeur. Aujourd’hui, la signature
ImmunoStates (comprenant 20 conditions distinctes) est décrite comme étant la plus
conforme a la réalité biologique des échantillons, car elle a l'avantage d’avoir été
élaborée a partir d’un échantillon hétérogene de PBMC de patients sains et de patients
atteints par diverses maladies **'. Cependant, la signature LM22 reste la plus complete
en nombre de conditions évaluées et également la plus utilisée dans la littérature,
notamment dans les études de virologie, c¢’est donc dans un objectif de cohérence que

nous avons décidé de I'utiliser pour nos analyses sur les PBMC 19921,

Par extension et au prix d’une légere approximation, nous avons décidé de
conserver la méme signature pour effectuer l'analyse sur les OLS (GGM et rate). En
effet, les transcriptomes d’OLS ont été obtenus a partir de broyats et filtrations des
cellules de ces organes, ce qui permet de considérer que les FRC, les fibroblastes et
autres cellules a role structural dans les OLS sont treés minoritaires dans le mélange
cellulaire. La complétude de la signature LM22 quant aux profils de cellules
immunitaires nous a incités a nous affranchir de la présence a priori négligeable de
cellules non lymphoides dans nos échantillons. Il convient de rappeler que les valeurs
inférées par la déconvolution sont des proportions relatives et donc possiblement
surestimées dans les OLS par rapport a la réalité.

Choix de la méthode de déconvolution

Bien que Vallania et al. aient montré que le choix de la méthode n’avait qu’un

20l existe un grand nombre

effet minime sur les résultats obtenus (a signature égale)
de méthodes bio-informatiques pour faire de la déconvolution :
CIBERSORT/CIBERSORTx (cell-type identification by estimating relative subsets of
RNA transcripts), ElasticNet, OLS, Ridge, LASSO, NNLS et FARDEEP. Nous avons
traité nos données de transcriptome avec chacune d’entre elles dans le but de
déterminer la plus pertinente pour notre modele d’étude. Les parametres définis dans
chacune des méthodes ne varient que légerement, mais elles se différencient notamment
par la présence de seuils dans les coefficients de corrélation calculés pour la
prépondérance de chacune des populations cellulaires d’intérét. Par exemple, Lasso et
ElasticNet présentent des profils peu nuancés, car ces méthodes établissent a zéro la
proportion des types cellulaires qui sont en dessous d’un certain seuil, ce qui gomme la
représentation, méme minime, de certains types cellulaires d’intérét. Etant donné les
objectifs de notre étude, nous souhaitions étre capables d’identifier des variations méme
infimes de composition cellulaire des tissus, ¢’est pourquoi nous nous sommes orientés
vers les méthodes les moins stringentes. D’autre part, nous voulions sélectionner une

méme méthode pour l'intégralité de notre étude sur les différents organes, dans un
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souci de cohérence statistique. Nous avons donc choisi d’utiliser la méthode
CIBERSORT/CIBERSORTx #2235 qui est la plus utilisée par les bio-informaticiens
dans la littérature et notamment dans différentes études menées chez le singe %! et
I’humain.

2.A.1. Fvaluation de la dynamique de la réponse immunitaire des PBMC' grace

a la méthode de déconvolution du transcriptome

Nous avons réalisé le transcriptome des PBMC lors de l'infection par LASV AV
et LASV Josiah a partir des prélevements de sang de trois singes suivis lors de la phase
précoce (2 jpi), de la phase d’incubation (4 jpi) et de la phase aigué (11 jpi) de la
maladie (cf. Figure 35).

Si on s’intéresse d’abord a la lignée lymphoide, on note une baisse significative des
LBuem circulants chez Josiah a 11 jpi. Celle-ci s’accompagne d’une hausse des LB naifs
et des plasmocytes, mais on peut imaginer qu'une partie des LB a été dirigée vers les
OLS ou a subi la lymphopénie. On remarque que la proportion de plasmocytes est plus
élevée chez AV que chez Josiah, ce qui peut laisser supposer une réponse anticorps plus
efficace. Les LT CD8+ semblent, quant a eux, subir une forte lymphopénie a 2 et 4 jpi,
quelle que soit l'issue de 'infection et qui se prolonge a 11 jpi avec LASV AV, tandis
que les LT CD4+ s’accumulent dans les PBMC, et s’activent tres significativement lors
de la phase aigué. En revanche, il semble que les proportions des LT, diminuent au
cours de linfection par LASV. On note une augmentation d’environ 50% des NK
activés a 11 jpi avec AV (par rapport au niveau basal), tandis qu’elle n’est que
d’environ 10% pour Josiah. L’activation des NK semble contribuer & la protection des
singes infectés par LASV.

Si on se concentre sur la lignée myéloide, on note qu’une forte augmentation des
monocytes intervient précocement lors de l'infection létale. On assiste en parallele a la
différentiation des macrophages MO, qui se polarisent majoritairement en macrophages
M2. Les macrophages M1 sont activés par la voie classique de I'ITFNy, ils acquierent une
activité phagocytaire et produisent des cytokines pro-inflammatoires et du monoxyde
d’azote (NO) pour initier une réponse immunitaire antivirale ou antibactérienne. Les
macrophages M2 sont quant & eux activés par plusieurs cytokines (IL-4, IL-10, IL-13)
et sont impliqués dans les voies de régulation de la réponse immune et de réparation
des dommages tissulaires (induction de la production de collagene, induction de
I'angiogenese). Ils ne participent pas a la présentation antigénique, et leur profil
d’activation est parfois rapproché de celui des Myeloid-derived Suppressor Cells
(MDSC). On observe aussi une hausse d’activation des DC a 4 jpi, plus importante
chez les singes survivants que chez les décédés. On assiste également a une
augmentation transitoire de la proportion de granulocytes éosinophiles & 4 jpi avec AV,
et a une hausse de 200% de la proportion de neutrophiles chez Josiah lors de la phase
aigué.
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AMock
Mock AV Josiah AV Josiah AV Josiah

0.2
LB naifs— 0.012 [-0.012 0.062 |-0.008 0.004 | 0.004 0.057
LB mémoires- 0.226 | 0.047 -0.053|-0.010 -0.042|-0.078

Plasmocytes- 0.010 | 0.011 0.002 | 0.012 0.011 | 0.032 0.015 | [ 7 O.1
LT cD8{ 0.289 [70:100 '=0:108 [IHERIS0MS6) -0.059 0.018
LT CD4 naifs 0.013 |-0.002 0.002 |-0.013 -0.013| 0.009 -0.001| | | 4
LT CD4 mémoires au repos-{ 0 | 0.014 0.020 | 0.065 0.037 | 0 0
LT CD4 mémoires activés— 0.103 | 0.044 0.029 | 0.033 0.020 | 0.054 0.089
LT auxiliaires folliculairesH 0.030 |-0.010 -0.015|-0.001 -0.009 | 0.005 -0.015 01
LT régulateurs- 0.026 |-0.025 -0.024 |-0.026 -0.025|-0.025 -0.026
LT gamma deltaq4 0 0 0 0 0 0 0 -0.2

Cellules NK au repos- 0.006 | 0.041 |—0.006 -0.006 0.011 |-0.006 0.004
Cellules NK activées— 0.117 |-0.027 -0.009|-0.001 -0.008| 0.054 0.012

Monocytes- 0.069 | 0.050 - 0.063 - 0.040 0.039

Macrophages M0+ 0.012 |-0.011 -0.012|-0.012 -0.012|-0.012 -0.009

Macrophages M14 0 0 0 0.001 0.001 | 0.001 0.001
Macrophages M2+ 0.033 | 0.025 0.013 | 0.058 0.050 | 0.015 0.026
Cellules dendritiques au repos-{ 0 0 0.002 0 0 0 0

Cellules dendritiques activéesH 0 0.002 0.003 | 0.012 0.007 | 0.001 0.002
Mastocytes au repos- 0.014 |-0.014 -0.002|-0.006 -0.006|-0.009 -0.007
Mastocytes activés— 0.032 [-0.032 -0.032|-0.013 -0.029|-0.032 -0.029

EosinophilesH{ 0 0 0.012 | 0.026 0.008 | 0.002 0
Neutrophiles- 0.007 0 -0.005|-0.001 -0.006| 0.005 0.021
2 jpi 4 jpi 10 jpi

Figure 35. Composition cellulaire des PBMC des singes cynomolgus au cours de l’infection
par LASV. Les valeurs présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome des PBMC, en
utilisant la méthode CIBERSORT et la matrice signature LM22. La colonne Mock présente les
proportions moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans les PBMC des singes controles (n=3). Les
autres colonnes montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la valeur moyenne
des singes Mock. L’échelle de couleur montre I'intensité des variations observées entre chaque condition
et la condition controle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les valeurs apparaissent
en gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur contréle a été mise en évidence par
ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir sépare les conditions
LASV AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) a été établie
entre elles par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples.

2.A.111. Evaluation de la dynamique de la réponse immunitaire des OLS grace a

la méthode de déconvolution du transcriptome

Le transcriptome des OLS a été obtenu a partir du mélange cellulaire issu du
broyat des GGM et de la rate, lors des autopsies programmées ou causées par
I'infection. Nous disposons donc des transcriptomes de la rate et des GGM lors de
toutes les phases de la maladie, y compris la phase convalescente (28 jpi). Il convient
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toutefois de préciser qu’ici, et contrairement au cas des PBMC présenté ci-dessus, les
transcriptomes aux différents jours ont été obtenus a partir d’individus différents (n=3
pour chaque jour et chaque condition).

Les variations observées dans les GGM (cf. Figure 36) et dans la rate (cf.
Figure 37) sont fortement comparables, notamment pour la réponse des LB, ou on
assiste a une forte diminution de la proportion des LBuem a 11 jpi dans les deux
compartiments, accompagnée d'une sensible augmentation des plasmocytes,
significativement plus élevée dans la rate pour Josiah que pour AV. La présence des
LBmsm augmente a nouveau sensiblement lors de la phase de convalescence des singes
survivants. Les proportions des différentes populations de LT sont quant a elles assez
différentes entre la rate et les GGM en condition basale, et on assiste notamment a une
tres forte augmentation du nombre de LT CD8+ dans la rate tout au long de
I'infection (mais moins marquée a 5 jpi), mais principalement lors de la phase aigué
chez les singes survivants. On note un amorcage précoce de la différentiation des LT
CD4+ naifs en LT CD44 mémoires au repos dans les GGM, suivi par une forte
activation de cette population mémoire a 11 jpi, et un retour a 1’état de repos lors de la
convalescence, dans les deux organes observés. On note une forte baisse des LT
auxiliaires folliculaires et des LT régulateurs durant la phase aigué. Dans les deux types
d’organes, on remarque une activation des NK a 11 jpi associée a la survie, et
completement absente chez les singes décédés.

Quant aux cellules d’origine myéloide, on observe une augmentation transitoire
du nombre de monocytes a 5 jpi (sauf dans la rate avec LASV AV), quelle que soit
Iissue de l'infection ainsi qu’une hausse modérée du nombre de macrophages M1 et M2
chez les singes infectés par LASV Josiah, tandis qu’elle est plus tardive et intervient a
11 jpi avec LASV AV. On identifie une activation des mastocytes a 5 jpi lors de
Iinfection non létale dans les GGM tandis qu’elle est plus tardive lors de l'infection
létale et apparait seulement dans la rate (11 jpi). Enfin, le nombre d’éosinophiles chute
dans les deux conditions tout au long de linfection, a l'inverse du nombre de
neutrophiles qui croit sensiblement a 5 et 11 jpi dans la rate, et dans les GGM des

singes survivants a 11 jpi.

Si on essaie de tirer un bilan global des dynamiques cellulaires observées dans
trois compartiments différents (les PBMC, les GGM et la rate), on note une forte
diminution de la proportion des LBunem dans chacun d’entre eux a 11 jpi, toujours
accompagnée d’une augmentation du nombre de plasmocytes, quelle que soit l'issue de
I'infection, ainsi que du nombre de LB naifs, plus fortement caractérisée lors de
I'infection létale. On peut imaginer que les LBuem sont tres affectés par la lymphopénie
connue et décrite lors de l'infection par LASV, et qui intervient généralement entre 4 et
8 jpi. Le rebond du nombre de LB naifs peut s’expliquer par la lymphocytose
consécutive a la lymphopénie, attendue entre 9 et 12 jpi, et qui pourrait orienter les
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nouveaux LB vers une différenciation en plasmocytes. Durant la phase de convalescence
des singes survivants, on observe une recrudescence forte des LBuem dans les OLS. On
peut toutefois mettre ces résultats en perspective avec le fait que la réponse B ne
semble que secondaire dans la survie des individus lors de l'infection par LASV, les

anticorps produits échouant trés majoritairement a neutraliser le virus.

AMock
Mock Ay Josiah AV Josiah AV Josiah AV
LB naifs- 0.028 | 0.002 -0.001|-0.020 0.017 | 0.012 0.059 | 0.029 ;0_2
LB mémoires- 0.266 | 0.038 -0.009| 0.024 -0.016 0.041
Plasmocytes— 0.006 [-0.004 -0.002| 0.024 0.023 | 0.032 0.032 |-0.003| | 4 g1
LT CD8+ 0.231 |-0.039 -0.009|-0.096 -0.019| 0.035 0.016 |-0.053
LT CD4 naifs- 0.054 |-0.054 0.006 [-0.036 -0.033|-0.054 -0.016-0.054| 1 0
LT CD4 mémoires au repos- 0.042 | 0.116 0.068 | 0.089 0.039 |-0.042 -0.002 | 0.106
LT CD4 mémoires activés- 0.015 | 0.008 0.004 | 0.005 0.012 0.017 | f] 97
LT auxiliaires folliculaires4 0.158 |-0.010 -0.041 |-0.061 -0.048 |-0.103|-0.071 |-0.039 02
LT regulateurs 0.046 |-0.033 0.020 |-0.025 -0.022 |-0.046 -0.046|-0.038
LT gamma deltaq o 0 0 0 0 0 0 0
Cellules NK au repos-H 0 0 0 0 0 0 0 0
Cellules NK activées— 0.118 |-0.014 -0.032| 0.004 -0.007| 0.098 [-0.055 0
Monocytes— 0.001 | 0.002 0.005 | 0.039 0.026 | 0.006 0.028 | ©
Macrophages MO+ 0.006 |-0.001 0.001 | 0.005 -0.006|0.006 0.007 | 0.001
Macrophages M1 0.003 0 -0.002|0.010 0.016 | 0.008 0.003 |-0.002
Macrophages M2-4 0.002| 0  0.004 | 0.005 0.023 | 0.024 0.010 | 0.003
Cellules dendritiques au repos-H 0 0 0 0.005 0.002 0 0.001 0
Cellules dendritiques activées— 0.001 0 -0.001|-0.001 0.001 |-0.001 0.003 |-0.001
Mastocytes au repos-H 0 0 0.001 0 0.001 | 0.010 0.007 0
Mastocytes activés- 0.003 |-0.003 -0.003| 0.026 |-0.003 |-0.003 -0.003 |-0.001
Eosinophiles4 0.017 |-0.007 -0.008| 0.004 -0.004 |-0.016 |-0.008 | -0.006
Neutrophiles 0.002 |-0.001 -0.001|-0.002 0 |0.014 -0.001| O
2 jpi 5 jpi 11 jpi 28 jpi

Figure 36. Composition cellulaire des GGM des singes cynomolgus au cours de l’infection
par LASV. Les valeurs présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome des ganglions
mésentériques, en utilisant la méthode CIBERSORT et la matrice signature LM22. La colonne Mock
présente les proportions moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans les GGM des singes contréles
(n=3). Les autres colonnes montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la
valeur moyenne des singes Mock. L’échelle de couleur montre 'intensité des variations observées entre
chaque condition et la condition contrdle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les
valeurs apparaissent en gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur contréle a été
mise en évidence par ANOVA suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir
sépare les conditions LASV AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p
< 0,05) a été établie entre elles par ANOVA suivie du test de Tukey de comparaisons multiples.
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Les L'T CD8+ semblent étre a la fois fortement impactés par la lymphopénie a 5
jpi et par un changement de compartiment avec un possible adressage de cette
population vers la rate, ou la proportion de LT CD8+ augmente sensiblement des 2 jpi
et surtout a 11 jpi. On assiste a un phénomene trés net d’activation des LT CD4+
mémoires dans les trois compartiments observés, qui met en évidence la mise en place
d’une réaction cellulaire des LT induite par l'infection. En revanche, on n’observe peu
ou pas de différence d’intensité entre les réponses apparentes des LT induites par
LASV AV et Josiah, ce qui ne permet pas de corréler directement ces observations a la
survie. Par ailleurs, les L'T auxiliaires folliculaires et régulateurs diminuent fortement a
11 jpi dans les GGM, bien que les OLS soient leur zone d’action quasi exclusive. Une
absence de ces types cellulaires dans les OLS peut entrainer une déstructuration des
centres germinatifs et un contréle non efficace de la réponse effectrice des LT, ce qui

contribue a une dérégulation généralisée de la réponse adaptative.

AMock
Mock Ay Josiah AV Josiah AV Josiah AV 0.2
LB naifsH{ 0 0 0 0 0 0.047 | 0 ;
LB mémoires-{ 0.341 [ 0.070 0.050 | 0.066 0.063 0.117
Plasmocytes 0.002 |-0.002 -0.002| 0.003 0.010 0.002| [ 191
LT CD8- 0.010 | 0.050 0.042 | 0.018 0.008 -0.002
LT CD4 naifs{ 0 0 0 0  0.010 0 - 10
LT CD4 mémoires au repos-{ 0.073 |-0.017 -0.011|-0.028 -0.043|-0.073 -0.073|-0.005
LT CD4 mémoires activés— 0.131 [-0.036 -0.029(-0.016 0.003 | 0.045 0.056 |-0.027 0.1
LT auxiliaires folliculaires4 0.072 |-0.023 -0.015|-0.025 -0.036|-0.046 -0.007 |-0.008
LT régulateurs+ 0.005 |-0.005 -0.005(-0.005 -0.001| 0  -0.005/|-0.005 0.2
LT gamma deltaq o 0 0 0 0 0 0.001| O
Cellules NK au repos-{ 0 0 0 0 0 0 0 0

Cellules NK activées 0.171| 0  0.005 | 0.007 -0.059| 0.044 -0.033-0.025

Monocytes— 0.003 |-0.002 0.006 |-0.001 0.028 | 0.006 0.014 |-0.003

Macrophages M0+ 0.006 |-0.004 -0.005|-0.006 -0.006| 0.006 0.010 | 0.001
Macrophages M1+ 0.003 [-0.001 0 |0.001 0.014 | 0.015|0.003| ©

Macrophages M2 0.030 [-0.007 -0.013|-0.004 0.012 | 0.004 0.006 |-0.017

Cellules dendritiques au repos- 0.003 |-0.003 -0.003| 0.003 -0.003 0 -0.003|-0.002
Cellules dendritiques activées- 0 0 0 0 0 0 0.002 0

Mastocytes au repos- 0.004 | 0.001 0.003| 0  0.007 |-0.003 -0.004 | 0.002

Mastocytes activés- 0.006 |-0.006 -0.006|-0.006 -0.004|-0.005 0.019 |-0.006

Eosinophiles{ 0.028 |-0.014 -0.015-0.022 -0.024 [-0.028 -0.002|-0.014

Neutrophiles 0.023 [-0.001 -0.004| 0.015 0.021 | 0.004 0.011 |-0.003

2 jpi 5 jpi 11 jpi 28 jpi

Figure 37. Composition cellulaire de la rate des singes cynomolgus au cours de l’infection
par LASV. Les valeurs présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome de la rate, en
utilisant la méthode CIBERSORT et la matrice signature LM22. La colonne Mock présente les
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proportions moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans la rate des singes contrdles (n=3). Les
autres colonnes montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la valeur moyenne
des singes Mock. L’échelle de couleur montre I'intensité des variations observées entre chaque condition
et la condition controle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les valeurs apparaissent
en gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur controle a été mise en évidence par
ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir sépare les conditions
LASV AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) a été établie
entre elles par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples.

Enfin, il semble que l'activation des NK soit un facteur tres associé a la survie,
dans tous les compartiments, ce qui laisse envisager une action protectrice de ces
cellules de l'immunité innée. A linverse, l'issue fatale correle avec un afflux fort et

précoce de monocytes dans le sang.

Essayons maintenant de caractériser plus finement les différentes tendances
observées grace a la déconvolution du transcriptome, a commencer par la réponse
cellulaire des LT.

2.B. Mise en évidence d’une réponse T effectrice protectrice dans
les PBMC et les OLS des singes survivants

Dans l'objectif d’évaluer la réponse cellulaire des lymphocytes T circulants dans le
sang ou résidents dans les OLS, nous avons incubé des cellules isolées de ces
compartiments en présence d'un mélange de peptides de synthese recouvrant
Iintégralité de la séquence protéique de la NP ou de la GPC virale. Nous précisons que
des mélanges peptidiques homologues des souches d’infection ont été utilisés pour la
stimulation — NPayv et GPCav pour les singes survivants et NPjosan €t GPCjogian pour les
singes décédés — et que nous n’avons pas cherché a mettre en évidence une quelconque
réponse croisée. Nous avons ensuite quantifié la réponse T auxiliaire 1 (Thl) ainsi que
I'état général d’activation des LT par cytométrie en flux, en nous intéressant a la
sécrétion d’IFNy d’une part, et a la présence de marqueurs de surface d’activation
d’autre part : CD40L (spécifique des LT CD4+) et CD137 (plutot spécifique des LT
CD8+ chez le macaque). Précisons que nous n’observons ici que la réponse spécifique
induite par la reconnaissance des motifs protéiques viraux, le niveau basal d’expression
des différents marqueurs ayant été soustrait grace a la condition contrdle (absence de
peptides). Enfin, bien que correspondant a deux conditions expérimentales distinctes,
les réponses spécifiques de la NP et celles spécifiques de la GPC ont été cumulées sur
les représentations graphiques, une meéme cellule ne pouvant pas répondre
spécifiquement a deux antigenes différents. Nous n’avons pas mesuré la réponse induite
par la Z ni par la L, car la derniere est produite en quantité bien moindre que les

autres protéines virales, et la Z n’a pas été décrite comme treés immunogene 2.
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2.B.i. Mise en évidence d’une réponse T spécifique protectrice dans les PBMC

Au sein des populations de LT CD44 et CD8+, nous observons chez les
survivants une présence croissante de cellules sécrétant de I'IFNy en réponse a la
stimulation peptidique, a partir de 12 jpi et jusqu'au point terminal de I'expérience, a
32 jpi (cf. Figure 38). Cette augmentation est significative entre le niveau basal et le
temps précoce (0 et 3 jpi) et les phases aigué et convalescente (12 et 32 jpi) dans les
LT CD8+ des singes survivants. Au moment du pic de la maladie (12 jpi), on mesure
également une différence statistiquement significative entre la réponse des singes
infectés par Josiah et ceux infectés par AV, la sécrétion d’IFNy n’étant induite que
chez les survivants. On note aussi que le niveau d’activation des LT en réponse a la
mise en contact avec les peptides viraux augmente sensiblement au cours de 'infection
chez les survivants, bien que cette augmentation intervienne assez tardivement
(premiers signes & 12 jpi, tendance plus claire a partir de 24 jpi). L’activation des LT
CD8+ — évaluée grace a I'expression de CD137 — est notamment significative lorsqu’on
compare les temps 0, 3 et 18 jpi au temps final (32 jpi). L’augmentation de I'expression
du marqueur CD40L chez les LT CD4+ des singes survivants est tres nette a 32 jpi,
bien que le test de comparaison multiple employé n’ait pas renvoyé une p-value
inférieure au seuil des 5% de risque (analyse a effets mixtes : p < 0.01 **; 0 jpi vs 32
jpi: p = 0,0519). On note une tendance trés précoce (3 jpi) a l'activation des LT
CD8+ par la NP lors de l'infection par LASV Josiah, qui est sans doute artefactuelle,
étant donné qu’elle intervient trop rapidement par rapport a ce qui est attendu pour la
mise en place d'une réponse cellulaire spécifique, et qu’elle ne se vérifie pas aux temps
ultérieurs. On n‘observe pas de différence significative entre les singes infectés par
LASV AV et ceux infectés par LASV Josiah pour Dexpression des marqueurs
d’activation CD40L et CD137 a la surface des L'T.

A travers les cytokines ciblées, on s’intéresse ici a la réponse des lymphocytes
Thl, un sous-type de LT CD4+ qui sécréte des cytokines (IFNy, IL-2) visant a activer
les macrophages, les cellules NK et les L'T CD8+, apres avoir reconnu l'antigéne
spécificique de leur récepteur. Pour évaluer de maniere exhaustive la réponse Thl, nous
avons cherché a établir des résultats équivalents avec I'IL-2, malheureusement nous
n’avons trouvé aucun anticorps apportant des résultats satisfaisants pour ce marqueur,
nous avons donc dii nous contenter des données sur I'IF'Ny. En conclusion, on peut
affirmer qu'une présentation antigénique efficiente aboutissant a une activation
spécifique des LT contre les protéines virales participe a l'issue favorable des macaques
infectés par LASV.
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Figure 38. Activation d’une réponse T spécifique dans les PBMC lors de l’infection non
létale par LASV. Des PBMC de singes cynomolgus ont été stimulées pendant 6 heures en présence de
bréfeldine A et d’anticorps de costimulation (CD28 et CD49d), par des mélanges peptidiques
reconstituant les NP et GPC de LASV. La réponse cellulaire des L'T a ensuite été quantifiée en mesurant
I'induction de la sécrétion d’IFNy et la présence de marqueurs d’activation membranaires (CD40L pour
les LT CD4+ et CD137 pour les LT CD8+) par cytométrie en flux. Le temps 0 jpi correspond a un
prélevement sanguin réalisé le jour de l'injection du virus mais antérieur a celle-ci, il constitue donc un
controle interne et montre le niveau basal d’expression des marqueurs. Les diagrammes circulaires
(cerclés en bleu pour LASV AV et en rouge pour LASV Josiah) montrent les proportions relatives des
réponses induites par la NP et par la GPC, lorsque la moyenne d’expression du marqueur dépasse un
seuil défini pour la condition observée. Les conditions LASV AV et Josiah ont été comparées grace a un
test t de Student non apparié, avec une correction de Welch lorsque nécessaire. Les évolutions
temporelles des conditions AV et Josiah ont été comparées indépendamment par analyse a effets mixtes.
*:p<0,05; % :p<0,0l.
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2.B.ii. Mise en évidence d’une réponse T spécifique tardive dans les OLS

On sait grace aux résultats obtenus dans le premier axe de cette these que dans le
cas de l'infection non létale, I'infection par LASV reste majoritairement cantonnée aux
OLS, et on a fait I’hypothese que le contréle de l'infection dépend de phénomenes
immunitaires localisés dans ces organes. Nous avons donc réalisé les mémes expériences
de cytométrie en utilisant comme matériel biologique le mélange de cellules issu des
broyats des OLS, a savoir les GGI, les GGM et la rate. L’objectif était de vérifier la
mise en place in situ de la réponse Thl et l'activation spécifique des LT en général,

dans les compartiments ou la présentation antigénique a lieu.

Dans la Figure 39, on remarque une absence de réponse spécifique des LT CD4+
et CD8+ associée a I'induction de la sécrétion d’TFNy dans les trois OLS d’intérét. En
effet, aucune condition ne montre une variation significative par rapport au niveau
basal d’expression de I'IFNy dans ces organes mesuré dans le groupe contréle non
infecté. Ces résultats ne nous permettent cependant pas de conclure de maniere
définitive sur I'absence de mise en place de la réponse Thl dans les OLS, puisqu’on
peut imaginer qu’une telle population de LT s’y différencierait et serait immédiatement
adressée vers d’autres compartiments (sang ou organes non lymphoides). Cette
hypothese pourrait expliquer que ces L'T spécialisés ne s’accumulent pas dans les OLS

et soient ainsi indétectables avec notre schéma expérimental.

En revanche, on observe une activation spécifique des LT CD4+ dans les GGI et
la rate, mais cette maturité des LT pour les antigenes de LASV n’intervient que
tardivement et bien apres la période critique des symptomes. L’absence de point
intermédiaire entre 11 jpi et 28 jpi ne nous permet pas de déterminer précisément
quand cette réponse cellulaire devient effective, mais on ne peut pas l'associer a la
survie avec ces seuls résultats, étant donné qu’on ne la détecte pas chez les survivants
au moment de la mort des singes infectés par Josiah. On observe une hausse
statistiquement significative de l'expression de CD137 a la surface des LT CD8+ des
GGM a 5 jpi dans les deux conditions d’infection, cependant cette augmentation est
qualitativement tres faible et probablement artefactuelle étant donné la précocité du

phénomene.

En somme, les résultats obtenus dans les OLS ne nous ont pas permis d’identifier
une réponse cellulaire précoce des LT pouvant étre mise en relation avec la survie des
animaux. Il reste pourtant possible qu’une telle réponse existe et que les cellules
activées quittent les OLS pour se retrouver dans le sang ou d’autres organes
périphériques impactés par linfection. Cela pourrait étre l'origine des LT CD4+ et
CD8+ activés par les protéines virales et sécrétant de 'IFNy que nous avons identifiés
dans les PBMC.
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Figure 39. Dynamique de la réponse T spécifique dans les OLS lors de l’infection par
LASV. Des cellules issues de broyats d’OLS (de haut en bas : GGI, GGM et rate) de singes cynomolgus
ont été stimulées pendant 6 heures en présence de bréfeldine A et d’anticorps de costimulation (CD28 et
CD49d), par des mélanges peptidiques reconstituant les NP et GPC de LASV. La réponse cellulaire des
LT a ensuite été quantifiée en mesurant 'induction de la sécrétion d’IFNy et la présence de marqueurs
d’activation membranaires (CD40L pour les LT CD4+ et CD137 pour les LT CD8+) par cytométrie en
flux. Les lignes noires en pointillés représentent les valeurs moyennes de chaque marqueur mesurées chez
les singes Mock (n=3). A chaque point de temps, les conditions LASV AV, Josiah et Mock ont été
comparées par ANOVA suivi d’une comparaison multiple de Tukey, et les différences significatives entre
les conditions d’infection et la condition contrdle sont représentées par des astérisques colorées (bleu pour
AV et rouge pour Josiah). Les évolutions temporelles des conditions LASV AV et Josiah ont été
comparées indépendamment grace a un test de Kruskal-Wallis suivi d’un test de comparaison multiple
de Dunn. *: p < 0,05 ; ** : p < 0,01.

Nous allons maintenant essayer de quantifier la maturation des LB au cours de
Iinfection pour mieux caractériser leur réle dans la réponse globale de 1’hote.

2.C. Mise en place d’une réponse mémoire des LB et d’une

différenciation en plasmocytes

Nous avons cherché a évaluer la dynamique de mise en place de la réponse
humorale et mémoire des LB dans les PBMC et les OLS, pour compléter le tableau de
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la réponse immune. Ces expériences ont fait I'objet d’expérimentations complémentaires
pour un article, publié depuis dans Communications Biology ™. Nous avons utilisé
différents marqueurs phénotypiques pour caractériser les populations de LBupem (cf.
Tableau 3) ainsi que les plasmocytes, qui sont des LB hautement différenciés et

spécialisés dans la sécrétion d’anticorps.

Tableau 3. Marqueurs d’indentification des différentes catégories de LB, par cytométrie.

Types de LBuem/marqueurs CD20 CD38 CD27 CD10
Naifs/Non Conventionnels -r moyen - -
Transitoires + moyen - +
Conventionnels + moyen + -
Plasmocytes faible fort +

2.C.i.  Evolution des populations de LBys dans les PBMC au cours de

I’infection

Dans les PBMC, on note une augmentation significative de la prolifération des
LBuem naifs mais surtout des conventionnels chez les singes survivants, qui intervient
tardivement (21 jpi) lors de la convalescence des animaux (cf. Figure 40). On assiste
aussi a une augmentation transitoire du pourcentage de plasmocytes chez les singes
infectés, qui est plus précoce lors de I'infection par LASV Josiah (8 jpi), relativement a
celle par LASV AV qui est significativement plus élevée au pic de la phase aigué (12

jpi).
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Figure 40. Dynamique de différenciation des LB,.. et des plasmocytes dans les PBMC lors
de la FL. Des PBMC de singes Mock (courbe noire) ou infectés par LASV AV (courbe bleue) ou LASV
Josiah (courbe rouge) ont été marquées (voir marqueurs dans le Tableau 2) et analysées par cytométrie
en flux. Les proportions des populations de LBmem naifs/non conventionnels (N/NC), conventionnels (C)
et de plasmocytes ont été quantifiées au sein de la population des cellules CD20+, ainsi que la proportion
des LBmem N/NC et C prolifératifs (Ki67+). A chaque point de temps, les conditions LASV AV, Josiah
et Mock ont été comparées par ANOVA suivie d’'une comparaison multiple de Tukey, et les différences
significatives entre les conditions d’infection sont représentées par des astérisques colorées (AV ou Josiah
vs Mock) ou noires (AV vs Josiah). * : p < 0,05.
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2.C.11.  Fvolution des populations de LBy, dans les OLS au cours de l'infection

On assiste a une induction forte et généralisée de la prolifération des LBmem et des
plasmocytes dans la rate lors de l'infection par LASV, avec en moyenne un facteur 3
d’augmentation des pourcentages de cellules Ki67+ dans les sous-populations observées
a 11 jpi (cf. Figure 41). Si la dynamique entre les deux souches virales semble tres
similaire dans la rate, elle apparait comme plus précoce chez les singes décédés dans les
GGM. On ne détecte par ailleurs pas d’augmentation des signaux de prolifération chez

les LB naifs, transitoires chez les plasmocytes singes survivants.
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Figure 41. Prolifération des LB, et des plasmocytes dans les OLS lors de la FL. Des cellules
de Rate et de GGM de singes Mock (courbe noire) ou infectés par LASV AV (courbe bleue) ou LASV
Josiah (courbe rouge) ont été marquées (voir marqueurs dans le Tableau 2) et analysées par cytométrie
en flux. Les proportions de LBumem naifs/non conventionnels (N/NC), transitoires (T), conventionnels (C)
et de plasmocytes en prolifération (Ki67+) ont été quantifiées au sein de ces populations respectives. A
chaque point de temps, les conditions LASV AV, Josiah et Mock ont été comparées par ANOVA suivie
d’une comparaison multiple de Tukey, et les différences significatives entre les conditions d’infection sont
représentées par des astérisques colorées (AV ou Josiah vs Mock) ou noires (AV vs Josiah). * : p < 0,05.

On sait d’ores et déja que les anticorps produits lors de l'infection par LASV
(létale ou non) ne possedent qu’une activité neutralisante treés limitée, et que leur
présence, méme précoce, ne correle pas avec la survie des individus. Reste a déterminer
si ces anticorps pourraient présenter d’autres propriétés leur permettant de participer a
la protection ou & la pathologie, comme V'ADCC (Antibody-Dependent Cell
Cytotozicity) ou T ADCP (Antibody-Dependent Cell Phagocytosis).
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2.D. Rodle et activation des cellules NK au cours de l’infection par
LASV

Pour compléter la vue d’ensemble de 'activité du systeme lymphoide, nous avons
voulu caractériser le role des cellules NK lors de la FL, dans les PBMC et les OLS a

nouveau.

2.D.i. Le comportement des cellules NK dans les PBMC' lors de ['infection par
LASV

On observe que les cellules NK subissent la lymphopénie au méme titre que les
autres populations lymphocytaires, et que celle-ci dure assez tardivement puisqu’a 12
jpi les NK n’ont pas restauré leur niveau basal (cf. Figure 42). En revanche, les
signaux de prolifération sont tres rapidement induits dans la population des NK (des 6
jpi) et continuent d’augmenter jusqu’a atteindre environ 50% des NK au pic des
symptomes de la FL (12 jpi), et ce quelle que soit l'issue de linfection. On assiste
parallelement a une hausse de la dégranulation qui intervient des 3 jpi et atteint son
maximum chez les singes survivants a 6 jpi, malgré l'invariabilit¢é du marqueur
d’activation NKG2D. La proportion de cellules NK matures diminue fortement de
maniére concomitante a la lymphopénie, les cellules nouvellement produites étant
immatures. La maturité des NK est restaurée chez les survivants lors de la phase

convalescente.
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Figure 42. Prolifération et cytotoxicité des NK dans les PBMC lors de linfection par
LASV. Des PBMC de singes Mock (courbe noire) ou infectés par LASV AV (courbe bleue) ou LASV
Josiah (courbe rouge) ont été marquées et traitées par cytométrie en flux. Sont représentés, de gauche a
droite, le nombre absolu de cellules NK par ul. de sang, ainsi que les pourcentages de ces NK étant
prolifératifs (Ki67+), en dégranulation (CD107a+), matures (NKp80+) et activés (NKG2D+). A chaque
point de temps, les conditions LASV AV, Josiah et Mock ont été comparées par ANOVA suivie d'une
comparaison multiple de Tukey, et les différences significatives entre les conditions d’infection sont
représentées par des astérisques colorées (AV ou Josiah vs Mock) ou noires (AV vs Josiah). * : p < 0,05 ;
% p < 0,01.

Nous avons également évalué l'activité des cellules NK apres décongélation et
remise en culture pendant 3 jours d’un mélange de PBMC, l'objectif étant de laisser le
temps aux populations en prolifération de se développer et d’éventuellement interagir
avec d’autres types cellulaires potentialisants (cf. Figure 43). On n’observe pas de
variation des marqueurs d’activation au cours de l'infection, mais la prolifération des
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cellules NK augmente sensiblement a 11 jpi chez les survivants. De maniere tres
intéressante, on détecte I'apparition de facteurs d’épuisement a la surface des NK des
singes décédés au pic de la phase aigué (TIM-3). Dés 5 jpi, on identifie une forte
dégranulation du granzyme B, exprimé de maniere basale dans plus de 60% des NK et
sécrété dans le plasma. L’activité cytotoxique des NK est confirmée par I'augmentation
de I'expression de la perforine a 11 jpi. On semble détecter une légere augmentation de
I'adressage des NK vers les zones folliculaires des OLS (CXCRS5).
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Figure 43. Epuisement et cytotoxicité des NK dans les PBMC lors de linfection par
LASV. Des PBMC de singes Mock (ligne pointillée noire) ou infectés par LASV AV (courbe bleue) ou
LASV Josiah (courbe rouge) ont été décongelées puis remises en culture pour une durée de 3 jours, puis
marquées et traitées par cytométrie en flux. Sont représentés les proportions des cellules NK activées
(A), épuisées (B), prolifératives (C), cytotoxiques (D) ainsi que leurs marqueurs d’adressage tissulaire
(E). A chaque point de temps, les conditions LASV AV, Josiah et Mock ont été comparées par ANOVA
suivie d’une comparaison multiple de Tukey, et les différences significatives entre les conditions
d’infection sont représentées par des astérisques colorées (AV ou Josiah vs Mock) ou noires (AV vs
Josiah). * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01.

2.D.ii.  Activité des cellules NK dans les OLS lors de l'infection par LASV

La prolifération des NK est également fortement induite dans les OLS a 11 jpi, et
ce des 5 jpi dans la rate des singes infectés par LASV Josiah uniquement (cf. Figure
44). Le potentiel cytotoxique des NK augmente tres fortement & 11 jpi dans les GGM
des singes survivants, et cela s’accompagne d’une sensible augmentation de la
dégranulation dans ce méme compartiment chez tous les singes infectés. On note

également une forte baisse de l'expression de CXCR3 a la surface des NK des singes

- 108 -



infectés par LASV, de maniere transitoire dans la rate a 5 jpi, et de maniere beaucoup
plus marquée dans les GGM des singes survivants a 11 jpi. On détecte une forte
augmentation de la proportion de cellules NK CD16+/CD56- chez les singes décédés,
ce phénotype étant connu pour étre dysfonctionnel %425,
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Figure 44. Prolifération et cytotoxicité des NK dans les OLS lors de l’infection par LASV.
Des cellules de rate et de GGM de singes Mock (valeur en noir) ou infectés par AV (courbe bleue) ou
Josiah (courbe rouge) ont été marquées et traitées par cytométrie en flux. Sont représentés, de gauche a
droite, les proportions des cellules NK prolifératives (Ki67+), cytotoxiques (GrzB+), en dégranulation
(CD107a+), adressées vers les zones T (CXCR3+), matures (NKp80+) et dysfonctionnelles
(CD16+/CD56-). A chaque point de temps, les conditions AV, Josiah et Mock ont été comparées par
ANOVA suivie d’une comparaison multiple de Tukey, et les différences significatives entre les conditions
d’infection sont représentées par des astérisques colorées (AV ou Josiah vs Mock) ou noires (AV vs
Josiah). *: p < 0,05 ; **: p < 0,01.

Bien que peu de différences majeures apparaissent au sein des populations de NK
entre les singes infectés par LASV AV et ceux infectés par LASV Josiah, la détection
de cellules épuisées ou dysfonctionnelles chez les singes décédés peut laisser imaginer
une contribution des NK aux processus impliqués dans la survie. Des hypotheses a ce
propos seront avancées dans le chapitre consacré a la discussion.

2.E. Analyse comparative du transcriptome de la zone marginale
splénique prélevé in situ par microdissection par capture laser

Si nous disposions des transcriptomes de broyats d’organes totaux des ganglions
et de la rate réalisés lors de 1'étude précédente, il nous est apparu que leur
interprétation ne pouvait étre complete, étant donné que les transcrits avaient été
obtenus a partir d’'un mélange cellulaire tres vaste et hétérogene. En effet, si certains
organes comme le foie ou le rein présentent une morphologie homogene et ne sont peu
ou pas polarisés, ce n’est pas le cas des OLS qui sont hautement structurés et possedent
une spatialisation fonctionnelle, avec la présence de follicules. Dans la rate notamment,
on distingue habituellement pulpe rouge et pulpe blanche, qui ont des réles biologiques
différents. La pulpe rouge correspond a un enchevétrement de sinusoides spléniques ou

- 109 -



gravitent globules rouges, plaquettes, monocytes et granulocytes, et ou a lieu la
filtration et la suppression des globules rouges agés. Cette zone agit également comme
un réservoir de monocytes. La pulpe blanche constitue quant a elle la zone lymphoide
de la rate, elle est structurée en trois zones : la zone T, la zone B et la zone marginale
splénique (ZMS), qui centralise les CPA (macrophages/monocytes et DC) et constitue
la frontiere avec la pulpe rouge. Cette zonation cellulaire et fonctionnelle rend moins
pertinente 'analyse du transcriptome de 1'organe dans son ensemble, car les variations
de transcrits peuvent étre opposées d’une région a l'autre, s’équilibrer et ainsi gommer
des différences biologiques bien réelles. C’est pourquoi nous avons souhaité employer
une technique nous permettant de sélectionner finement les zones prélevées pour en

analyser le transcriptome.
2.E.i.  Présentation et test de la technique de microdissection par capture laser

Nous nous sommes tournés vers la microdissection par capture laser (MCL) qui
permet de sélectionner des zones trés précises sur une lame mince d’organe et de les
prélever spécifiquement, pour ensuite en séquencer les ARN et en construire le
transcriptome (cf. Figure 45). Cette technique est tres fine et sensible, et elle peut
notamment permettre de faire de la transcriptomique sur cellule unique, lorsque que la
qualité de I’échantillon le permet. Bien que nous ayons initialement considéré cette
possibilité, il est rapidement apparu que les conditions de fixation exigeantes appliquées
a mnos échantillons affectaient trop la qualité des ARN pour faire une analyse
comparative sur cellules uniques. Nous avons donc décidé de prélever plusieurs cellules
au sein d’une méme zone fonctionnelle dans différents organes, a commencer par la
ZMS de la rate, ou se réalise la présentation antigénique lors d’une infection.
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Figure 45. Technique de microdissection par capture laser. A. Description des étapes majeures
du protocole de MCL, avec le rapprochement physique de la capsule au-dessus du tissu d’intérét (1), la
déformation du polymere thermolabile par 'impulsion laser et la liaison conséquente a la cellule d’intérét
(2) et la capture de la cellule d’intérét induite par le mouvement vertical de la capsule (3). B. Inventaire
des forces a l'ceuvre lors de la MCL. C. Image du polymere thermolabile localement déformé apres
impulsion laser et de la cellule qui y est lié par la force de capture. Adapté d’Espina et al. >
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Apres microdissection des ZMS des singes controles, survivants et décédés (a 11
jpi), les ARN contenus dans les échantillons obtenus ont été extraits puis séquencés par
Next-Generation Sequencing (NGS). L’expérience complete a été réalisée deux fois
indépendamment, et les reads viraux ont été quantifiés dans les différents échantillons,
pour validation des résultats obtenus (cf. Figure 46). On note que dans chacune des
expériences, le pourcentage de reads viraux est sensiblement plus élevé chez les singes
décédés que chez les singes survivants et les Mock, ce qui était attendu. De plus, les
pourcentages de reads viraux chez les singes décédés est tres comparable d’une
expérience a l'autre, ce qui est rassurant quant a la qualité des résultats obtenus. Il
convient toutefois de signaler qu'une grande proportion des reads totaux (entre 40 et
70%) étaient tres dégradés et qu’aucune correspondance avec des trancrits de singes
cynomolgus ou d’humains n’a pu leur étre trouvée. Cet état de forte dégradation est
sans nul doute causé par les méthodes d’inactivation du laboratoire P4 Jean Mérieux,
ou les échantillons ont été pris en charge, et qui impose une mise en contact prolongée
(14 jours) des organes avec de la formaline 10% pour garantir leur inactivation
complete. Nous nous sommes donc affranchis pour I'analyse du transcriptome de tous
les transcrits sans correspondance et avons travaillé avec les 30-60% restants. Les

résultats obtenus sont présentés sur la Figure 47.
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Figure 46. Pourcentage de reads viraux dans les transcriptomes obtenus dans la ZMS a 11
jpi. Les reads séquencés dans les transcriptomes des ZMS des singes Mock, infectés par LASV AV ou
Josiah (n=3 pour chaque groupe) ont été comparés aux génomes viraux des deux souches de LASV. Les
graphiques représentent le pourcentage des reads totaux ayant été identifiés comme des reads viraux
dans chaque condition. Chacun d’entre eux correspond a une expérience de MCL indépendante réalisée
dans la ZMS.

2.E.ii.  Analyse transcriptomique différentielle des ZMS lors de la phase aigué de
la FL

Les analyses par ontologies permettent de mettre en lumiere de nombreux
processus dont 'activité est augmentée lors de I'infection létale ou non létale par LASV
(cf. Figure 47, a gauche). Ces ontologies se regroupent majoritairement dans les

grandes familles suivantes :
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Figure 47. Analyse comparative des transcriptomes de la ZMS a 11 jpi. Des cellules présentes
dans les ZMS de singes controles, infectés par LASV AV ou Josiah (n=3 pour chaque groupe) ont été
prélevées par MCL et
transcriptomes obtenus dans les différents groupes a ensuite été réalisée. A gauche, les heatmaps
représentent les résultats des analyses ontologiques dans les bases HALLMARK, REACTOME et
KEGG. Les ontologies impactées dans au moins une des conditions y figurent, avec le nombre de geénes
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Une analyse différentielle des




différentiellement exprimés qui s’y rapportent (nombres entre parenthéses). Les boxplots en haut a droite
montrent les différences d’expression des genes individuels des ontologies de la base HALLMARK, ainsi
que leur moyenne (triangle rouge), observées entre LASV Josiah et AV. logFC = log(Fold Change), ou le
Fold Change correspond au facteur d’accroissement entre les deux conditions. En bas a droite, les
heatmaps montrent I’expression différentielle de groupes de genes associés a la réponse monocytaire, a la
réponse des LT ou a la réponse antivirale induite par 'IFN. Les geénes en gras présentent une différence
statistiquement significative d’expression pour au moins une des conditions, et identifiée par ANOVA.

e Réponse immunitaire innée :
- Réponse IFNo/B
- Réponse IFNy
- Cytotoxicité des NK
¢ Réponse immunitaire adaptative :
- Présentation antigénique
- Réponse IFNy
- Réponse B
- Réponse T
- Réponse inflammatoire
- Complément
- Signalisation des cytokines

- Immunorégulation

Régulation du cycle cellulaire :
- Points de controles
- Mitose
Induction de la mort cellulaire :
- Voie p53
- Apoptose
- Réponse UPR
Controle de la synthése protéique :

- Meétabolisme des acides aminés
- Activité des ribosomes

La tres grande majorité des voies activées présentent un niveau d’activation plus
fort pour LASV Josiah que pour LASV AV, comme on peut notamment le voir sur les
boxplots (cf. Figure 47, en haut a droite). C’est notamment le cas des réponses ITFN
de type I et de type II, ainsi que pour la signalisation médiée par les cytokines (IL-2,
IL-6, 1L-10), mais pas pour l'activité cytotoxique des NK, qui est plus forte chez AV.
On note d’ailleurs une expression plus forte des genes codants pour les granzymes A et
B chez les survivants que chez les décédés (cf. Figure 47, heatmap réponse T). La
réponse antivirale stimulée par I'IFN apparait généralement plus intense lors de
I'infection létale. Soulignons aussi que de nombreuses voies impliquées dans le cycle
cellulaire, la mitose, et I'apoptose sont spécifiquement activées avec LASV Josiah et
pas avec LASV AV. Cela semble indiquer une prolifération des cellules immunitaires
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plus active lors de linfection par Josiah, ainsi que des mécanismes
d’immunosuppression. Une dizaine de genes associés a la réponse T apparaissent plus
uprégulés chez les survivants que chez les décédés, mais la grande majorité des genes ne
présente pas de différences. En revanche, nous avons identifié plusieurs genes d’intérét
n’appartenant pas aux groupes de genes présentés sur la Figure 47 et qui sont
différentiellement exprimés (DE) entre LASV Josiah et AV. C’est le cas du gene
S100A9, que certains décrivent comme un marqueur de MDSC, actrices majeures de
I'immunosuppression, et qui est trés fortement surexprimé dans la ZMS chez les singes
décédés en comparaison aux singes survivants (log:(FC) = 3,85* ; p < 0,05). A
Iinverse, le gene CD5L, qui est impliqué dans la régulation de Dactivité pro-
inflammatoire des lymphocytes Thl7, est sous-exprimé chez les singes décédés par
rapport aux singes survivants (logo(FC) = -3,18 * ; p < 0,05). C’est également le cas
du gene TRBV10-3, qui code pour une région du domaine variable du TCR et qui
participe a la reconnaissance antigénique spécifique, dont l’expression est fortement
sous-régulée chez les singes infectés par Josiah (logs(FC) = -16,47 * ; p < 0,05). Cela
peut indiquer une dysfonction de la présentation antigénique et par conséquent de la
maturation des LT spécifiques dans la ZMS des singes décédés.

En conclusion, la pertinence des résultats obtenus grace a I'analyse différentielle
du transcriptome nous a incités a valider avec un bon degré de confiance la recevabilité
de la méthodologie employée pour isoler les transcrits a partir d’un matériel biologique
non optimal. Et ce malgré la fraction importante de transcrits non identifiés apres le
séquencage. A notre connaissance, c¢’est la premiere fois que de la MCL est pratiquée
sur des tissus animaux infectés par un virus de classe 4, ayant par conséquent subis des

méthodes drastiques d’inactivation.
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3. Caractérisation de la pathologie induite par LASV dans les

organes non lymphoides essentiels

Le syndrome de défaillance multiviscérale (SDMV) est souvent une réalité
clinique chez les patients périssant de la FL. Au sens médical, ce syndrome est déclaré
lorsque qu’au moins deux des symptomes suivants sont observés : insuffisance rénale
aigué (IRA), syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA), insuffisance cardiaque
(IC) ou insuffisance hépatique aigué (IHA). Le SDMV intervient le plus souvent a la
suite d’un sepsis ayant évolué en choc septique, et le taux de mortalité est compris
entre 30 et 100% — augmentant avec le nombre d’organes atteints. On sait qu’au moins
trois de ces organes sont au centre de la pathologie causée par LASV, au cours de
laquelle on observe des marqueurs forts de dysfonction rénale, hépatique et pulmonaire.
Nous avons montré dans la premiere partie de nos résultats que ces trois organes
possedent un taux d’infection élevé, en particulier dans le cas du foie et du rein. C’est
également le cas d’'un autre organe moins souvent évoqué dans la littérature mais qui
possede une fonction endocrine primordiale pour le maintien de la pression artérielle et
pour 'homéostasie en général, les glandes surrénales. Nous avons souhaité caractériser
les phénomenes a ’'ccuvre dans ces quatre organes pour tenter de comprendre les causes
de leur dysfonction, qu’elles soient directement liées a linfection virale ou bien
associées a la réponse immunitaire induite de maniere systémique. Nous nous sommes a
nouveau tournés vers des approches non biaisées pour n’occulter aucun phénomene,
c’est pourquoi l'essentiel des résultats présentés dans cet axe découle d’analyses
transcriptomiques.

3.A. Identification des changements fonctionnels et caractérisation
de l'inflammation dans les organes clés de la pathologie grace a la

déconvolution du transcriptome

En suivant la méme approche que celle appliquée dans les OLS dans l'axe
précédent, nous sommes parvenus a appliquer la méthode de déconvolution aux
transcriptomes obtenus a partir de prélevement totaux de foie, de rein et de poumon.
Nous avons pu constituer des signatures pertinentes pour chacun des organes d’intérét,
a partir d’atlas de transcriptomes sur cellules uniques sélectionnés selon les criteres
expliqués dans la partie 2.4.7. (exhaustivité des types cellulaires fonctionnels et
diversité des types cellulaires immunitaires). Malheureusement, aucun atlas de glandes
surrénales humaines n’a encore été rendu public — bien que cela ait été réalisé
récemment *7 — ce qui ne nous a pas permis d’appliquer la déconvolution & cet organe.

3.A.1.  BEwvolution de la composition cellulaire hépatique lors de la FL

Pour la déconvolution du transcriptome de foie, nous avons choisi 'atlas proposé

288 #9. A Tanalyse des

par MacParland et al. ® dont les données sont accessibles en ligne 2

résultats, on peut voir que les hépatocytes des singes infectés par Josiah operent tres
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précocement (dés 2 jpi, et jusqu’a 5 jpi) un changement d’état transcriptionnel, du type
3 vers le type 6 (cf. Figure 48 et Figure 49). Les hépatocytes de type 3 disparaissent
méme completement a 11 jpi chez les singes décédés, et leur proportion diminue tres
fortement chez les survivants, tandis que le type 6 retrouve son niveau de base. Le type
4, qui est le type majoritaire au niveau basal, diminue légerement a partir de la phase
d’incubation, avec les deux souches virales, au profit d’un nouveau type d’hépatocytes,
le type 5, qui n’existe pas en condition normale et qui est trés présent a 11 jpi chez
tous les singes infectés. On note aussi une augmentation relative des cellules stellaires
hépatiques, de méme envergure pour AV et Josiah, sauf a 11 jpi ou le niveau basal est
restauré chez les singes décédés. Ces cellules sont connues pour proliférer en cas de
lésion des hépatocytes, elles contribuent a la fibrinogenese hépatique en produisant des
collagenes fibrillaires. De plus, on observe une hausse significative des proportions de
cellules endothéliales sinusoidales (périportales et centrales) chez les singes décédés a 11

jpi, ce qui témoigne d’une induction de I'angiogenéese dans le foie.

AMock
Mock AV Josiah AV Josiah AV Josiah 0.10
Hépatocytes 14 0 0 0 0 0
Hépatocytes 24 0 0 0 0 0
Hépatocytes 3 0.089 |-0.013 [S01087| 0.001 0.0
Hépatocytes 4+ 0.687 |-0.004 0.005 |-0.039 -0.018
Hépatocytes 541 0 0 0 0 0.014 0
Hépatocytes 64 0.140 | 0.017 0.029 | 0.024 0.022 0 -0.001
Cholangiocytes4 0 0 0 0 0 0 0 005
Cellules stellaires hépatiques— 0.008 | 0.010 0.014 | 0.011 0.011 | 0,022 0.005
Cellules endothéliales portales 0.001 0 0.003 | 0.002 0.004 | 0.005 -0.001 010
CESFs périportales4 0 0 0 0 0 0 0.006
CESFs des veines centralesq 0 0.001 0 0.003 0.001 | 0.001 | 0.011
Cellules érythroidesq 0 0 0 0 0 0 0

LT alpha béta- 0.012 | 0.011 0.015 | 0.007 0.024 | 0.024 0.040
LT gamma delta 14 0.009 |-0.002 -0.004|-0.004 -0.007|-0.006 -0.009
LT gamma delta 24 0 0 0 0 0 0 0
Cellules NK- 0.012 |-0.002 0.002 | 0.004 0.009 | 0.003 0.011
LB matures- 0.030 |-0.020 -0.012(-0.016 -0.020(-0.018 -0.024
Plasmocytes— 0.001 0 0.002 | 0.005 0.007 | 0.007 0.009
Macrophages non inflammatoires4 0.010 | 0.002 0.002 | 0.001 0.006 | 0.012 0.018
Macrophages inflammatoires4 0 0 0 0.002 0.002 0 0.014

2 ipi 5 jpi 11 jpi
Figure 48. Composition cellulaire du foie au cours de l’infection par LASV. Les valeurs
présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome de foie total, en utilisant la méthode
CIBERSORT et la matrice signature issue d’un atlas de foie ***. La colonne Mock présente les

proportions moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans le foie des singes contréles (n=3). Les
autres colonnes montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la valeur moyenne
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des singes Mock. L’échelle de couleur montre I'intensité des variations observées entre chaque condition
et la condition controle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les valeurs apparaissent
en gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur contrle a été mise en évidence par
ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir sépare les conditions
LASV AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) a été établie
entre elles par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. CESFs: cellules
endothéliales sinusoidales du foie.

On assiste également a une augmentation de la proportion totale des types
cellulaires immunitaires dans le tissu hépatique, elle passe de 7,4% chez les singes
controles a 9,6% chez les singes survivants et 13,3% chez les décédés a 11 jpi (cf.
Figure 49). En particulier, on observe une forte infiltration de LT o/f chez tous les
singes infectés, leur présence dans le foie double des 2 jpi, tandis qu’elle continue
d’augmenter chez les singes décédés pour presque quintupler a 11 jpi, tandis qu’elle
triple chez les survivants (cf. Figure 48). La proportion des NK dans le tissu
hépatique double également au pic des symptomes chez les singes infectés par Josiah.
En parallele, la présence de LB diminue fortement dans les deux conditions d’infection,
et est progressivement remplacée par des populations de plasmocytes qui apparaissent
des 5 jpi et se renforcent a 11 jpi. Enfin, on détecte une infiltration significative de
macrophages non inflammatoires chez tous les singes infectés a 11 jpi, et de
macrophages inflammatoires uniquement chez les singes décédés.

Mock AV Josiah

I 1 r 1
2 5 11 2 5 11

jpi

Cellules immunitaires
Autre

Hépatocytes 5
Hépatocytes 3
Hépatocytes 6
Hépatocytes 4

(N § RININ |

Figure 49. Proportions relatives des différents types d’hépatocytes et des cellules
immunitaires dans le foie. Les valeurs présentées sont déduites de la Figure 48, et groupées pour
représenter la totalité des cellules immunitaires ou les différents types d’hépatocytes identifiés par
déconvolution.

3.A.ii.  FEvolution de la composition cellulaire pulmonaire lors de la FL

La déconvolution du transcriptome du poumon a été réalisée a partir de 'atlas
publié par Travaglini et al. ® dans le poumon humain. La déconvolution a un intérét
particulier dans le poumon, puisque lors de la FL létale on observe un fort
épaississement des parois alvéolaires et qu’on assiste par conséquent a une densification
du tissu. Les numérations surfaciques réalisées dans le premier axe de cette these sont
par conséquent biaisés dans le poumon, et une approche en termes de proportions
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relatives de types cellulaires est beaucoup plus pertinente. Malheureusement nous
n’avons pas pu obtenir d’ARNm de suffisamment bonne qualité pour établir les
transcriptomes des singes a 2 et 5 jpi. Dans les figures suivantes, on ne présente donc
que les singes controles et les conditions d’infection lors de la phase aigué.

Si on observe d’abord les variations en termes d’ensembles fonctionnels, on note
une franche augmentation de la proportion de cellules immunitaires dans le tissu
pulmonaire des singes décédés : de 42,7% chez les singes controles a 57,1% (cf. Figure
50). On n’observe pas de différences notoires entre les singes controles et les singes
survivants, pour aucun des ensembles fonctionnels, avec notamment une proportion de
cellules immunitaires de 42,3%. Chez les singes décédés, la présence inflammatoire se
fait au détriment de I’épithélium, qui diminue fortement lors de la phase aigué, et qui

traduit une diminution forte de la surface dédiée aux échanges gazeux lors de I'infection
létale par LASV.

Mock AV Josiah

Bl Cellules immunitaires
1 Stroma

El Epithélium

E Endothélium

11 jpi

Figure 50. Proportions relatives des types cellulaires pulmonaires regroupés par ensembles
fonctionnels. Les valeurs présentées sont déduites de la Figure 51 et ont été obtenues par
déconvolution du transcriptome pulmonaire.

Dans le détail, on remarque une augmentation de la proportion de capillaires dans
les poumons des singes infectés par Josiah, notamment d’aérocytes qui sont des
capillaires spécialisés dans les échanges gazeux ! (cf. Figure 51). Cela s’accompagne
néanmoins d’'une baisse de la proportion en vaisseaux bronchiaux, qui peut
possiblement venir d’un biais dans la zone d’échantillonnage. Il y a également une forte
diminution des muscles lisses vasculaires dans les deux conditions d’infection, ces
cellules étant connues pour réguler l'afflux sanguin dans les poumons et donc
I'absorption d’O.. Les cellules épithéliales alvéolaires de type 1 (CEAT1), membres de
la dyade spécialisée dans les échanges gazeux avec les aérocytes, sont relativement
moins présentes chez tous les singes infectés. Les CEAT2 (signalisantes ou non, prises
en globalité), qui sécretent le surfactant et préviennent ainsi le collapsus alvéolaire,
sont en net déclin dans les poumons des singes décédés, tandis qu’elles augmentent

légerement dans ceux des singes survivants. On note une légere augmentation de la
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AMock

Mock AV Josiah
Aérocytes (capillaires){ 0.038 | -0.007 | 0.047
Capillaires{ 0.054 -0.001 0.023
Capillaires intermédiaires {1 0.002 0.002 -0.002
Artéres { 0.092 0.009 -0.013
Péricytes 0 0 0.002
Muscles lisses vasculairesq 0.036 -0.018  -0.036
Vaisseaux bronchiaux { 0.071 -0.010 |
Cellules épithéliales alvéolaires type 14{ 0.033 | -0.012 -0.013
Cellules épithéliales alvéolaires type 2 1 0 0 0.007
Cellules épithéliales alvéolaires type 2 signalisantes { 0.112 0.026
Glandes séromuqueuses { 0.001 0.003 -0.001
Cellules ciliées proximales { 0.013 0.013 | -0.012
Cellules caliciformes 4 0.002 -0.002 0.005
Cellules basales en différenciation-{ 0.029 0.011 -0.011
Fibroblastes alvéolaires{ 0.034 | -0.001 0.004
Myofibroblastes { 0.001 0.006 -0.001
Fibroblastes adventitiels4 0.013 0 -0.006
Lipofibroblastes { 0.019 0.002 0.003
Fibromyocytes 4 0.024 -0.016  -0.020
Canaux lymphatiques 4 0.001 0.001 | -0.001
Cellules neuroendocrines pulmonaires - 0 0.001 0
LT CD4 naifs - 0 0 0
LT CD4 mémoires effecteurs-{ 0.095 | -0.015 | 0.041
LT CD8 naifs 0 0.001 0.004
LT CD8 mémoires effecteurs 0 0 0
LB4{ 0.070 | -0.001 [150:050"
Plasmocytes - 0 0.006 0.005
Cellules NK 4 0.017 0.002 0.028
Cellules NKT proliférantes {1 0.037 0.009 -0.011
mDCs type 1 0 0.002 0.029
mDCs type 2{ 0.015 0.004 0.041
pDCs - 0 0.001 0.001
IGSF21 DCsq 0.032 -0.010 0.004
TREM2 DCs 4 0.075 -0.024 -0.030
Macrophages{ 0.002 | 0.032 | 0.002
Monocytes classiques 4 0.003 0.012 0.035
Monocytes intermédiaires { 0.043 -0.006 0.001
OLR1 monocytes classiques { 0.001 0.005 | 0.025
Basophiles mastocytes { 0.030 -0.015 -0.004
Plaguettes mégakaryocytes{ 0.007 -0.007 | 0.023
11 jpi
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Figure 51. Composition cellulaire du poumon au cours de l’'infection par LASV. Les valeurs
présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome de poumon total, en utilisant la

290

méthode CIBERSORT et la matrice signature issue d'un atlas pulmonaire *”. La colonne Mock présente
les proportions moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans le poumon des singes controles (n=3).
Les autres colonnes montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la valeur
moyenne des singes Mock. L’échelle de couleur montre 'intensité des variations observées entre chaque
condition et la condition contrdle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les valeurs
apparaissent en gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur contréle a été mise en
évidence par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir sépare
les conditions LASV AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p < 0,05)
a été établie entre elles par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. mDC : cellule

dendritique myéloide, pDC : cellule dendritique plasmacytoide.

proportion des cellules caliciformes, responsables de la sécrétion du mucus, chez les
singes mortellement infectés. Quant aux cellules de I'immunité, on note une infiltration
significative de LT CD4+ effecteurs, de cellules NK, de mDCs (types 1 et 2), de
monocytes classiques et de plaquettes dans les poumons des singes infectés par Josiah.
Ces types cellulaires n’augmentent pas chez les singes survivants, ou on détecte
seulement une hausse significative de la proportion des macrophages et des
plasmocytes. A l'inverse, la population de LB décroit fortement dans les poumons des

singes infectés par Josiah.

3.A.171. Evolution de la composition cellulaire rénale lors de la FL

Mock AV Josiah
Bl Cellules immunitaires
1 Stroma
El Néphron
E Endothélium
5 1 5 (i
jpi

Figure 52. Proportions relatives des types cellulaires rénaux regroupés par ensembles
fonctionnels. Les valeurs présentées sont déduites de la Figure 30 et ont été obtenues par

déconvolution du transcriptome rénal.

292

L’atlas rénal proposé par Stewart et al. dont les données brutes sont

293 a été utilisé pour la déconvolution du transcriptome du rein. De

disponibles en ligne
manieére générale, on observe trés peu de variations d’abondance des différents
ensembles fonctionnels dans le rein (cf. Figure 52). Le pourcentage global de cellules

appartenant aux néphrons, qui sont les unités fonctionnelles de filtration-réabsorption
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du rein, reste particulierement stable au cours de [l'infection quelle que soit son
pronostic. La proportion globale de cellules immunitaires dans le rein n’augmente que
tres légerement lors de Uinfection 1étale (18,4% chez les singes Mock contre 19,8% chez
les singes décédés a 11 jpi), aux dépends de l'endothélium qui régresse de 20% par
rapport a sa valeur basale. En globalité, on n’identifie pas d’inflammation majeure dans

le rein des animaux infectés par Josiah.

AMock
Mock AV Josiah AV Josiah 0.10
Capillaires péritubulaires{ 0.075 | 0.018 -0.003 | -0.005 -0.004 ’
Capillaires glomérulaires{ 0.065 | 0.007 0.007 | 0.009 | -0.024 0.05
Epithélium pelvien4 0.020 | 0.001 0.007 | 0.003 | 0.022
Anse de Henlé- 0.064 0 0.002 | 0.004 -0.012 0
Tubule connecteur- 0.005 | 0.018 0.003 |-0.002 0.019
Cellules principales4 0.027 | -0.002 0.004 | 0.016 |-0.027 0.05
Cellules intercalaires A4 0.099 | 0.007 -0.003 | 0.019 -0.012
Cellules intercalaires B4 0.002 | -0.002 -0.002 | 0.002 -0.002 -0.10

Podocytes- 0.045 | 0.014 0.010 | 0.008 0.009

Tubule proximal- 0 0.003 0 0.009 0.022

Tubule distalq 0.365 | -0.014 -0.004 | -0.027 -0.019

Cellules progénitrices épithélialesH{ 0.023 | 0.001 -0.005 | -0.010 0.002
Fibroblastes-{ 0.004 | -0.004 -0.002 | 0.001 -0.004
Myofibroblastes-{ 0.020 |-0.013 -0.004 | 0.008 0.016

LT CD4+ 0.011 | 0.002 -0.011 |-0.010 -0.011

LT CD8- 0.043 | -0.019 0.007 | -0.012 0.016

LB4 0.001 [ 0.006 0.006 | 0.011 0.014

Cellules NK4 0.026 | -0.013 -0.010 | -0.005 0.007

pDCs- 0.012 | -0.005 0.001 |-0.006 -0.007

mDCs+ 0.016 | -0.003 -0.010 | -0.001 0.013

Macrophages tissulaires{ 0.068 | 0.001 0.011 |-0.010 -0.022
Neutrophiles4 0.007 |-0.003 -0.003 | -0.001 | 0.004

5 jpi 11 jpi

Figure 53. Composition cellulaire du rein au cours de l’'infection par LASV. Les valeurs
présentées ont été obtenues par déconvolution du transcriptome de rein total, en utilisant la méthode

292

CIBERSORT et la matrice signature issue d’un atlas rénal **?. La colonne Mock présente les proportions
moyennes de chaque type cellulaire mesurées dans le rein des singes controles (n=3). Les autres colonnes
montrent la différence entre la valeur moyenne de chaque condition et la valeur moyenne des singes
Mock. L’échelle de couleur montre l'intensité des variations observées entre chaque condition et la
condition controle, les augmentations en rouge et les diminutions en bleu. Les valeurs apparaissent en
gras lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) avec la valeur contréle a été mise en évidence par
ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. Un trait vertical noir sépare les conditions

AV et Josiah (au méme point de temps) lorsqu’une différence statistique (p < 0,05) a été établie entre
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elles par ANOVA, suivie du test de Tukey de comparaisons multiples. mDC : cellule dendritique
myéloide, pDC : cellule dendritique plasmacytoide.

Si on regarde plus dans le détail, on observe une baisse d’un tiers de la proportion
des capillaires glomérulaires lors de linfection létale a 11 jpi, ce qui contraste
significativement avec l'infection non létale au méme point de temps, ou on observe une
légere augmentation (cf. Figure 53). La différence observée quant a I’épithélium du
pelvis rénal vient possiblement dune différence accidentelle dans la zone
d’échantillonnage du rein d’'un individu a ’autre. N’étant pas siirs de la provenance de
cette différence, nous préférons ne pas la discuter. On identifie aussi une disparition des
cellules principales chez les singes décédés, tandis que leur proportion augmente
sensiblement chez les singes survivants. Ces cellules sont sensibles a 1’aldostérone, dont
la fixation stimule I'activité de réabsorption des ions Na® et la sécrétion des ions K.
Bien que la proportion globale des populations immunitaires reste assez stable, on
observe tout de méme quelques changements sur certaines populations spécifiques.
Notamment, les LT CD4+ semblent disparaitre du tissu chez tous les singes infectés a
11 jpi, au profit des LT CD8+ qui augmentent chez les singes décédés mais pas chez les
survivants. On note aussi une sensible hausse de la proportion des LB chez les singes
infectés, des 5 jpi et jusqu’a 11 jpi. La proportion des mDCs double chez les singes
décédés a 11 jpi, a l'inverse de celle des macrophages tissulaires qui baisse de pres d’un
tiers. Enfin, on observe une hausse tres faible mais significative du pourcentage des

neutrophiles au pic de la phase aigué chez les singes décédés.

3.B. Analyse différentielle de I’expression génique dans les organes
clés de la pathologie de la FL
3.B.i.  FEtude comparative des états transcriptomiques des hépatocytes par MCL-
ARNseq

A Tlinstar de I'approche méthodologique que nous avons développée pour obtenir
le transcriptome des ZMS, nous avons employé la MCL pour établir le transcriptome de
clusters d’hépatocytes infectés dans le but de les comparer a des groupes d’hépatocytes
non infectés issus des foies des mémes animaux. Nous avons donc immunomarqué les
hépatocytes infectés grace a un anticorps dirigé contre la GP2 de LASV dans le foie des
singes infectés par Josiah, et utilisé ce marquage pour discriminer et prélever sur ces
coupes deux groupes distincts d’hépatocytes : infectés et non infectés (cf. Figure 54).
En paralleéle, nous avons prélevé dans les mémes conditions des hépatocytes (non

infectés) de singes infectés par AV et de singes Mock.

Nous avons ensuite établi les transcriptomes de ces quatre groupes d’hépatocytes
et identifié le pourcentage des reads viraux dans chacun des groupes pour évaluer le
niveau de succes de la discrimination de 1’état d’infection. Nous avons réalisé le méme
protocole dans deux expériences totalement indépendantes, et les pourcentages des

reads viraux nous ont montré que seule la deuxiéme expérience avait été un succes (cf.
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Figure 55). En effet, on y observe une différence significative de la présence du
génome viral entre les cellules infectées et les cellules supposément non infectées. Nous
avons donc décidé de n’utiliser que les résultats de transcriptome obtenus lors de la

deuxieme expérience, et avons exclu les résultats de la premiere.

Figure 54. Discrimination de 1’état d’infection des hépatocytes en préparation de la MCL.
Coupe de foie de singe infecté par Josiah a 11 jpi avec immunomarquage (rouge) de la GP2 de LASV.
Zone jaune : exemple de cluster d’hépatocytes infectés prélevés par MCL. Zone bleue : exemple d’un
groupe d’hépatocytes non infectés prélevés par MCL.

Ces conditions ont ensuite été comparées dans les bases ontologiques
HALLMARK, KEGG et REACTOME (cf. Figure 56). Parmi les ontologies qui
apparaissent le plus amplifiées, on identifie sans surprise les voies de signalisation des
IFN a/pB et y, présentes dans les bases HALLMARK et REACTOME, et qui montrent
un niveau d’activation sensiblement plus fort dans les hépatocytes infectés par LASV
Josiah que dans les hépatocytes non infectés des mémes singes, et également lorsqu’on
les compare a ceux des singes infectés par LASV AV. D’autres voies de 'immunité sont
également positivement différentiellement exprimées (DE+) dans les conditions
d’infection, et elles sont toujours plus activées chez les hépatocytes infectés par LASV
Josiah que chez ceux infectés par LASV AV : systeme immunitaire inné, signalisation
IL6/JAK/STAT3, réponse inflammatoire, signalisation du TNFa via NF-«B,
complément, signalisation des cytokines immunitaires, systéme immunitaire adaptatif,
cytotoxicité médiée par les cellules NK, interaction cytokines/récepteurs, signalisation
des chimiokines, phagocytose, signalisation du BCR, prise en charge et présentation des
antigenes. Cela semble indiquer que les types cellulaires prélevés lors de la MCL ne
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sont pas uniquement des hépatocytes, et que nous avons également prélevé des cellules

immunitaires présentes dans I’environnement proche des hépatocytes.
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Figure 55. Pourcentage de reads viraux dans les transcriptomes d’hépatocytes a 11 jpi. Les
reads séquencés dans les transcriptomes des hépatocytes des singes Mock, infectés par AV ou Josiah
(infectés ou non infectés) ont été comparés aux génomes viraux des deux souches de LASV (n=3 pour
chaque groupe). Les graphiques représentent le pourcentage des reads totaux ayant été identifiés comme
des reads viraux dans chaque condition. Chacun d’entre eux correspond a une expérience de MCL
indépendante réalisée dans le foie.

Parmi les voies DE+ associées a I'immunité dans ’environnement des hépatocytes
infectés par LASV Josiah comparé a I’environnement des hépatocytes non infectés chez
les mémes singes, nous avons déja évoqué les voies de signalisation associées a I'IFN,
mais on identifie aussi la voie du complément, la voie de signalisation de I'IL2/STATS5,
des marqueurs transcriptomiques de pathologie et de maladie infectieuse associant
notamment le profil observé a celui de l'infection par HIV, mais encore les voies de
signalisation des cytokines, la mise en place de la réponse adaptative et de la
phagocytose.

D’autres mécanismes généraux semblent étre fortement induits lors de I'infection

effective des hépatocytes par LASV Josiah :

o Prolifération cellulaire : points de contrdle du cycle cellulaire (G2/M, phase M),
mitose (prophase, fuseau mitotique).

e Endocytose et traffic vésiculaire : endocytose médiée par la clathrine, transport
vésiculaire et transmembranaire, traffic membranaire, biogenese des vésicules
associée au Golgi.

e Transcription : activité des polymérases, métabolisme des ARN, épissage des
ARNm, prise en charge des pré-ARNm cappés, régulation de la transcription par
po3.
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Figure 56. Analyse comparative des transcriptomes d’hépatocytes a 11 jpi. Des hépatocytes
infectés et non infectés ont été prélevés par MCL dans les foies de singes infectés par LASV Josiah, et
comparés a des hépatocytes de singes controles ou infectés par LASV AV. Une analyse différentielle des
transcriptomes obtenus dans les différents groupes a ensuite été réalisée. Les heatmaps représentent les
résultats des analyses ontologiques dans les bases HALLMARK, REACTOME et KEGG. Les ontologies
impactées dans au moins une des conditions y figurent, avec le nombre de genes différentiellement
exprimés qui s’y rapportent (nombres entre parenthéses).

125 -



Josiah Infected vs Mock

Josiah Infected vs Not Infected

Guijeuis g4o.L
sisauaboibuy
TA 5136181 DAW

asuodsay u1a10ld apap|ojun

-eixodAH

u01121335 UIR}0ld

Bujjeubis uiuaied-g LNM

‘uonisuel] [ewAyduasaly [eleyld3

Jreday vNa
s152UaboAR
dn asuodsay AN

uonpung [edy

-sISAJ02AID

umoq asuodsay AN
Buijeubis £1v1S MvC 971
uoRdaley yesbojy

asuodsay Adojewwejyul

-asuodsay bNdI

asuodsay ANJI

@]e7 asuodsay uaboiys3
SISA|02A1D

Guljeubis s1vLS 271

Buljeubis TOYOLW

uonisues] [BWAYdUBS3|Y [BIjRYYIdT

uoNaII3S UIB)0Id

Juawadwod

ws1joqeIaly apdy Aned

Juiod22yd W/ZD

asuodsay usboipuy
syabuel 473

uonaalay yeibo|y
wisijogeIaly 2101qouax
asuodsay ANZI

Al4e3 asuodsay uabolysg
TA s13B18L DAW
asuodsay DNAL
3|pulds 2RO

umoq asuodsay AN
Qwos|x0Jad

Buljeubis boyabpay

Josiah Infected vs AV

AV vs Mock

wsi|ogeIan IpPY aig

[wisijogelsiy onolqouay

wisijogelaly apoY Aned

Buleubis £1v1S v 971

ruonoalay yelbo|ly
'2|puIds 2130
‘Aemyied gsd

asuodsay AJojewwejur

Juawajdwo)

'sisoydody
uod®23yd W/Zo
's3bue) 473
BuieuBis 1oy01W

asuodsay ulz1o4d apapiojun

'8N BIA BuljeuBis piNL
[TA s33BaeL DAW

bBuljeubis YOLW 1V NEId

rasuodsay oNdlL

asuodsay ANAT

Buieubis g4o.1

‘Buiieubls HOLON

“TA s18b1eL DAW

asuodsay U12104d 2pap|ojun

sisauabolbuy

-Buijeubis uuayed-4 INM
u01A1I3S UIR0d

Jreday ¥NQ

dn asuodsay AN

Buljeubis YOLW 13V MEId
uiod®22yd W/ZD
‘Buieubis 1oyOLW
‘eixodAH

Aemued g5d

5152UaB0AN
'sisoydody
‘uonISuel] [ewAydUasa [BllaY3Id]

uopung [eaidy

‘syabuiel 4z3

‘umoq asuodsay AN
uone|Aioydsoyd aAnRepIxo
's1SA102A|D

‘wsijoqels|y spy allg
‘wsijogelaly apRY Aned

wWsI|ogeIs | 210Iqousx

‘asuodsay oNAL
‘asuodsay Asojewiwe|ur
‘uonoalay yelbo|ly
‘asuodsay ANAL

Comparaison de Dactivation des voies de la base HALLMARK chez les

hépatocytes lors de l’infection par LASV. Dans les boxplots, chaque point représente le niveau

Figure 57.

tenant a l'ontologie correspondante de la base HALLMARK, et

N

un gene appar

tiel d’

ion différen

expression

d?

- 126 -



les triangles rouges montrent leur moyenne d’expression différentielle. logFC = log(Fold Change), ou le
Fold Change correspond au facteur d’accroissement entre les deux conditions.

e Modifications post-traductionnelles.
e Meétabolisme : métabolisme des acides gras, métabolisme xénobiotique, glycolyse.

La plupart de ces voies semblent cohérentes avec les différents mécanismes cellulaires
causés par le cycle viral actif. On notera également que trés peu de mécanismes
semblent étre négativement différentiellement exprimés (DE-) lors de la transition d'un
hépatocyte non infecté a un hépatocyte infecté par LASV Josiah.

Enfin, on pourra souligner que l'infection par LASV Josiah est associée a une
immunodéficience primaire comparativement aux singes controles et aux singes infectés
par LASV AV.

La Figure 57 propose une représentation différente des expressions comparées
des voies et mécanismes entre les différentes conditions d’infection, en s’intéressant a
I'expression différentielle (ED) moyenne des génes de chacune des ontologies référencée
dans la base HALLMARK.. On note que les voies les plus stimulées lors de l'infection
par LASV sont effectivement les voies de signalisation de la réponse IFNa, IFNy et IL6,
conjointement aux mécanismes de la réponse inflammatoire. Dans la globalité, il
apparait une similarité dans les profils comparant les hépatocytes infectés par LASV
Josiah aux hépatocytes non infectés des mémes singes d’une part, et aux hépatocytes
des singes infectés par LASV AV d’autre part, ce qui suggere un comportement proche
de ces deux types d’hépatocytes au cours de l'infeection par LASV.

3.B.ii.  Analyse différentielle de l’expression génique dans le poumon

A partir des transcriptomes obtenus sur organes totaux, nous avons analysé 'ED
des genes du poumon, du rein et des glandes surrénales, en nous intéressant
principalement a des groupes de geénes impliqués dans la réponse immunitaire. Nous
présentons les volcano plots et la heatmap des genes les plus différentiellement
exprimés dans chaque organe pour présenter la tendance générale observée dans les
différents groupes.

Dans le poumon, la Figure 58 nous montre qu’un plus grand nombre de genes
sont positivement différentiellement exprimés (DE+) lors de l'infection non létale que
lors de linfection létale. Etonnamment, on montre que l’état transcriptionnel du
poumon des singes survivants n’est pas retourné a la normale a 11 jpi, malgré une
pathologie faiblement détectable. En revanche, la pathologie observée chez les singes
décédés semble se caractériser par un grand nombre de genes DE-; ce qui est
surprenant dans le cas d’une réponse a une infection virale. On détecte cependant que
I'IFNL1 — aussi appelé 1L29 et appartenant a la famille des IFNA, spécialisée dans la
réponse innée des cellules épithéliales — est fortement DE+ chez les singes décédés
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comparés aux survivants, ce qui laisse supposer une forte activation de la voie de I'IFN
chez ces singes.

Nous pouvons voir que cette hypothese se vérifie trés majoritairement grace a la
heatmap montrant 'ED des genes stimulés par 'IFN (ISG), qui met en évidence une
expression tres forte et généralisée de ce groupe de genes chez les singes décédés, tandis
qu’elle est beaucoup plus mesurée chez les survivants (cf. Figure 59). En tout, 42 des
48 genes associés a la réponse IFN sont significativement DE+ chez les singes décédés

par rapport aux survivants.

Par ailleurs, on note qu’'une grande proportion des geénes associés a la réponse
cellulaire des LT sont DE+, a la fois dans les poumons des singes décédés et survivants
(cf. Figure 59). Une petite partie de ce groupe de geénes semble étre DE+ chez les
survivants uniquement, c’est notamment le cas de RORA, PRKCH, GATA3, GZMM,
LEF1, XCL1/XCL2 et KLRB1. RORA, PRKCH et LEF1 jouent un role anti-
inflammatoire via I'inhibition de la voie NF-kB, de maniere directe ou via 'inhibition
du TCRa/B. GATAS joue un role primordial dans la mise en place de la réponse Th2
et I'inhibition de la réponse Thl pro-inflammatoire. Les Th2 interviennent en effet a la
fin du processus inflammatoire, en sécrétant de I'IL4 et de I'IL10, qui inhibent la
sécrétion d’IFNy et de TNFa par les Thl et mettent fin a I'inflammation. L’expression
de XCL1/XCL2 chez les survivants montre la sécrétion de chimiokines attirant
spécifiquement les L'T et pas les monocytes ni les neutrophiles, ce qui montre également
que l'inflammation est en phase de terminaison. Enfin, I'expression de KLRB1 met en
avant linhibition de la cytotoxicité des cellules NK. A linverse, parmi les genes
significativement plus exprimés chez les décédés, on note des genes marqueurs de
lactivité cytotoxique (PRF1, GRZA/B) mais aussi des génes stimulant la sécrétion
cytokinique et l'activation des LT spécifique a l'antigene (CD2, CD3E, ICOS, SIRPG,
TRAC) et enfin des geénes impliqués dans l'immunosuppression des LT (TIGIT,
GPRI1T71).

La réponse des monocytes est quant a elle inconsistante, et aucune tendance
franche n’en ressort méme si un grand nombre de genes sont DE par rapport au Mock.
Parmi les génes qui sont significativement DE+ chez les singes décédés par rapport aux
survivants, on trouve de nombreux genes participant a l'activité pro-inflammatoire :
TLR8 et TLR4 (via la voie Myd88/NF-xB), TGFB1 (qui active la réponse Thl7 en
présence d'IL6 et 11.21), FGR et HCK (qui promeuvent la sécrétion de cytokines
inflammatoires). On trouve aussi des genes impliqués dans 'activation de I'apoptose
(PRKCD), de la phagocytose des antigenes opsonisés (FCGR2A) et de la fonction des
LT dans les muqueuses (FGL2).

Enfin, la réponse cytokinique met en avant une activation tres forte d’'une grande
partie des genes de cytokines et de récepteurs, beaucoup plus marquée dans les
poumons des singes décédés. Aucune tendance pro- ou anti-inflammatoire ne se dessine
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dans les poumons des singes décédés, le profil est typique de la tempéte cytokinique,
aussi observée dans le sang, qui intervient en phase terminale et correspond a une
sécrétion dérégulée d’un grand nombre de cytokines ayant souvent des roles
antagonistes. On note des signaux chimiotactiques de neutrophiles (CXCL1), basophiles
et éosinophiles (CCL8) spécifiquement chez les singes décédés et des signaux
d’attraction de macrophages, DC (CCL25), et de LT (CCL21) chez les singes
survivants. On observe aussi que chez les singes mortellement atteints ’expression de
genes cytokiniques activant les voies de I'IL6 (IL6, LIFR) et NF-«xB (EPOR,
TNFRSFS). Le profil général est caractéristique d’'un état inflammatoire avancé dans
les poumons des singes infectés par LASV Josiah.
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Figure 58. Analyse différentielle de ’expression génique dans le poumon des singes infectés.
A. Volcano plots exposant la répartition des différences d’expression génique individuelles entre les
conditions précisées a gauche de chaque graphique. Chaque point représente un gene et les points en
rouge représentent les genes dont la différence d’expression entre les deux conditions est statistiquement
trés significative (p < 1.107°) avec |log2(FC) | > 1. Quand on compare X vs Y, logo(FC) > 0 implique
Expression(X) > Expression(Y) et log:(FC) < 0 implique Expression(X) < Expression(Y). B. Heatmap
des genes les plus différentiellement exprimés, les valeurs de chaque gene sont centrées par rapport a la
moyenne du groupe Mock et normalisées par ’écart-type.
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Génes antiviraux stimulés par I'lFN Réponse T Réponse monocytaire
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Figure 59. Analyse différentielle des geénes impliqués dans la réponse immune dans le
poumon lors de l’'infection par LASV a 11 jpi. Les genes d’intérét sont regroupés pour former des
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groupes fonctionnels : geénes antiviraux stimulés par I'IFN, réponse des LT, réponse des monocytes,
cytokines et récepteurs généraux, a-chimiokines et récepteurs, B-chimiokines et récepteurs, interleukines
et récepteurs. Les valeurs de chaque géne sont centrées par rapport & la moyenne du groupe Mock (non
présenté) et normalisées par I’écart-type. Les moyennes de chaque condition (Mock, AV et Josiah) ont
été comparées par ANOVA et les génes en gras présentent une différence statistique au sein d’au moins
un des groupes sur les trois. * : p(AV vs Mock) < 0,05 ; §: p(Josiah vs Mock) < 0,05; + : p(AV vs
Josiah) < 0,05.

3.B.iii. Analyse différentielle de l’expression génique dans le rein

Les profils d’ED matérialisés sur les volcano plots mettent en évidence un
phénomene intéressant quant a la dynamique de I'infection. En effet, a 5 jpi les profils
entre LASV AV et LASV Josiah sont extrémement similaire, seule une poignée de
genes montrent une différence d’expression entre les deux conditions (cf. Figure 60).
Le gene ERICH6B qui apparait excessivement downrégulé chez les singes décédés
uniquement n’est pas encore annoté et on ne connait pas son role biologique. Lors de la
phase aigué en revanche, les profils entre les singes survivants et les singes décédés
different fortement. Tandis que les reins des animaux infectés par LASV AV semblent
avoir retrouvé un état transcriptomique tres proche de celui des animaux sains, la
dérégulation de l'expression des genes s’est intensifiée chez les animaux décédés. On
assiste la aussi a I'augmentation de l'expression de nombreux ISG dont OASL, MXI1,
IFIT2 et LBP et a des genes marqueurs d’'immunosuppression avec IDO1. On note sur
la heatmap qu’a 11 jpi, parmi les genes qui sont le plus DE chez les singes décédés,
environ les trois quarts d’entre eux sont DE+.

Lorsqu’on s’intéresse aux ISG dans le rein, on identifie clairement un phénomene
qui s’inscrit dans les observations précédemment décrites, avec une grande partie des
genes DE+ dans les deux conditions d’infection a 5 jpi, et un retour au niveau
d’expression basal tres net chez les singes survivants a 11 jpi, tandis que ces genes
restent tres DE+ chez les animaux décédés (cf. Figure 61). Lors de la phase aigué, on
dénombre & nouveaux 42/48 geénes appartenant aux ISG étant significativement DE+
dans la condition LASV Josiah comparé a LASV AV. Cela témoigne d’une activation
tres forte de la réponse IFN dans le rein qui se maintient jusqu’a la mort chez les singes
décédés.

A T'inverse des résultats observés dans le tissu pulmonaire, les genes de la réponse
T dans les reins des singes survivants ne sont pas DE, ni précocement ni tardivement.
Cela suggere un niveau tres faible — voire nul — d’inflammation dans les reins de ces
animaux. A contrario, on détecte que de nombreux genes associés a la réponse T sont
DE+ chez les singes décédés a 11 jpi uniquement, il s’agit majoritairement de genes
impliqués dans des processus pro-inflammatoires via la voie des TCR et NF-xB (CD6,
ICOS, ITK, CD3E, CD247, ZAP70) ainsi que l'activité cytotoxique des NK (PRF1,
GZMA/B/K). On note en revanche I’absence d’expression des genes régulateurs de la
réponse T que sont RASGRP1, RORA, GATA3 ou encore LEF1. Cela témoigne d’un
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état d’inflammation en cours dans le rein des singes infectés par LASV Josiah au

moment de leur mort.
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Figure 60. Analyse différentielle de I’expression génique dans le rein des singes infectés. A.
Volcano plots exposant la répartition des différences d’expression génique individuelles entre les
conditions précisées a gauche de chaque graphique. Chaque point représente un gene et les points en
rouge représentent les genes dont la différence d’expression entre les deux conditions est statistiquement
tres significative (p < 1.107) avec |log2(FC) | > 1. Quand on compare X vs Y, logo(FC) > 0 implique
Expression(X) > Expression(Y) et log:(FC) < 0 implique Expression(X) < Expression(Y). B. Heatmap
des genes les plus différentiellement exprimés, les valeurs de chaque gene sont centrées par rapport a la
moyenne du groupe Mock et normalisées par 1’écart-type.

Les genes de la réponse monocytaire sont encore une fois peu DE dans les reins
des singes infectés, en particulier dans ceux des survivants, ou le seul gene
significativement DE+ au cours de l'infection est TNFSF13, un ligand analogue du
TNFa qui participe a la réponse immune médiée par les monocytes et les macrophages.
Parmi les genes qui sont DE+ chez les singes décédés a 11 jpi, on retrouve
essentiellement des genes impliqués dans la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
(TLR4, FGR, HCK), facilitant en particulier la réponse IFN (NOD2, IFNGR2).

L’état transcriptomique des genes cytokiniques en est accord avec les réponses T
et monocytaire précédemment observées, en effet il permet de constater une forte
réponse cytokinique chez les singes décédés uniquement, tandis que seulement trois
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Genes antiviraux stimulés par I'lFN
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Figure 61. Analyse différentielle des génes impliqués dans la réponse immune dans le rein

lors de linfection par LASV. Les geénes d'intérét sont regroupés pour former des groupes

fonctionnels : genes antiviraux stimulés par 'IFN, réponse des LT, réponse des monocytes, cytokines et

récepteurs généraux, a-chimiokines et récepteurs, B-chimiokines et récepteurs, interleukines et récepteurs.

Les valeurs de chaque géne sont centrées par rapport a la moyenne du groupe Mock (non présenté) et

normalisées par 1’écart-type. Les moyennes de chaque condition (Mock, AVy;, AV, Josiahy; et Josiahyii)

ont été comparées par ANOVA et les génes en gras présentent une différence statistique au sein d’au

moins un des groupes sur les cing. * : p(AV,1 vs Mock) < 0,05 ; § : p(Josiahyi; vs Mock) < 0,05 ; + :
p(AVi1 vs Josiahyi) < 0,05.
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genes associés aux cytokines sont DE+ chez les singes survivants : TNFSF13, IFNAR2
et SOCS3. Nous avons déja décrit TNFSF13 plus haut, et IFNAR2 est une des deux
sous-unités qui compose le récepteur membranaire aux IFN de type I, il joue donc un
role important dans la mise en place de la réponse IFN. SOCS3 est quant a lui
impliqué dans la boucle de régulation négative de la sécrétion des cytokines, il a donc
un role anti-inflammatoire, justifiant a nouveau le faible niveau inflammatoire mesuré
dans le rein des singes infectés par LASV AV. En revanche les genes cytokiniques sont
tres nombreux a étre DE+ dans les reins des singes décédés a 11 jpi, et on assiste,
comme dans le poumon, a l'activation d’'un mélange de signaux contradictoires a la fois
pro- et anti-inflammatoires caractéristiques d’une réponse immunitaire dérégulée et
inefficace. Bien que les ISG soient fortement stimulés a 5 jpi dans les deux conditions,
on note que cela ne se traduit pas immédiatement par une forte activation de la
transcription des genes de cytokines, ce qui peut s’expliquer par la faible proportion de
cellules immunitaires dans le rein.

3.B.iv. Analyse différentielle de l’expression génique dans les glandes surrénales

Le profil transcriptomique des glandes surrénales met en évidence un
comportement intermédiaire entre celui observé dans les poumons et celui observé dans
le rein (cf. Figure 62). En effet, le profil entre les deux conditions d’infection est tres
comparable a 5 jpi, les mémes genes sont DE- et DE+ dans chacune des conditions (cf.
heatmap générale), et les génes DE+ semblent étre en majorité des ISG (OAS2, MX1,
ISG15) ou des genes associés a linflammation, comme CXCL11 qui recrute
sélectivement les L'T activés. Lors de la phase aigué cependant, si I’état transcriptionnel
des glandes surrénales des singes survivants semble étre resté constant depuis la phase
d’incubation, on assiste a une intensification de I'expression différentielle des genes chez
les singes décédés. On identifie notamment des geénes d’immunoglobulines
spécifiquement exprimés chez les singes décédés (IGKC, IGHG1/2/3/4) ce qui peut
suggérer un afflux de LB.

La réponse des ISG est trés similaire a celle observée dans le poumon, avec une
tres forte activation généralisée de ces genes dans les deux conditions d’infection a 5
jpi, et un retour au niveau presque basal dans les glandes surrénales des survivants
uniquement & 11 jpi (cf. Figure 63). 36 geénes parmi les 48 de ce groupe de geénes sont
significativement DE+ chez les décédés comparativement aux survivants a 11 jpi. De
maniére intéressante, on a pu remarquer que trois genes d’ISG (NEXN, CDKNIC et
LAMP3) restaient systématiquement a leur niveau basal d’expression ou étaient DE- a
11 jpi chez les singes décédés, et ce a la fois dans le poumon, les reins et les glandes

surrénales.

Les geénes de la réponse T sont pour la plupart DE+ au cours de la phase aigué
chez les singes décédés, mais on observe que c’est également le cas de certains genes
chez les singes survivants. En particulier, on note que les genes impliqués dans
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l'activation de la cytotoxicité des cellules NK (PRF1, GZMA/B, SH2D1A) sont
significativement DE+ chez les singes infectés par LASV AV comparé aux singes Mock,
ainsi que plusieurs geénes impliqués dans la signalisation de la voie du TCR (CD2, CD6,
CD247, LCK, ITK) et le géne de régulation de la voie NF-kB, PRKCH. Chez les singes
décédés, on remarque la aussi 'absence de DE+ des genes de régulation impliqués dans
la fin du processus inflammatoire (LEF1, GATA3, XCL1/2). On notera que le géne
NKG7, supposément nécessaire a la dégranulation des cellules NK et des LT
cytotoxiques, n’est pas DE+ dans le rein et les glandes surrénales, alors qu’il I'est dans
les poumons (significativement chez les survivants).

Dans les deux conditions d’infection, on remarque que la réponse monocytaire est
beaucoup plus marquée que dans les poumons et dans les reins. On assiste en effet a
une augmentation forte de I'expression d’'un grand nombre de genes, et ce des 5 jpi, une
réponse qui s’intensifie spécifiquement chez les singes décédés au pic des symptomes.
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Figure 62. Analyse différentielle de ’expression génique dans les glandes surrénales des
singes infectés. A. Volcano plots exposant la répartition des différences d’expression génique
individuelles entre les conditions précisées a gauche de chaque graphique. Chaque point représente un
gene et les points en rouge représentent les genes dont la différence d’expression entre les deux conditions
est statistiquement trés significative (p < 1.10%) avec |loga(FC)| > 1. Quand on compare X vs Y,
log2(FC) > 0 implique Expression(X) > Expression(Y) et logs(FC) < 0 implique Expression(X) <
Expression(Y). B. Heatmap des geénes les plus différentiellement exprimés, les valeurs de chaque geéne
sont centrées par rapport a la moyenne du groupe Mock et normalisées par I’écart-type.
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Figure 63. Analyse différentielle des génes impliqués dans la réponse immune dans les
glandes surrénales lors de l’'infection par LASV. Les genes d’intérét sont regroupés pour former
des groupes fonctionnels : génes antiviraux stimulés par 'IFN, réponse des LT, réponse des monocytes,
cytokines et récepteurs généraux, a-chimiokines et récepteurs, B-chimiokines et récepteurs, interleukines
et récepteurs. Les valeurs de chaque géne sont centrées par rapport & la moyenne du groupe Mock (non
présenté) et normalisées par I’écart-type. Les moyennes de chaque condition (Mock, AV; AV, Josiahy;
et Josiahj;) ont été comparées par ANOVA et les génes en gras présentent une différence statistique au
sein d’au moins un des groupes sur les cing. * : p(AV,1 vs Mock) < 0,05 ; §: p(Josiahyi; vs Mock) <
0,05 ; + : p(AVyy; vs Josiahy) < 0,05.
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En détail, on détecte dans les deux conditions d’infection des genes pro-inflammatoires
étant DE+ (TLR4, TLRS8, TNFSF13, FGR, HCK), témoignant dun état
d’inflammation avancée dans les glandes surrénales de tous les singes. Ce phénomene
est cependant plus fort chez les singes mortellement infectés, dont un plus grand
nombre de genes pro-inflammatoire est DE4+ (NOD2, TGFB1, FCGR2A/B/C) ou
simplement encore plus DE+ que chez les singes survivants. On notera que le gene
TBXASI1, qui catalyse la conversion de la prostaglandine H2 en thromboxane A2, un
inducteur fort de la vasoconstriction et des processus de coagulation, est fortement
DE+ dans les reins et les glandes surrénales des singes décédés a 11 jpi spécifiquement,
et chez tous les infectés dans le poumon. Cela correle avec 1'état physiologique
d’hypovolémie et de perméabilité accrue de I’endothélium vasculaire.

Le profil transcriptomique des geénes cytokiniques montre une ED+ de
nombreuses cytokines pro- et anti-inflammatoires chez les singes décédés a 11 jpi. A 5
jpi, les profils des singes survivants et décédés sont tres comparables, et il reste
constant chez les singes survivants a 11 jpi, s’amplifiant fortement chez les singes
infectés par LASV Josiah. La tolérance immunitaire des glandes surrénales induite par
la forte présence de cortisol dans cet organe peut contribuer a expliquer le haut niveau
de sécrétion de cytokines lors de l'infection par LASV.

3.C. Comparaison des syndromes observés dans les organes des
singes infectés par LASV avec des pathologies cliniquement décrites

Nous avons également souhaité utiliser les données de transcriptomique sur
organes totaux pour rechercher des similitudes entre la pathologie induite dans les
organes lors de linfection par LASV et d’autres pathologies connues affectant ces
mémes organes. Dans ce but, nous avons identifié des groupes de genes dont 'ED avait
au préalable était décrite dans ces organes au cours d’autres pathologies, et nous nous
sommes intéressés a leur niveau d’expression dans nos modeles. Cette approche
comparative a pour objectif d’appréhender plus en détail la symptomatologie de
Iinfection dans les organes centraux, et d’éventuellement identifier des axes de
traitement si toutefois les pathologies approchantes en disposent.

3.C.i.  La pathologie pulmonaire

La pathologie terminale de la FL a été rapprochée de la pathologie causée lors
d’un choc septique, qui affecte généralement la fonction de tous les organes, c’est
pourquoi nous avons sélectionné une liste de genes qui sont significativement DE+ ou
DE- dans les PBMC lors du sepsis 23, et I'avons utilisée pour comparer les profils
transcriptomiques mesurés dans les organes (cf. Figure 64). Nous avons déja soumis
cette méme liste de genes a la comparaison avec le transcriptome obtenu dans les
PBMC, et les résultats étaient assez concordants, c¢’est pourquoi nous I'avons conservée
pour effectuer la méme comparaison dans les autres tissus. En parallele, nous avons
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aussi comparé les résultats obtenus lors de la FL a une liste de geénes identifiés comme
DE+ ou DE- lors de la lésion pulmonaire aigué (syndrome précédant le SDRA et

. 1 P d . f . e d . l s 301\ s d . d d N 1
souvent assimilé a ce ernier, pariois 1mn uit par le sepsis induite dans un modele
murin.
Sepsis Lésion pulmonaire aigué (LPA)
Génes uprégulés Génes downregules Génes uprégulés Génes downrégulés
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Figure 64. Analyse comparative de l'infection par LASV avec le sepsis et la LPA dans le
poumon. Niveau d’expression différentiel de groupes de genes décrits pour étre positivement ou
négativement régulés lors du sepsis (gauche) et positivement ou négativement régulés lors de la lésion

N

pulmonaire aigué (droite), comparativement & l’expression dans les poumons des singes Mock. Les
valeurs de chaque géne sont centrées par rapport a la moyenne du groupe Mock (non présenté) et
normalisées par P'écart-type. Les moyennes de chaque condition (Mock, AV et Josiah) ont été comparées
par ANOVA et les génes en gras présentent une différence statistique au sein d’au moins un des groupes
sur les trois. * : p(AV vs Mock) < 0,05 ; § : p(Josiah vs Mock) < 0,05 ; + : p(AV vs Josiah) < 0,05.

Si la similiyude observée avec le profil transcriptomique du sepsis est forte pour
les genes DE+ (29/46 significativement DE+) chez les singes infectés par LASV Josiah,
on ne peut absolument pas en dire autant dans la liste des geénes DE- (0/27). D’apres
les observations dans les différentes études de transcriptomique sur le sepsis, les genes
DE- sont essentiellement associés a 'immunité des LT et des NK, or ces deux réponses
sont tres DE+ lors de l'infection par LASV dans le poumon. La réponse observée avec
LASV AV est encore plus éloignée du profil transcriptomique du sepsis.
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La comparaison avec la LPA montre un profil qui est généralement similaire avec
cette pathologie, la majorité des variations observées chez les singes infectés par LASV
Josiah allant dans le méme sens que celui observé lors de la LPA. Cependant, ces
variations ne sont pas toutes mesurées a un niveau suffisant pour étre statistiquement
significatives, seulement 15/43 geénes sont significativement DE+ parmi la liste
correspondante et 14/44 sont DE- parmi 'autre liste. Au sein des geénes qui sont DE-
lors de la LPA et DE+ lors de linfection par LASV Josiah, on identifie des genes
impliqués dans la migration et 'attraction des LT dans le tissu (ADGRE5 et CHST2)
ainsi qu'un gene nécessaire a la nécroptose induite par le TNFa (ZBP1). Enfin, parmi
les genes qui sont DE+ lors de la LPA et DE- lors de l'infection par LASV Josiah, on
détecte un gene promoteur de 'angiogenese et de la prolifération cellulaire (CCN1) et
un gene a lactivité anticoagulante (PLA2GT).

Infection par SARS-CoV?2

Nous avons sélectionné un groupe de genes subissant une forte modification de
leur expression (|logo(FC)|> 3,58, pay < 0,05) lors de linfection de I'humain par
SARS-CoV2, relativement a des patients sains, dans des échantillons de poumons
humains prélevés post-mortem 2%, Deux listes de 134 et 161 genes respectivement
DE+ et DE- ont été établies et les niveaux d’expression des genes en question ont été
évalués lors de l'infection par LASV AV et LASV Josiah (cf. Figure 65).

Les résultats montrent que 60% de la signature d’uprégulation génique induite
par le SARS-CoV2 dans le poumon est récapitulée par l'infection par LASV Josiah,
contre 38% par LASV AV. En revanche, la signature des génes DE- est recouvrée a
hauteur de ~20% seulement par les deux conditions d’infection & LASV. Malgré le fait
que la FL ne soit pas une infection virale essentiellement pulmonaire, la forte
correspondance de la signature des geénes DE+ lors des infections par LASV Josiah et
par SARS-CoV2 démontre probablement des mécanismes communs a l'origine de la
pathologie observée dans le poumon lors de ces deux maladies. Si on s’intéresse aux
ontologies présentes dans la liste des 134 genes uprégulés lors de linfection par le
SARS-CoV2, on remarque que celle-ci contient un grand nombre d’ISG connus pour
leurs roles dans la réponse innée dirigée contre les pathogenes et plus spécifiquement
contre les virus. On y trouve notamment les genes de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires et chimiotactiques (CCL4, TNF, CXCL10, 1L27, TNFSF13B, CCLS,
CCL11, CCL19), récepteurs de cytokines (IL2RG), protéines ayant une activité
antivirale ciblée (OAS1, OAS2, OAS3, MX1, MX2, IFIT1, IFIT2, IFIT3, IFI6, ISG15,
IFITM1) et des marqueurs d’activité immunosuppressive d’origine myéloide (S100AS,
CEACAM]1). Cette réponse semble induire un environnement tres riche en cytokines
pro- et anti-inflammatoires, signe d’une réponse dérégulée et non controlée

probablement délétere.
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Génes uprégulés lors de l'infection par SARS-CoV2 Geénes downrégulés lors de l'infection par SARS-CoV2
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Figure 65. Analyse comparative de linfection par LASV avec la pathologie pulmonaire
induite par SARS-CoV2. Niveau d’expression différentiel de groupes de genes décrits pour étre
positivement (gauche) ou négativement (droite) régulés lors de linfection par SARS-CoV2,
comparativement a l’expression dans les poumons des singes Mock. Les valeurs de chaque géne sont
centrées par rapport & la moyenne du groupe Mock (non présenté) et normalisées par 1'écart-type. Le
tableau montre le nombre absolu et le pourcentage de genes suivant significativement la méme tendance
d’expression différentielle que lors de l'infection par SARS-CoV2. Les moyennes de chaque condition
(Mock, AV et Josiah) ont été comparées par ANOVA et les génes en gras présentent une différence
statistique au sein d’au moins un des groupes sur les trois. * : p(AV vs Mock) < 0,05 ; § : p(Josiah vs
Mock) < 0,05 ; + : p(AV vs Josiah) < 0,05.
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Dans l'objectif de clarifier les comportements des différents genes pulmonaires au
cours des pathologies létale et non létale, nous avons sélectionné les génes pour lesquels
au moins une des conditions d’infection était significativement identique a celle
observée avec SARS-CoV2, et les avons présentés dans un diagramme de Venn (cf.
Figure 66) 3. Cela représente 96 geénes parmi les 134 DE+ et 62 parmi les 161 DE-
lors du COVID-19.

Répartition des génes présentant au moins une uprégulation avec pagj < 0,05 :

Padgi{Jos vs AV) < 0,05

n=96 génes

* : (Mock = AV) < Josiah
** : Mock < AV < Josiah

KKK = — H
Pagi{JOs vs Mock) < 0,05 : Mock < (AV = Josiah)

15 *%x% 2

padj(AV vs Mock) < 0,05

Répartition des génes présentant au moins une downrégulation avec pagj < 0,05 :

Padj (Jos vs AV) < 0,05

n=62 genes

Padj (Jos vs Mock) < 0,05

Padi (AV vs Mock) < 0,05

Figure 66. Comportement des génes montrant une ED comparable a celle mesurée lors du
COVID-19. Diagrammes de Venn répartissant les genes ayant une ED significativement comparable a
celle observée lors du COVID-19 (DE+ en haut, DE- en bas) en regard des p-values obtenues dans les
différentes comparaisons de chacun d’entre eux (AV vs Mock, Josiah vs Mock, Josiah vs AV). Les
différents comportements observés chez les génes DE+ sont marqués par des étoiles (¥, ** et ***) et

explicités a droite.
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Parmi les genes significativement DE+ dans au moins une des conditions
d’infection, on remarque que 60% d’entre eux (58/96) se caractérisent par une ED
significativement plus forte chez les singes infectés par LASV Josiah que chez les singes
infectés par LASV AV. Ceci traduit un phénotype intermédiaire de la pathologie
observée chez les singes survivants, qui montrent des similitudes avec l'infection par
SARS-CoV2 mais dans des proportions bien moindre que la pathologie induite par
LASV Josiah. Cette observation permet de niveler la sévérité de la pathologie mesurée
dans le poumon lors de nos deux conditions d’infection.

3.C.i1.  La pathologie rénale

Nous nous sommes intéressés a la pathologie rénale avec la méme approche vis-a-
vis des genes du sepsis, et nous avons sélectionné une liste de genes dont 'uprégulation
a été associée a l'insuffisance rénale aigué (IRA) * décrite comme un syndrome majeur
associé a la létalité de la FL chez I'humain .
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Figure 67. Analyse comparative de l’infection par LASV avec le sepsis et 'IRA dans le
rein. Niveau d’expression différentiel de groupes de genes décrits pour étre positivement ou
négativement régulés lors du sepsis (gauche) et positivement régulés lors de l'insuffisance rénale aigué
(droite), comparativement a I’expression dans les reins des singes Mock. Les valeurs de chaque géne sont
centrées par rapport & la moyenne du groupe Mock (non présenté) et normalisées par 1’écart-type. Les
moyennes de chaque condition (Mock, AV;, AV, Josiahj; et Josiahyii) ont été comparées par ANOVA
et les genes en gras présentent une différence statistique au sein d’au moins un des groupes sur les cing.
*: p(AVy vs Mock) < 0,05 ; § : p(Josiahyii vs Mock) < 0,05 ; + : p(AV,1; vs Josiahy) < 0,05.
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On observe dans le rein une signature comparative de la FL avec le sepsis qui est
tres similaire a celle précédemment décrite dans le poumon (cf. Figure 67). En effet, si
les genes DE+ lors du sepsis le sont majoritairement aussi au pic de la phase aigué lors
de T'infection 1étale par LASV (23/46), les geénes qui sont décrits comme DE- lors du
sepsis sont en revanche essentiellement DE+ lors de la FL létale. De tres légeres
variations d’expression sont observées au cours de la FL non létale, elles ne sont pas
significatives et suggerent a nouveau une pathologie rénale bénigne chez les singes

survivants.

Le profil transcriptomique du rein lors de la FL, méme létale, est éloigné de celui
de 'IRA, pourtant fréquemment décrite chez '’humain. Parmi les rares genes de cette
liste significativement DE+ lors de la FL fatale, on note la présence de deux genes
importants de l'activation du complément : C3 et CFB.

3.C.ii1. La pathologie surrénalienne

Le niveau d’infection des glandes surrénales, ainsi que leur réle central dans le
maintien de la tension artérielle, qui est une constante défaillante lors de la FL létale,
nous ont amené a vouloir vérifier si la fonction surrénalienne était atteinte lors de
I'infection. C’est pourquoi nous avons choisi des listes de geénes dont l'expression est
associée a linsuffisance surrénalienne, qui se manifeste par un déficit de sécrétion
d’hormones stéroides (essentiellement du cortisol) par les glandes surrénales 7. Les
causes d'une insuffisance surrénalienne peuvent étre centrales ou locales (primaires),
nous avons donc choisi deux listes de genes dont I'expression est associée a
I'insuffisance surrénalienne centrale causée par un déficit d’ACTH (hormone
corticotrope) ** et a linsuffisance surrénalienne causée par un dysfonctionnement

W9 respectivement. Il n’est cependant pas

primaire interne aux glandes surrénales
précisé par I'équipe qui a fourni ces listes de geénes lesquels étaient DE+ et DE- lors de
I'insuffisance surrénalienne. Nous avons conservé la comparaison avec les geénes du

sepsis également.

Chez les singes infectés par LASV Josiah a 11 jpi, un certain nombre de genes de
la liste de l'insuffisance surrénalienne sont significativement DE (cf. Figure 68). Parmi
les genes DE4, on identifie des genes clés de la fonction endocrine des glandes
surrénales, dont MRAP qui est impliqué dans la voie de signalisation induite par
I’ACTH, et CYP11B1/2 qui est une enzyme centrale pour la biosynthese des gluco-
(cortisol) et des minéralocorticoides (aldostérone). On identifie aussi des genes jouant
un role dans I'immunité antivirale (NFKB2, WWOX, SAMD9) et dans la réparation
tissulaire (PDGFB, SAMDO9). Parmi les genes DE- on identifie également plusieurs
genes impliqués dans la biosynthese des corticoides (HSD3B2, POMC) et dans la
régulation de leur sécrétion (HSD11B2, NROB1, NR3C2). Ces régulations d’expression
génique ne semble pas toutes aller dans le méme sens biologique, nous ne pouvons donc
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pas conclure a une insuffisance surrénalienne avec ces simples données, et encore moins

a déterminer sa potentielle origine.
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Figure 68. Analyse comparative de l’infection par LASV avec l'insuffisance surrénalienne et

le sepsis dans les glandes surrénales. Niveau d’expression différentiel de groupes de geénes décrits

pour &tre positivement régulés lors de l'insuffisance surrénalienne globale, centrale ou primaire (gauche)

et positivement ou négativement régulés lors du sepsis (droite), comparativement & I’expression dans les

glandes surrénales des singes Mock. Les valeurs de chaque geéne sont centrées par rapport a

la moyenne

du groupe Mock (non présenté) et normalisées par l'écart-type. Les moyennes de chaque condition

(Mock, AV s, AV, Josiahy; et Josiahji) ont été comparées par ANOVA et les génes en gras présentent

une différence statistique au sein d’au moins un des groupes sur les cing. *

§ : p(Josiahyi vs Mock) < 0,05 ; + : p(AVyi1 vs Josiahjy) < 0,05.
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Les genes associés au sepsis montrent quant a eux un profil similaire a ce qui a
été observé dans les autres organes, avec la majorité des genes étant DE+ lors de la
FL, indépendamment du fait qu’ils soient DE+ ou DE- lors du sepsis. Parmi les genes
DE+, 26/46 le sont également dans les surrénales des singes infectés par LASV Josiah
a 11 jpi.

Dosage des hormones corticoides

L’histologie des glandes surrénales ainsi que les différentes zones impliquées dans
la sécrétion hormonale sont décrites dans la Figure 69. On y remarque aussi la
présence de cellules surrénaliennes infectées dans toutes les zones des glandes

surrénales.
Zone corticale
medullaire Zone réticulée Zone fasciculée glomérulée

Minéralo-

Catécholamines Androgéenes Glucocorticoides .
o . . . corticoides

Adrénaline Oestrogenes/Testostérone Cortisol ]
Aldostérone

Figure 69. Description des zones fonctionnelles de la glande surrénale. Hybridation in situ des
ARN viraux de LASV grace a 'utilisation de sondes spécifiques des séquences de la NP LASV Josiah.
Les légendes au-dessus de I'image montrent les couches histologiques de la glande surrénale. Les 1égendes
au-dessous de I'image renseignent sur les familles d’hormones sécrétées par chaque zone et précise le nom
des hormones principales (en couleur).

Les résultats de transcriptomique ne permettant pas de conclure sur I'état de la
fonction endocrine des glandes surrénales, nous avons également dosé les hormones
corticoides impliquées dans ’homéostasie (cortisol) et dans la régulation de la tension
artérielle (aldostérone) dans le plasma des animaux infectés au cours de la maladie. Par
ailleurs, la sécrétion de l'aldostérone est controlée par 'axe de régulation rénine-
angiotensine-aldostérone. La rénine est sécrétée par les cellules principales du rein en
cas d’hypoperfusion, son augmentation a pour conséquence la hausse de la sécrétion
d’aldostérone — qui est une hormone hypertensive — par les glandes surrénales. Le
dosage de la rénine en parallele de I'aldostérone permet de vérifier si les variations de
sécrétion d’aldostérone sont induites de maniere centralisée ou si la fonction de

sécrétion est dérégulée depuis la glande elle-méme.
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Figure 70. Niveaux plasmatiques d’hormones surrénaliennes et rénales lors de l’infection
par LASV. Dosages plasmatiques des hormones surrénaliennes (en haut) : évolution de ’aldostérone au
cours de l'infection (& gauche) et niveaux de cortisol chez les singes contrdles, survivants et décédés au
pic de la phase aigué (a droite). Dosage plasmatique de la rénine au cours de linfection (en bas). Les
valeurs obtenues a 0 jpi proviennent de plasma prélevé avant l'infection, elles représentent donc les
valeurs basales de chaque individu. Les valeurs de cortisol ont été comparées par ANOVA suivie du test
de comparaison multiple de Tukey. Pour 'aldostérone et la rénine, les conditions AV et Josiah ont été
comparées par test t de Student. L’évolution temporelle au sein de chaque groupe a été vérifiée par
ANOVA sur mesures répétées. * : p < 0,05 ; ** : p < 0,01.

On mesure une augmentation significative de la concentration plasmatique de
rénine a 7 jpi chez les singes décédés comparé aux singes survivants (cf. Figure 70).
Ce pic de rénine a pour conséquence une tres forte augmentation de l’aldostérone
plasmatique a 12 jpi chez les singes décédés uniquement. Ces observations témoignent

d’une tentative de réaction physiologique induite par ’hypovolémie caractéristique de
la FL fatale.

On mesure également une légere — mais significative — augmentation du cortisol
plasmatique chez les singes décédés a 12 jpi par rapport aux singes controles.
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3 Discussion et perspectives

1. Cibles virales précoces, dissémination et tropisme tardif

Notre étude a été spécialement organisée pour étudier les temps précoces (2 jpi) et
la période d’incubation (5 jpi) de la FL, la majorité des études existantes effectuées sur
des singes cynomolgus se limitant aux stades plus tardifs de I'infection !%. Le modele
actuellement admis identifie les DC et les macrophages/monocytes comme étant les
cibles précoces de linfection par LASV 231 dans la muqueuse pulmonaire et qui,
migrant dans les OLS, y acheminent par conséquent le virus. Les OLS sont des zones
de réplication virale établies qui sont a l'origine de la forte augmentation de la virémie.
La phase de dissémination vers les organes non lymphoides qui a lieu spécifiquement
lors de linfection létale n’est pour l'instant pas expliquée dans le détail. Bien que
I'intensité de la virémie soit considérée comme un marqueur pronostic fort chez
I’humain, elle n’est pour autant pas nulle chez environ deux tiers des individus qui
survivent a I'infection #7. C’est également le cas dans notre modele de FL non 1étale, au
cours de laquelle tous les singes atteignent une virémie plasmatique comprise entre 102
et 10* FFU/mL, contre une virémie a 10° FFU/mL dans le plasma des singes décédés
18277 Par conséquent le virus LASV circule aussi dans 1'organisme des singes qui ne
succombent pas a linfection, et les tissus de certains organes connus pour étre
permissifs a 'infection par LASV AV in vitro sont naturellement au contact du virus,

sans en étre infectés.
1.A. Cibles précoces de l’infection et colonisation des OLS

Nos résultats semblent tout d’abord confirmer la nature des cellules précocement
infectées, puisque la morphologie des cellules infectées présentes dans les OLS et leur
localisation dans les zones afférentes des 2 jpi permet de les classifier parmi les cellules
présentatrices d’antigenes (DC et macrophages). Il n’est par ailleurs pas surprenant de
constater que ces cellules infectées sont plus présentes a 2 jpi dans les GGI des animaux
que dans les GGM et qu’elles sont absentes dans la rate. En effet, I'injection sous-
cutanée du virus est effectuée dans la cuisse des singes, les GGI sont donc les premiers
ganglions drainant la lymphe — et les CPA — provenant des tissus infectés. La présence
de foyers infectieux dans la peau a proximité du site d’injection a 2 jpi a pu étre
confirmée par HIS mais la pietre qualité des prélevements ne nous a pas permis
d’identifier ces cellules, bien qu’elles soient localisées dans le derme. Nous sommes
toutefois parvenus a mettre en évidence des foyers d’infection dans l’épiderme avec
LASV Josiah mais & un stade beaucoup plus tardif, & 11 jpi (cf. Annexes), ce qui

189

confirme des données histologiques obtenues dans le cobaye ™ qui soulignent I'infection

de I'épiderme associée & une dermatite tardive (entre 10 et 16 jpi). Nous ne disposions
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pas d’anticorps fonctionnel contre les DC (bien que nous ayons essayé plusieurs clones
de DC-SIGN, CDlc et CD1lc) pour confirmer de maniére certaine avec des doubles
marquages leur infection, mais l'infection des macrophages/monocytes par les deux
souches de LASV a été montrée a partir de 5 jpi dans les OLS. A ce stade de
I'infection, encore tres précoce, il est intéressant de noter qu’on a observé la présence de
LASV AV et LASV Josiah dans les 5 organes lymphoides inclus dans notre étude : les
GGI, les GGM, la rate, le GALT et le thymus (données manquantes pour AV). Ces
organes ont des localisations assez variées dans l'organisme, ce qui permet de montrer
la rapidité de la migration des CPA infectées vers les organes lymphoides des animaux.
Il nous parait raisonnable d’avancer qu’a 5 jpi, les CPA infectées ont atteint la grande
majorité des tissus lymphoides de l'organisme des singes, et ce quelle que soit leur
distance par rapport au site d’infection. Cette rapide dissémination implique une
permissivité treés forte des macrophages/monocytes et des DC a l'infection par LASV,
puisqu’un pool conséquent de cellules infectées est nécessaire pour répandre le virus
dans tous ces organes. Nous avons aussi identifié des neutrophiles positifs pour
Iexpression de la GP virale de Josiah dans les OLS et dans les poumons, ce qui & notre
connaissance n’avait jamais été décrit auparavant. Toutefois, les neutrophiles ont une
activité phagocytique tres forte, il est donc possible que la présence de matériel viral
dans ces cellules soient en partie causée par la phagocytose d’autres cellules infectées.
Enfin, nous avons mis en évidence l'infection des FRC dans les OLS de tous les singes,
bien que ce tropisme soit beaucoup plus avancé chez les singes décédés que chez les
survivants. Une unique étude avait précédemment montré l'infection des FRC par
LASV Josiah chez le singe cynomolgus *!!, et ce tropisme particulier a également été
mis en avant dans un modele d’infection chronique par LCMV 31235 chez la souris.
Cette population cellulaire semble étre particulierement permissive aux virus causant
des FHV, puisqu’il a été montré que les FRC sont massivement infectées par les
Filovirus (EBOV et MARV) avec un effet cytopathique fort 31314315 A T'inverse, un tel
effet cytopathique n’a pas été mis en évidence lors de l'infection par LASV, qui ne
s’accompagne pas non plus d’une déstructuration forte des zones lymphoides des OLS,
contrairement a ce qui a pu étre observé avec LCMV. Il est aujourd’hui admis que les
FRC sont des actrices majeures de la mise en place de lI'immunité adaptative,
notamment grace a leur role structural qui permet la zonation fonctionnelle des OLS et
les mouvements cellulaires au coeur des follicules *%, et également grace a une activité
importante de régulation des réponses des diverses cellules hématopoiétiques par la
sécrétion de cytokines 3193, Une défaillance fonctionnelle de ces cellules peut engendrer
une immunosuppression durable, le réseau fibroblastique étant essentiel pour
I'adressage des LT, des LB et des DC vers les différentes zones des OLS ou la réponse
adaptative est initiée grace a leurs interactions multiples . Les expériences réalisées
lors de cette these n’ont pas permis d’identifier de phénomene net de disparition des
FRC, de déstructuration forte du réseau ou de dérégulation de leur fonction au cours
de linfection létale. Cela est en accord avec les données obtenues chez 'humain, qui
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mettent en évidence la présence de foyers nécrotiques avec dépot de fibrine dans la rate
mais sans pour autour décrire une déstructuration forte du réseau '® comme cela a pu
étre décrit lors de linfection chronique et aigué a LCMV notamment **. Cet axe
nécessite toutefois d’étre investigué plus en profondeur, que ce soit sur des modeles
cellulaires de FRC ou bien grace a des expériences d’HIS visant les ARNm de certaines
cytokines spécifiquement sécrétées par les cellules stromales (CCL21, CXCL13).

1.B. Dissémination systémique

Comme indiqué précédemment, la question des mécanismes a l'ceuvre lors de la
dissémination n’est pas encore résolue, bien qu’une forte virémie semble jouer un role
important dans le pantropisme observé uniquement dans les cas séveres de FL. Cela ne
semble cependant pas suffisant pour justifier un modele de « tout ou rien » qui serait
caractérisé par un tropisme généralisé chez les singes décédés et un tropisme cantonné
aux OLS chez les singes survivants, puisque des particules infectieuses circulent en
quantité non négligeable dans le sang des survivants également (10° FFU/mL en
moyenne). Nos observations nous ont amené a formuler plusieurs hypotheéses pour
expliquer la différence de tropisme observée entre LASV AV et LASV Josiah.

1.B.i. Hypothese de dissémination via les monocytes

Nous avons noté que dans le foie a 5 jpi, les premieres cellules infectées lors de
Iinfection létale sont des cellules immunitaires présentes dans des infiltrats
inflammatoires. Ces infiltrats contenant des cellules infectées sont également présents —
bien que rares — dans le foie et les glandes surrénales des singes survivants a 11 jpi,
sans toutefois qu’on y observe d’hépatocytes ou de cellules surrénaliennes atteintes par
Iinfection. Cela nous a conduits a formuler I’hypothése selon laquelle les premieres
cellules infectées au sein des organes non lymphoides seraient des cellules immunitaires
— probablement des macrophages/monocytes ou des neutrophiles — infiltrées dans les
tissus et préalablement infectés. La présence de monocytes circulants infectés dans les
sinus hépatiques des singes survivants vient appuyer cette idée, mais il reste a expliquer
pourquoi ils ne pénetrent pas les tissus. Nous avions déja observé cette tendance dans
une autre étude publiée en 2022 s’intéressant a la pathogenese de deux souches de
LASV issues des clades II et VII (baptisées 1.2 et L7 respectivement). Dans le foie des
singes infectés par L2 et L7, des infiltrats inflammatoires contenant des cellules
infectées et également de nombreux neutrophiles ont pu étre observés, et seul un singe
sur les trois infectés par L2 montrait un tropisme fort pour les hépatocytes 2. Ce
phénomene a encore été identifié dans les reins des singes infectés par L2, et une autre
étude sur des singes cynomolgus a montré la présence de foci inflammatoires contenant

de nombreuses cellules infectées dans le tronc cérébral des animaux '%.

Cependant, une des interrogations principales soulevées par cette hypothese est la
cause de la diapédese supposée des monocytes infectés dans les tissus périphériques
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alors non infectés. En effet, si on part du postulat que ces cellules infiltrantes sont les
premieres a étre infectées dans le tissu, on peut s’interroger sur la présence et la nature
des signaux qui conduisent a leur recrutement dans les organes, en I’absence d’infection
virale. On sait que la diapédese des monocytes est essentiellement induite par la
production de CCL2 dans les tissus et est médiée par CCR2 3 or dans tous les
organes périphériques ou nous avons réalisé des analyses de transcriptome (foie,
poumon, rein, glandes surrénales) on observe une augmentation significative de
Iexpression des genes associés a CCL2 et CCR2 chez les animaux infectés par LASV
Josiah au moment de la phase aigué. Cette augmentation n’est pas observée chez les
singes infectés par LASV AV, a l'exception du tissu pulmonaire. Cependant nous ne
détectons pas de différence significative d’expression de ces genes dans le transcriptome
des organes aux temps plus précoces de linfection (5 jpi). Il est en revanche tres
intéressant de voir que les genes codant pour CCL2 et CCL8 (une autre chimiokine
spécifique des monocytes) sont surexprimés dans les PBMC des singes infectés par
LASV Josiah uniquement a partir de 2 jpi ?7. Cette surexpression s’intensifie chez les
singes décédés a 4 jpi, tandis qu’elle apparait également chez les singes survivants. Une
expression normale de ces genes dans les PBMC est retrouvée a 10 jpi dans les deux
conditions d’infection. Le dosage de CCL2 dans les plasmas des singes, réalisé en
parallele par Luminex, montre une augmentation modérée de la quantité de cette
cytokine par rapport aux singes Mock (~300 pg/mL contre ~150 pg/mL chez les Mock)
des 4 jpi chez tous les singes infectés, suivie d'une augmentation extrémement forte qui
intervient a partir de 10 jpi chez les singes décédés uniquement (jusqu’a ~3000 pg/mL
au moment de la mort). Cette deuxiéme vague de sécrétion de CCL2 ne peut étre
imputée aux PBMC, qui ne surexpriment alors plus le gene associé, et il nous parait
aujourd’hui raisonnable d’avancer que ces taux tres élevés de CCL2 sont la conséquence
de son expression forte dans tous les tissus périphériques atteints par I'infection. Nous
ne disposons pas des mesures plasmatiques de CCLS8, mais sa dynamique d’expression
dans les PBMC et les autres organes investigués est similaire a celle de CCL2. En effet,
si 'expression du gene de CCLS8 retrouve son niveau basal a 10 jpi dans les PBMC de

198 \
, les

tous les singes infectés, elle augmente fortement en parallele dans le foie
poumons, les reins et les glandes surrénales des singes infectés par LASV Josiah
spécifiquement. Cette surexpression est déja observable a 5 jpi dans ces mémes organes
(a Pexception du poumon, dont les données sont manquantes) chez les singes décédés,
tandis qu’on ne la décele que dans les reins et les surrénales des singes survivants a
cette date, de maniere transitoire et moins intense. On peut donc supposer que les
variations de taux plasmatique de CCLS suivent de pres celles de CCL2, bien que cela

n’ait pas été vérifié.

Une des hypotheses consisterait a postuler que la hausse de CCL2 et CCLS8
sécrétées par les PBMC dans le plasma permet dans un premier temps un fort

325

recrutement de monocytes dans le sang depuis la moelle osseuse et que ces
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monocytes sont ensuite adress