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Résumé 

Les fièvres hémorragiques à virus Lassa (LASV) et Ebola (EBOV) représentent un important problème de 

santé publique en Afrique. Les réponses immunes et la pathogenèse associées à ces maladies sont peu 

connues. Les cellules NK ont un rôle important dans la réponse immune innée par leurs propriétés 

cytotoxiques, mais également dans l’induction des réponses adaptatives par leur production de cytokines 

et leurs interactions avec les cellules dendritiques (DC) et les macrophages. Ce projet s’attache à 

comprendre le rôle des cellules NK dans le contrôle de la réplication virale et dans l’induction des réponses 

immunitaires au cours de l’infection par LASV et EBOV.  

Un modèle in vitro de coculture de cellules NK humaines avec des DC et macrophages autologues a été 

développé. L’activation des cellules, la production de cytokines, la prolifération et la lyse induite par les 

cellules NK ont été analysées après l’infection par LASV et EBOV. Par ailleurs, les réponses des cellules NK 

en réponse à LASV ont été comparées avec celles induites lors de l’infection par le virus Mopeia (MOPV), 

très proche de LASV mais non pathogène pour l’homme.  

Nous avons montré qu’en présence de macrophages infectés par LASV ou MOPV, les cellules NK 

s’activent, prolifèrent et ont des capacités cytotoxiques augmentées. Cette réponse dépend à la fois des 

contacts cellulaires et de la réponse IFN de type I. Toutefois, ces cellules ne sont pas capables de lyser les 

cellules infectées et ne produisent pas d’IFN-γ. En revanche, les cellules NK ne sont pas activées en 

présence de DC infectées par LASV et MOPV.  

Nous avons ensuite disséqué l’importance de la réponse IFN de type I dans l’activation des cellules NK en 

utilisant des LASV recombinants mutés dans la séquence de la nucléoprotéine obtenus par génétique 

inverse et induisant la sécrétion de très fortes quantités d’IFN de type I. Les cellules NK s’activent et sont 

capables de lyser les cellules infectées lorsqu’elles sont stimulées par les macrophages mais également par 

les DC infectées par ces virus mutants. Cependant, de façon surprenante, les IFN de type I sécrétés en 

réponse à ces virus ne sont pas impliqués dans l’activation des cellules NK.  

L’infection par EBOV, comme LASV, n’induit pas l’activation des cellules NK en présence de DC. Les 

cellules NK ne sont que faiblement activées en présence de macrophages infectés par EBOV. Elles ne 

sécrètent pas de cytokines et leurs capacités cytotoxiques restent inchangées lors de l’infection par EBOV. 

Ces résultats permettent d’améliorer la compréhension des réponses immunes et des mécanismes de 

pathogenèse mis en place lors des fièvres hémorragiques Lassa et Ebola. 

  



  



Abstract 

The hemorrhagic fevers caused by Lassa (LASV) and Ebola (EBOV) viruses are important problems of 

public health in Africa. The immune responses and the pathogenesis associated with these diseases are 

unknown. NK cells are at the crossroads between the innate and adaptive immune responses through 

their abilities to secrete cytokines and kill the infected cells. The interactions between NK cells and 

dendritic cells (DC) or macrophages potentiate the immune responses. This project aims to understand 

the role of NK cells in the control of viral replication and in the induction of immune responses during 

LASV and EBOV infection. 

An in vitro model of coculture of human NK cells with autologous DC or macrophages has been set up. Cell 

activation, cytokine production, proliferation and NK cell-mediated killing were analyzed after the 

infection with LASV or EBOV. In addition, NK cell functions in response to LASV were compared with 

those induced during Mopeia virus (MOPV) infection, closely related to LASV but not pathogenic for 

humans. 

Here, we show that in the presence of LASV- or MOPV-infected macrophages, NK cells are activated, 

proliferate and have increased cytotoxic capacity. This process involves cell contact and type I IFN. 

However, these cells are neither able to kill the infected cells nor produce IFN-γ. In contrast, NK cells are 

not activated in the presence of LASV- or MOPV-infected DC.  

The importance of type I IFN response was further analysed by using reverse genetic recombinant LASV 

which hold a mutated nucleoprotein and which induce the secretion of high amounts of type I IFN. NK 

cells are activated and are able to kill the infected cells when stimulated by macrophages and DC infected 

by these mutant viruses. Surprisingly, the type I IFN which are secreted in response to these viruses are 

not involved in NK cell activation.  

EBOV infection does not lead to NK cell activation in the presence of DC. EBOC-infected macrophages 

induce low NK cell activation with no cytokine production or cytotoxicity. 

These results allow to better understand the immune responses and the mechanisms of pathogenesis 

associated with Lassa and Ebola hemorrhagic fevers. 

  



 

  



Abréviations 

Les abréviations correspondent aussi bien aux formes singulières que plurielles. Les abréviations des noms 

de virus ont été choisies selon la dénomination acceptée par le Comité International de Taxonomie des 

Virus (9ème rapport). De plus, afin de simplifier et d’éviter les confusions, la forme anglaise de certaines 

abréviations est préférée. 

 

α-DG : α-dystroglycane 

ADNc : ADN complémentaire 

ALT : alanine aminotransférase  

ARNm : ARN messager 

AST : aspartate aminotransférase  

BrdU : bromodéoxyuridine 

CAT : chloramphenicol acetyltransferase 

CD : cluster of differentiation 

CDC : Center for disease control 

CIVD : coagulation intravasculaire disséminée 

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 

CPA : cellule présentatrice d’antigène 

Ct : cycle threshold 

Cy : cyanine 

DC : dendritic cell 

DMEM : Dulbecco modified Eagle’s medium 

EBOV : virus Ebola Zaïre 

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay 

ELISpot : enzyme-linked immunospot 

ESCRT : endosomal sorting complex required for 

transport 

FFU : focus-forming units 

FH : fièvre hémorragique 

FITC : fluorescein isothiocyanate 

GM-CSF : granulocyte/macrophage colony 

stimulating factor 

GP : glycoprotéine 

GPC : précurseur de la GP 

Grz : Granzyme 

HIV : virus de l’immunodéficience humaine 

HLA : human leucocyte antigen 

IFN : interféron 

Ig : immunoglobuline 

IL : interleukine 

IRF-3 : IFN regulatory factor 3 

ISG : IFN-stimulated gene 

ITAM : immunoreceptor tyrosine based activation 

motif 

ITIM : immunoreceptor tyrosine based inhibition 

motif 

JAK: Janus-activated kinase 

JUNV: virus Junin 

KIR : killer cell Ig-like receptor 

LASV : virus Lassa  

LCMV: virus de la chorioméningite 

lymphocytaire 

LPS : lipopolysaccharide 

MAPK : mitogen-activated protein kinase 

M-CSF : macrophage colony stimulating factor 

MDA-5 : melanoma differentiation-associated 

gene 5 

MOPV : virus Mopeia 



MVB : corps multivésiculaires  

NCR : natural cytotoxicity receptor 

NK : Natural Killer 

NP : nucléoprotéine 

PAMP : pathogen-associated molecular pattern 

PBL : lymphocytes du sang périphériques 

PBMC : cellules mononucléées du sang 

périphérique 

PBS : phosphate buffered saline 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PE : phycoerythrine 

PHA : phytohémagglutinine 

PI3K : phosphatidyl inositol 3-kinase 

PICV : virus Pichinde 

PMA : phorbol 12-myristate 13-acétate 

PML : protéine de la leucémie promyélocytaire 

PNH : primate non humain 

Poly (I:C) : polyinosinic:polycytidylic acid 

PRR : pathogen-recognition receptor 

RDC : République Démocratique du Congo 

rg-EBOV : souche EBOV adaptée aux rongeurs 

RIG-I : retinoic acid-inducible gene I 

RNP : complexe ribonucléoprotéique 

RT : transcription inverse 

SNC : système nerveux central 

SSP : peptide signal stable 

STAT : signal transducer and activator of 

transcription 

SVF : sérum de veau fœtal 

TLR : récepteur Toll-like 

TNF : tumor necrosis factor 

TRAIL : TNF-related apoptosis-inducing ligand 

ULBP : UL16-binding proteins 

VACV : virus de la vaccine 

VEEV : virus de l’encéphalite équine 

vénézuélienne 

VLP : Virus-like particles 

VP : protéine du virion 

VSV : virus de la stomatite vésiculaire
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Les fièvres hémorragiques virales 

Les fièvres hémorragiques (FH) regroupent des maladies ayant des symptômes communs. Les 

premiers signes cliniques sont peu spécifiques (fièvre, maux de tête, douleurs, fatigue). Les FH sont 

ensuite caractérisées par l’apparition de signes hémorragiques internes ou externes qui peuvent 

être modérés ou sévères. La mort est la conséquence d’une atteinte multi-organique et d’un choc 

hypoxique, hypotensif et hypovolémique. Les virus responsables de FH appartiennent à 4 familles 

différentes: Bunyaviridae, Flaviviridae, Arénaviridae et Filoviridae. Une cinquième famille, les 

Rhabdoviridae (et notamment le virus Bas-Congo) est dorénavant à prendre en compte dans ce 

groupe de par son implication dans une FH ayant récemment émergé en République Démocratique 

du Congo (RDC) [3]. Bien que les pathologies associées soient similaires, ces virus ont des 

localisations géographiques, des modes de transmission et des réservoirs différents [4]. Les zones 

d’endémicité et les cas reportés de FH sont indiqués sur la carte en figure 1. 

Les Bunyaviridae 

Parmi les Bunyaviridae, le virus de la FH de Crimée-Congo, est hébergé par des tiques et sévit en 

Asie, Afrique et Europe et plus particulièrement en Iran, dans le sud de la Russie, dans certains pays 

des Balkans et en Turquie [5]. Les symptômes ont été décrits pendant la seconde guerre mondiale 

chez des militaires en Crimée et le virus a été isolé en 1956 chez un patient au Congo. 

Le virus de la fièvre de la vallée du Rift a été découvert en 1930. Il est transmis par les moustiques en 

Afrique de l’est de l’Egypte à Madagascar mais aussi en Mauritanie et dans certains pays du Moyen 

Orient. Il touche aussi bien les ruminants que les hommes. Dans la majorité des cas, l’homme 

infecté ne développe qu’un syndrome fébrile mais la maladie peut progresser chez certains patients 

vers une FH avec des atteintes neurologiques et une cécité [6]. 

Les Hantavirus (Hantaan, Puumala, Séoul, Dobrava, Sin Nombre, Andes) sont les seuls virus de la 

famille des Bunyaviridae transmis par les rongeurs. Ils sont responsables d’une FH à syndrome rénal 

ou pulmonaire dans les zones tempérées [7]. Le virus Sin Nombre, mis en cause pendant l’été 2012 

dans le parc naturel de Yosémite aux Etats-Unis, cause une FH à syndrome pulmonaire avec une 

mortalité d’environ 30%. 
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Les Flaviviridae 

Les Flaviviridae sont des arbovirus. Parmi eux, le virus de la fièvre jaune n’a été isolé qu’au début du 

XXème siècle mais  la maladie avait été décrite dès le XVIIème siècle. Il sévit en Afrique, du Sénégal 

au Kenya, et en Amérique du Sud, hébergé par les moustiques.  

Le virus de la dengue, également transmis par des moustiques, est endémique dans tous les pays 

tropicaux. La maladie comporte une forme hémorragique mortelle qui a été décrite pour la 

première fois aux Philippines en 1954 [8].  

D’autres Flaviviridae sont responsables de cas de FH plus sporadiques comme le virus de la FH 

d’Omsk en Sibérie occidentale et le virus de la forêt de Kyasanur en Asie du sud, tous deux transmis 

par des tiques [9]. 

Les Arénaviridae 

La famille des Arénaviridae contient un unique genre Arénavirus qui contient 22 espèces [10]. Tous 

les Arénavirus ont pour réservoir des rongeurs à l’exception du virus Tacaribe qui est transmis par les 

chauves-souris frugivores.  

On compte actuellement huit Arénavirus responsables de FH. Ils ont été classés par le centre pour le 

contrôle et la prévention des maladies (CDC) comme des pathogènes de catégorie A dont la 

manipulation requiert un confinement de sécurité de niveau 4. Le virus Lassa (LASV) a été isolé en 

1969 et est endémique en Afrique de l’ouest. Le virus Lujo a été récemment découvert dans un 

hôpital d’Afrique du Sud chez un patient ayant séjourné en Zambie. Ce dernier a ensuite transmis le 

virus à quatre autres personnes par voie nosocomiale [11, 12]. En Amérique Latine sévissent les virus 

Junin (JUNV), Machupo, Guanarito, Sabia et Chapare qui causent une FH avec un taux de mortalité 

élevé d’environ 25%. JUNV a été isolé en 1958 en Argentine [13]. Le virus Machupo a été décrit en 

1962 à l’est de la Bolivie [14]. Le virus Guanarito a été découvert au Vénézuela lors d’une épidémie 

en septembre 1989 [15]. Le virus Sabia a été découvert chez un patient mort de FH en 1990 à São 

Paulo au Brésil [16]. Quelques cas de FH dans une région rurale près de Cochabamba en Bolivie de 

décembre 2003 à janvier 2004 ont permis de mettre en évidence le virus Chapare [17].  Enfin, en 

2000, le virus Whitewater Arroyo a été associé à trois cas fatals en Californie [18].  

Les Arénavirus ne sont pas tous associés à une FH. Le virus de la chorioméningite lymphocytaire 

(LCMV), par exemple, est responsable de méningites aseptiques et/ou d’encéphalites et d’atteintes 

cérébrales congénitales. C’est le prototype de la famille des Arénaviridae. Il a été découvert en 1933 
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après des passages en série chez le singe d’échantillons humains provenant d’un patient mort d’une 

encéphalite [19].  

Les Arénavirus sont classés en deux complexes d’après des données sur leurs propriétés 

antigéniques et des analyses phylogénétiques : les Arénavirus de l’ancien monde ou sérocomplexe 

LCMV-LASV et les Arénavirus du nouveau monde ou sérocomplexe Tacaribe [20]. Le lignage de 

l’ancien monde comprend actuellement 12 espèces de virus: Dandenong, Gbagroube, Ippy, Kodoko, 

LASV, LCMV, Lujo, Menekre, Mérino Walk, Mobala, Mopeia et Morogoro. Le lignage du nouveau 

monde est divisé en trois groupes distincts A, B et C. Le groupe A comprend 5 virus  (Allpahuayo, 

Flexal, Parana, Pichinde et Pirital), le groupe B huit virus (Amapari, Chapare, Cupixi, Guanarito, 

Junin, Machupo, Tacaribe et Sabia) et le groupe C deux virus (Latino et Oliveros). Il existe également 

des Arénavirus du nouveau monde appartenant à un groupe recombinant A-B comme le virus 

Whitewater Arroyo. Un arbre phylogénétique représentant les relations de proximité entre les 

différents Arénavirus est présenté dans la figure 2A. 

Différentes souches de LASV ont été isolées des patients au cours des épidémies. La proximité 

phylogénétique entre ces souches est représentée dans l’arbre de la figure 2B. Les souches se 

classent en 4 lignages. Les lignages I, II et III regroupent des souches trouvées au Nigéria et le 

lignage IV des souches de la zone Sierra Leone/Libéria/Guinée [21]. La souche LASV-AV, utilisée par 

la suite dans la partie « Résultats » de ce manuscrit, diffère de 20% dans la séquence nucléotidique 

par rapport aux autres souches connues Josiah, Nigéria et LP. Les données montrent qu’elle est 

cependant plus proche de la souche Josiah de Sierra Leone [22].  

Les Filoviridae 

Parmi les Filoviridae, les virus Ebola et Marburg sont responsables de FH avec des taux de mortalité 

très élevés. Ils ont pour origine des pays d’Afrique centrale. Les Filoviridae se transmettent 

vraisemblablement par un réservoir unique : les chauves-souris. Le virus Marburg a émergé en 1967 

en Allemagne suite à l’infection d’agents de laboratoire qui travaillaient sur des singes importés 

d’Ouganda [23]. Le virus Ebola a été détecté en 1976 lors d’épidémies au Soudan et en République 

du Congo (ex-Zaïre) [24, 25]. 

Le 9ème rapport du Comité International de Taxonomie des Virus a récemment statué sur la 

nomenclature des Filovirus [26] (Figure 3). La famille des Filoviridae appartient à l’ordre des 

Mononegavirales. Elle comprend deux genres principaux : Ebolavirus et Marburgvirus. Le genre 

Ebolavirus comprend cinq espèces ebolavirus: Bundibugyo (BDBV), Reston (RESTV), Soudan 

(SUDV), Taï Forest (TAFV, anciennement appelé Côte d’Ivoire) et Zaïre (EBOV). Un seul virus 
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constitue chacune de ces espèces. L’appellation virus Ebola (EBOV) réfère désormais au virus de 

l’espèce Zaïre. Le genre Marburgvirus comprend une unique espèce marburg qui inclut les virus 

Marburg et Ravn. Il est proposé qu’un nouveau genre, Cuevavirus, intègre la famille des Filoviridae. 

Le genre Cuevavirus ne comprend qu’une seule espèce, à laquelle appartient le virus Lloviu, 

découvert récemment chez des chauves-souris insectivores en Espagne [27].  
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Figure 2. A. Arbre phylogénétique représentant l’évolution des différents lignages d’Arénavirus. Les 

relations de proximité des virus se basent sur la comparaison de la séquence d’acides aminés de la nucléoprotéine 

(NP) et de l’analyse grâce aux algorithmes de Neighbor-Joining, poisson et bootstrapping. Tiré et adapté de [10]. 

Les virus Gbagroupe, Menekre et Lujo, découverts récemment ne figurent pas sur cet arbre. Il est montré que, 

selon les alignements de la séquence protéique de la NP, le virus Gbagroupe est plus proche de LASV, le virus 

Menekre est plus proche du virus Ippy [28] et enfin le virus Lujo est le plus distant phylogénétiquement des 

Arénavirus de l’ancien monde [12]. B. Arbre phylogénétique des différentes souches de LASV obtenu par 

analyse avec la méthode de Neighbor-Joining d’un fragment du gène NP. D’après [21, 22]. La longueur des 

branches de l’arbre représente la distance phylogénétique entre les virus et la valeur de bootstrap (en %) est 

indiquée à la base des branches. 
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Figure 3. Arbre phylogénétique des Filovirus obtenu par comparaison des séquences complètes des génomes 

des Ebolavirus et Marburgvirus. La longueur des branches de l’arbre représente la distance phylogénétique entre 

les virus et la valeur de bootstrap est indiquée à la base des branches. Tiré de [29]. 
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Le virus Lassa 

Epidémiologie 

 Découverte et premières épidémies observées 

LASV a été décrit pour la première fois en 1970 après l’apparition de trois cas au Nigéria [30]. Le 

premier cas était une infirmière qui travaillait à l’hôpital de Jos. Elle est décédée le 26 janvier 1969 

après avoir contaminé deux autres infirmières. L’une est décédée mais l’autre a survécu. La maladie 

a été dénommée fièvre de Lassa en référence au village d’origine du premier patient. De 

nombreuses recherches ont tenté d’identifier l’agent infectieux et LASV a été finalement isolé sur 

cellules à partir d’échantillons de lavages de gorge, de fluides pleuraux, de plasma et d’urine des 

patients [31]. Au cours de ces manipulations aux Etats-Unis, deux agents de laboratoire se sont 

contaminés en travaillant avec des cultures et des souris infectées et l’un est décédé [32]. Peu de 

temps après, une autre épidémie est survenu au début de l’année 1970 au Nigéria sur le plateau de 

Jos et 28 cas dont une quinzaine de morts ont été dénombrés [33-35].  

En 1971, deux cas de fièvre de Lassa ont été importés en Grande Bretagne [36]. En juin, c’est une 

sœur travaillant à l’hôpital de Serabu en Sierra Leone qui s’est contaminée en se piquant avec 

l’aiguille d’une seringue ayant servi à prélever un patient fiévreux. En septembre, un médecin de 

l’hôpital de Segbwema est tombé malade. Ces deux patients souffraient alors de fièvre, douleurs, 

maux de tête, nausées, vomissements et furent rapatriés dans un hôpital de Londres. Ils guérirent 

par la suite. A cette époque, la maladie était inconnue, et seulement un an après la fièvre de Lassa 

était ainsi diagnostiquée par des tests de recherche d’anticorps sériques. 

Entre 1970 et 1972, une épidémie s’est déclarée dans un village de la province Est de la Sierra Leone 

et s’est transmise dans les hôpitaux de la région [37, 38]. Le virus a été à l’origine de 63 cas avec plus 

de 25 morts. C’est au cours de cette épidémie que LASV a été isolé pour la première fois chez un 

rongeur de l’espèce Mastomys natalensis [39]. En mars et avril 1972, LASV a été à l’origine de 11 cas 

dont 3 décès dans un hôpital de la ville de Zorzor au Libéria [40]. Trois nouveaux cas ont été 

détectés en janvier et février 1974 à Onitsha dans l’état d’Anambra au Nigéria. Le premier patient 

était un jeune adulte nigérian et les deux autres des médecins allemands qui s’étaient infectés en 

soignant d’autres patients [41].  
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 Réémergence de LASV : de nouvelles épidémies 

Grâce à l’amélioration des moyens de surveillance et de diagnostic, les cas de fièvre de Lassa sont 

détectés plus rapidement et plusieurs épidémies importantes ont ainsi été reportées dans les pays 

endémiques. La Sierra Leone a été particulièrement touchée de 1995 à 1997, entre 2003 et 2004 

[42] et pendant l’année 2010. De même, des épidémies importantes sont survenues au Nigéria en 

1989, entre 2004 et 2005 [43], entre 2008 et 2009 et plus récemment entre 2011 et 2012. Le tableau 

I retrace les cas d’infection par LASV lors des épidémies majeures. 

Des symptômes similaires à ceux de la fièvre de Lassa ont été décrits bien avant 1969 et la 

découverte de LASV [44]. Entre octobre 1955 et octobre 1956, lors d’une épidémie à Segbwema en 

Sierra Leone, 45 cas d’une maladie ressemblant à la fièvre de Lassa ont été reportés avec 29% de 

mortalité. Un autre cas a été décrit chez un missionnaire travaillant au Nigéria en 1952 ayant guéri 

d’une maladie similaire à la fièvre de Lassa. La découverte de LASV un peu plus tard a 

probablement été permis par l’amélioration et la multiplication des structures de santé et des 

moyens de diagnostic. La modification de l’habitat des rongeurs transmettant le virus qui se sont 

multipliés et rapprochés des villages est probablement à l’origine de l’émergence de la fièvre de 

Lassa. Cette maladie est maintenant un problème important de santé publique dans les pays 

endémiques. Actuellement, on compte 100 à 300 000 cas par an et 5 à 6 000 morts. De nombreuses 

infections restent asymptomatiques et ne nécessitent aucune hospitalisation, elles ne sont alors 

même pas détectées.  

 Importation de LASV dans les pays développés 

Plusieurs cas de fièvre de Lassa ont été importés dans les pays développés, en Europe, aux Etats-

Unis, au Canada. De nombreuses mesures de surveillance et des procédures de confinement ont 

ainsi été mises en place. En février 1976, un cas a été importé de Sierra Leone aux Etats Unis [45]. 

Pour éviter la propagation d’une éventuelle épidémie, 552 personnes qui avaient côtoyé le patient 

avant la mise en place des procédures d’isolement ont été identifiées et surveillées. En décembre 

1981, un nouveau cas de fièvre de Lassa a été diagnostiqué dans un hôpital de Londres. La patiente, 

originaire du Nigéria et en visite en Angleterre, a souffert de fièvre, maux de tête, nausées, 

vomissements et asthénie pendant plus de 30 jours et sa convalescence a duré plusieurs mois [46].  
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Tableau I. Epidémies de fièvre de Lassa dans les pays endémiques. D’après [44, 47, 48]. *Il faut noter que le 

nombre de cas confirmés est très inférieur au nombre réel de personnes touchées par le virus, à cause des 

nombreuses infections asymptomatiques non déclarées. Le taux de mortalité donné ci-dessous comporte donc un 

biais et est inférieur à 15% dans les pays endémiques. 

Période Région 
Nombre de cas 

confirmés* 

Taux de mortalité 
parmi les cas 
confirmés* 

janvier-février 
1969 

Lassa et Jos, Nigéria 3 67% 

janvier-février 
1970 

Jos et Vom, Nigéria 28 54% 

1970-1972 
Panguma et Tongo, Sierra 
Leone 

63 38% 

mars-avril 1972 Zorzor, Libéria 11 36% 
janvier-février 
1974 

Onitsha, Nigéria 3 33% 

janvier 1975 Zonkwa et Vom, Nigéria 4 ? 
1989 Nigéria 34 65% 
1995 Kenema, Sierra Leone 167 36% 
1996 Kenema, Sierra Leone 799 19% 
janvier-avril 1997 Kenema, Sierra Leone 353 12% 
juillet  2000 Sierra Leone 4 4 morts 
nov. 2003-mars 
2004 

Centre de la Sierra Leone 80 10% 

hiver 2004 Kenema, Sierra Leone 70-95 
30-50% (<5 ans) 

71% (<1 an) 
2004 Etat Edo, Nigéria  22 morts 
mars 2005 Etat Edo, Nigéria  10 morts 
septembre 2006 Comté de Nimba, Libéria 10 50% 
janv. 2008-fév. 
2009 

Nigéria  390 14% 

début 2010 Etat Kebbi, Nigéria  17 morts 
janv-octobre 2010 Nord de la Sierra Leone 153 31% 
déc. -sept. 2011 Nigéria (23 états) 147 93 morts 

 

Pendant l’année 2000, ce sont quatre cas fatals de fièvre de Lassa qui ont été importés en Europe. 

En janvier, une étudiante ayant séjourné en Côte d’Ivoire et voyagé au Ghana et au Burkina Faso est 

décédée de la fièvre de Lassa en Allemagne deux semaines après le début de la maladie [49]. Une 

nouvelle souche LASV a été isolée à partir de cette patiente: il s’agit de la souche AV, différente des 

souches du Nigéria, du Libéria et de Sierra Leone déjà connues [22]. En mars, un militaire anglais 

sévèrement malade de la fièvre de Lassa a été évacué de Sierra Leone et transféré dans un hôpital 

de Londres où il a succombé. En avril, un autre cas est importé du Nigéria vers l’Allemagne. Enfin, 

en juillet, un médecin néerlandais travaillant en Sierra Leone est retourné aux Pays Bas avec la 

fièvre de Lassa et a développé une encéphalopathie et des dysfonctionnements rénaux puis est 

décédé des suites d’une défaillance respiratoire.  
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Tableau II. Cas importés de fièvre de Lassa en dehors des pays endémiques. Burkina Faso (BF), Etats-Unis (E-

U), Royaume Uni (RU), Sierra Leone (SL). D’après [44, 47, 48]. 

Année Origine Importation Age Sexe Profession 
Issue de la 

maladie 

juin 1969 Nigéria New Haven,    E-U 58 ? 
Agent de 

laboratoire 
Survie 

1971 Serabu, SL Liverpool, RU ? F Infirmière Survie 

1971 Segbwema, SL Boston, RU ? H Médecin Survie 

1972 Panguma, SL Londres, RU 35 F Infirmière Survie 

1974 Nigéria Allemagne 33 H Médecin Survie 

1975 Nigéria RU 39 H Médecin 
Mort le 8ème 
jour 

fév. 1975 SL Washington,   E-U 26 F Bénévole 
Survie mais 
surdité 
unilatérale 

mars 1976 SL Washington,   E-U 43 F Bénévole Survie 

1976 Nigéria RU  H Ingénieur Survie 

1980 Côte d'Ivoire Pays Bas 34 H Bénévole Survie 

déc. 1981 Jos, Nigéria Londres, RU 18 F Professeur Survie 

1982 Nigéria RU 21 F Diplomate Survie 

1984 SL RU  H Géologue Survie 

1985 SL RU 27 F Infirmière Survie 

1987 SL/Libéria Israël 47 H Ingénieur Survie 

1987 SL Japon 48 H Ingénieur Survie 

1989 Nigéria Canada 38 H Agriculteur Survie 

fév. 1989 
Ekpoma, 
Nigéria 

Chicago, E-U 43 H Ingénieur 
Mort le 14ème 
jour 

janv. 2000 
Côte d'Ivoire/   
BF/Ghana 

Würzburg, 
Allemagne 

22-23 F Etudiante 
Mort le 15ème 
jour 

mars 2000 Freetown, SL Londres, RU 50 H Bénévole 
Mort le 30ème 
jour 

avril 2000 Nigéria Allemagne 57 H  
Mort le 16ème 
jour 

juillet 
2000 

SL Leiden, Pays Bas 48 H Médecin 
Mort le 16ème 
jour 

2003 SL RU  H Militaire Survie 

août 2004 SL/Libéria Trenton, E-U 38 H 
Homme 
d'affaire 

Mort le 7ème 
jour environ 

2005 Libéria Pakistan   2 militaires  

juill. 2006 SL 
Munster, All. via 
Bruxelles,  Belg. 

68 H Touriste Survie 

janv. 2007 Taraba, Nigéria 
Pretoria, Afrique du 

Sud 
46 H Médecin Survie 

janv. 2009 
Anambra, 
Nigéria 

Londres, RU 66 H  
Mort le 23ème 
jour 

fév. 2009 Mali Londres, RU ≈ 20 H  
Mort le 11ème 
jour 

janv. 2010 Nimba, Libéria Pennsylvanie, E-U 47 H  Survie 

2010 SL E-U   Touriste  

mars 2011 
Afrique de 
l'ouest 

Linköping, Suède ≈ 30 F Humanitaire Survie 
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En février 2009, un homme d’une vingtaine d’année contaminé dans un pays situé en dehors de la 

zone d’endémie connue [50] a été rapatrié à Londres. Il avait travaillé pendant plusieurs semaines 

dans des zones rurales au sud du Mali proche de la frontière avec la Côte d’Ivoire. Plus tard, des 

analyses ont confirmé la circulation de LASV chez les rongeurs au Mali [51].  

Depuis 1969, on a dénombré 20 cas de fièvre de Lassa importés en Europe, huit aux Etats Unis et 

Canada, un au Japon, un en Israël, deux au Pakistan et un en Afrique du Sud d’après les rapports de 

santé du CDC, de l’Organisation Mondiale de la Santé et du programme de surveillance des 

maladies émergentes proMED. Elles sont reportées dans le tableau II. 

Transmission et propagation de LASV 

Dès les premiers cas, il est apparu que la transmission interhumaine de LASV se faisait par des 

lésions cutanées, le sang et les fluides corporels ou de façon nosocomiale pour un tiers des 

infections [30]. La contamination interhumaine par aérosols n’a jamais été démontrée. D’ailleurs, 

certains travaux ont montré que LASV était peu stable à l’air (demi-vie entre 10 min et presque 1 

heure à 24 et 32°C) [52]. De très nombreuses infections par LASV sont contractées dans les 

hôpitaux par les médecins et personnels de santé. Dans les pays endémiques, les conditions 

rudimentaires des structures de santé ne permettent pas toujours la mise en œuvre de moyens pour 

la protection du personnel médical [53]. Les infections fatales touchent indifféremment des 

personnes de tout âge et des deux sexes. Le taux de mortalité est cependant plus important chez les 

femmes enceintes surtout pendant le 1er trimestre [54]. 

Le réservoir animal de LASV a été découvert suite aux épidémies de 1970-72 en Sierra Leone [39]. Il 

s’agit d’un petit rongeur péri-domestique de l’espèce Mastomys natalensis vivant dans les champs 

cultivés et près des habitations, et qui constituent plus de la moitié des rongeurs capturés près des 

lieux de vie des villageois [55]. Les hommes se contaminent par morsures, inhalation des excrétas 

des rongeurs ou consommation d’aliments contaminés par les excrétas ou l’urine des rongeurs. La 

chasse puis la consommation des rongeurs sont également une voie de contamination par LASV 

[56] et il a été montré que dans les zones où les rongeurs sont consommés comme source de 

protéine, il existait une forte séroprévalence de fièvre de Lassa.  

Des études se sont attachées à comprendre les facteurs géographiques, environnementaux, 

écologiques et humains responsables de la contamination par les rongeurs. Certaines ont reporté 

que le nombre d’infections par LASV était deux à trois fois plus important pendant la saison des 

pluies que lors de la saison sèche. Cette observation s’explique en partie par les mouvements 

migratoires des Mastomys selon les saisons [57]. Les pluies et dans une moindre mesure la 
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température paraissent être des facteurs déterminants à l’inverse de l’altitude ou de la végétation. 

Les zones à risque pour la fièvre de Lassa couvrent 80% de la Sierra Leone et du Liberia, 50% de la 

Guinée, 40% du Nigeria, 30% de la Côte d'Ivoire, du Togo et du Benin, et 10% du Ghana [58]. Des 

études ont aussi montré que, pendant les périodes de guerre civile, l’incidence des infections par 

LASV s’accroit. Ainsi, la destruction de l’habitat des rongeurs suite aux mouvements de masse des 

populations dans les zones de conflits, les mauvaises conditions sanitaires dans les camps de 

réfugiés mais également la prédation des rongeurs pour se nourrir [59] sont des facteurs humains à 

l’origine de l’augmentation des rencontres des hommes avec les rongeurs et donc du risque 

d’infection par LASV. 

Séroprévalence 

Suite aux nombreuses épidémies et aux cas d’importation, plusieurs études ont été menées pour 

rechercher la présence d’anticorps anti-LASV dans les populations et les rongeurs réservoirs du virus 

des pays endémiques et avoisinants [37, 40, 41 , 58, 60]. Elles ont démontré que LASV circulait 

également en Guinée et au Sénégal [61].  

En Sierra Leone, la séroprévalence est ainsi évaluée entre 8 à 52% [55]. En Guinée, la plus forte 

séroprévalence (25-55%) a été détectée chez les habitants des zones de forêt tropicale et de savane 

ainsi que dans les zones frontalières avec la Sierra Leone et le Libéria [62]. Une étude a montré 

également que des patients ayant séjourné au Burkina Faso, au Mali, en Côte d’Ivoire ou en 

République Centrafricaine/Congo présentaient des anticorps anti-LASV. Elle suggère que LASV 

pourrait circuler aussi dans ces pays. A l’opposé, LASV ne circule ni au Gabon, ni en Afrique de l’est 

(Kenya), ni à Madagascar [63, 64] de par l’absence d’anticorps anti-LASV chez l’homme et les 

primates non humains (PNH) originaires de ces pays. La séroprévalence est aussi très faible dans les 

pays d’Afrique centrale (Cameroun, République centrafricaine, Tchad, Congo, Guinée équatorienne) 

[65]. 

Diagnostic 

Au début de la maladie, un patient atteint de fièvre de Lassa ne présente pas de signe spécifique et 

il est très difficile d’établir un diagnostic. Il y a des risques de confusion avec d’autres maladies telles 

que gastroentérites, pneumonies, paludisme, shigellose, fièvre typhoïde, leptospirose, hépatites 

virales ou autres arboviroses qui sont également présentes dans les pays endémiques. 

Actuellement, il existe de nombreuses techniques permettant de diagnostiquer les FH virales [66]. 

Le virus peut être isolé dans des cultures cellulaires ou des animaux. Il peut être détecté par les 
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antigènes, par immunofluorescence avec des anticorps dirigés contre le virus ou par microscopie 

électronique, et par le matériel génétique, par RT-PCR. Chez les malades, la présence du virus peut 

aussi être mise en évidence indirectement par la détection des anticorps dans le sérum. 

 Culture du virus et détection des antigènes 

LASV peut être isolé à partir du sérum et de fluides corporels de patients, sur des cellules Véro qui 

permettent une réplication virale efficace. Cette technique est longue et nécessite de travailler en 

laboratoire P4, mais elle permet de caractériser en détail la souche du virus isolé. Elle n’est pas 

utilisée en diagnostic précoce dans les pays endémiques. 

Lors de l’infection de patients par LASV, la virémie est élevée et les antigènes viraux sont ainsi 

facilement détectables avec des anticorps spécifiques dirigés contre les protéines du virus par une 

technique appelée capture d’antigène ou directement par immunohistochimie sur des tissus.  

 Sérologie 

Afin de détecter les anticorps IgM et IgG dans le sang des patients, des tests ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) utilisant des protéines recombinantes ou des cellules infectées comme 

antigène ont été développés [67 , 68]. Cette technique présente l’avantage d’être rapide mais 

également quelques difficultés. Les IgM ne sont pas détectables au tout début de la maladie et la 

présence d’IgG n’est pas corrélée à la phase aigüe car les habitants des régions endémiques ont 

souvent de forts taux d’anticorps sans présenter aucun symptôme. De plus, il arrive que les 

anticorps détectés réagissent de façon croisée avec les antigènes LASV mais soient apparus lors 

d’infection par d’autres virus. 

 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) 

Le matériel génétique viral est isolé à partir du sérum ou plasma des patients. LASV peut aussi être 

détecté dans le liquide des lavages de la gorge et dans les urines des patients convalescents [38, 69]. 

Le liquide céphalorachidien est rarement utilisé car LASV n’est présent qu’exceptionnellement dans 

le système nerveux central (SNC) [70]. 

Cette technique nécessite l’extraction des ARN viraux, puis une étape de transcription inverse (RT) 

et les ADN complémentaires (ADNc) ainsi obtenus sont ensuite amplifiés par PCR (Polymerase 

Chain Reaction). Les deux étapes RT et PCR peuvent être réalisée en une seule fois (RT-PCR one-

step) afin de gagner en temps et en sensibilité. La conception des amorces est une étape difficile à 

cause de la variabilité génétique des souches de LASV. Les échanges de nucléotides réduisent 

l’efficacité de la PCR. Ainsi, les amorces doivent cibler les régions qui sont fortement conservées 
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pour toutes les souches LASV comme les extrémités 5’ et 3’ des segments S et L [71]. Des 

techniques de RT-PCR permettant d’amplifier une partie ou la totalité du segment S ont été mises 

au point en premier lieu. Une méthode de RT-PCR qui permet de détecter tous les arénavirus de 

l’ancien monde a été développée en utilisant des amorces basées sur les séquences conservées du 

segment L.  

La sensibilité et la spécificité de la PCR conventionnelle peuvent être améliorées par d’autres 

techniques comme la « nested-PCR », le « Southern blotting » et la PCR en temps réel [72]. Les deux 

premières méthodes sont peu utilisées pour le diagnostic de la fièvre de Lassa car elles sont longues 

et présentent des risques de contamination par des ADN lors des différentes étapes. La PCR en 

temps réel a de nombreux avantages. Elle est rapide et permet de quantifier les ARN viraux, 

d’augmenter la spécificité grâce à l’utilisation des sondes spécifiques en plus des primers et de 

diminuer les risques de contamination des échantillons. Le développement d’une technique de 

diagnostic de LASV par PCR en temps réel est cependant très difficile à réaliser, due en partie à la 

variabilité génétique des souches virales. 

En pratique, plusieurs techniques sont utilisées en parallèle afin d’aboutir à un diagnostic fiable.  

Signes cliniques et physiopathogenèse 

Dès les premières épidémies, des études sur le terrain ont permis de décrire la pathologie de la 

fièvre de Lassa. Les consultations des patients ont caractérisé les signes cliniques. Des observations 

macroscopiques et microscopiques ont ensuite été effectuées à partir des organes obtenus lors 

d’autopsies de patients décédés pour préciser les atteintes tissulaires. Des prélèvements sanguins 

ont enfin permis l’analyse des fonctions hématologiques et des médiateurs chimiques tout au long 

de la maladie [30 , 38 , 73]. 

La période d’incubation de la maladie est de l’ordre de 7 à 17 jours. Pendant la première semaine 

suivant l’infection, les symptômes qui apparaissent ne sont pas spécifiques mais plutôt de type 

grippaux. Les patients souffrent de fièvre, asthénie, céphalées, arthralgie et myalgie. Ensuite, 

d’autres signes tels que myosite, pharyngite ulcérative, nausées, vomissements, diarrhées, toux, 

douleurs abdominales et thoraciques apparaissent. Ces symptômes disparaissent le plus souvent 

dans les 10 à 15 jours et la grande majorité des patients survit. Les cas les plus sévères sont associés 

à des œdèmes, une atteinte hépatique et rénale, hémorragies, myocardite, pneumopathie et 

pleurésie, et quelquefois les malades présentent une encéphalopathie. La mort survient dans un 

contexte de défaillance multisystémique et de choc hypoxique, hypovolémique et hypotensif mais 

les causes ne sont pas clairement établies.  
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Les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) telles que les cellules dendritiques (DC) et les 

macrophages présentes dans la peau et les muqueuses sont les premières cellules cibles de LASV 

[74, 75]. Elles répliquent fortement le virus et permettent ainsi, la dissémination dans tout 

l’organisme. L’infection se propage ensuite aux hépatocytes, fibroblastes et cellules endothéliales. 

Une forte virémie est ensuite détectée entre autres dans le foie, les poumons, la rate, les reins, le 

cœur, le placenta et les glandes mammaires. 

Des autopsies de patients décédés et des examens post-mortem d’organes ont permis de 

caractériser les atteintes au niveau histologique [76, 77]. Les lésions les plus communément 

observées sont des nécroses hépatocellulaires, surrénales et spléniques. Un peu moins 

fréquemment des signes de myocardite et de pneumonie interstitielle sont observés ainsi que des 

lésions au niveau des tubules rénaux mais aucune au niveau du SNC.  

Les prélèvements sanguins sur des patients infectés par LASV ont montré une élévation des 

enzymes hépatiques (aspartate aminotransférase (AST) et alanine aminotransférase (ALT)), de la 

créatine phosphokinase et de l’azote uréique sérique. De plus, de fort taux d’IL-8 et CXCL10 (IP-10) 

ont été mesurés dans le sang des malades ayant survécu alors que ces médiateurs étaient peu ou 

pas détectés dans les cas fatals de fièvre de Lassa [78]. Ainsi, l’analyse des taux d’AST/ALT, d’IL-8 et 

de CXCL10 dans le sang des malades peut permettre de pronostiquer l’issue de la maladie. 

 Atteintes hépatiques  

Les lésions les plus communes et les plus importantes sont celles présentes au niveau du foie. Elles 

sont caractérisées par des nécroses hépatocellulaires multifocales, une dégénérescence 

cytoplasmique focale des hépatocytes, des mitoses hépatocellulaires, et l’infiltration de 

lymphocytes et cellules mononucléées phagocytaires au niveau des foyers nécrotiques et 

mitotiques. Les altérations du foie varient beaucoup chez les malades qui décèdent mais les études 

post-mortem ont permis de classer les patients en trois catégories qui pourraient correspondre à 

trois phases chronologiques de l’hépatite lors de la fièvre de Lassa. La première phase constitue 

l’étape tardive de la dissémination de LASV au foie. Elle est caractérisée par des lésions 

hépatocellulaires actives avec moins de 20% d’hépatocytes nécrotiques et sans infiltration de 

cellules immunitaires. La deuxième phase constitue le pic de l’hépatite avec une propagation de la 

dégénérescence cytoplasmique focale. Entre 20 et 50% de foyers hépatocellulaires nécrotiques et 

une infiltration limitée de phagocytes sont observés. Cette phase est caractérisée par la 

propagation des lésions hépatocellulaires mais également par la régénération cellulaire qui 

intervient à la suite de l’élimination des cellules nécrotiques par les phagocytes. La troisième phase 

est définie par l’absence de dégénérescence cytoplasmique focale et par la présence de mitoses 
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hépatocellulaires. Moins de 10% des hépatocytes sont en nécrose et cette phase constitue la 

régénération du foie. Ces observations montrent que des phases de lésions cellulaires, de nécroses 

et de régénérations se succèdent lors de l’infection par LASV. Elles sont cependant toutes 

observées lors de l’examen post mortem du foie [79] et donc présentes lors de la mort. De plus, il 

existe probablement des dommages tissulaires autres que dans le foie comme en témoigne 

l’élévation du ratio AST/ALT observé lors de la fièvre de Lassa. En effet, les taux d’AST et d’ALT ne 

sont pas toujours corrélés au degré des altérations hépatiques. En effet, l’élévation du ratio 

AST/ALT observé lors de la fièvre de Lassa est inverse à celui noté lors des hépatites et est en faveur 

d’une origine extrahépatique [79]. 

 Atteintes de l’endothélium vasculaire et coagulopathie 

Les fonctions hématologiques sont affectées lors de l’infection par LASV. Les signes hémorragiques 

caractérisées par des pétéchies, des œdèmes cutanéo-muqueux et des épanchements de liquides 

au niveau des tissus et organes sont observés à différents degrés chez les patients et leur sévérité 

est souvent corrélée avec une issue fatale de la maladie. L’augmentation de la perméabilité 

vasculaire peut expliquer en partie la fuite de liquide mais très peu de lésions vasculaires sont 

notées. 

Afin d’expliquer les signes hémorragiques, des études se sont attachées à évaluer les troubles de la 

coagulation. Contrairement aux FH induites par les Filovirus, la fièvre de Lassa n’est pas associée à 

des dysfonctionnements massifs de la cascade de coagulation. En effet, les malades ne présentent 

pas de phénomène de coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) caractérisée par des dépôts de 

fibrine localisés de façon diffuse dans l’organisme. Le taux des produits de dégradation du 

fibrinogène est également constant. Une thrombocytopénie modérée et des défauts d’agrégation 

plaquettaire sont tout de même notés chez les cas plus sévères alors que le nombre de plaquettes 

reste constant chez les survivants. La plupart des patients montrant des signes hémorragiques 

présentent des défauts d’agrégation plaquettaire. Un inhibiteur de l’agrégation des plaquettes a été 

mis en évidence chez les patients infectées par LASV et son taux dans le plasma est fortement 

corrélé à l’occurrence des hémorragies et la sévérité de la maladie [80].  

Cependant, les hémorragies externes et internes, les atteintes des fonctions hématologiques et les 

défauts de coagulation ne suffisent pas à expliquer le choc terminal et la mort. 

 Réaction immunitaire 

Les étapes précoces de la fièvre de Lassa sont caractérisées par une lymphopénie transitoire 

affectant les lymphocytes T, B, et les cellules NK suivie d’une neutrophilie [81]. Les cellules sont 
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déplétées des ganglions lymphatiques et de la rate. Les études dans des modèles in vitro ont 

également suggéré que LASV induisait une immunosuppression. En effet, les CPA infectées ne sont 

pas activées et ni en mesure d’initier le développement d’une réponse immunitaire efficace. De 

même, l’absence d’IL-8 et de CXCL10 semble être corrélée à l’issue fatale de la maladie. Ainsi, 

l’immunosuppression induite par LASV pourrait être impliquée dans la pathogenèse de la maladie. 

Les mécanismes immunitaires développés lors de la fièvre de Lassa seront détaillés dans la partie 

suivante. 

 Convalescence 

Chez 30% des patients survivants, l’apparition d’une surdité uni ou bilatérale temporaire ou 

définitive apparaît pendant la phase de convalescence lors de l’élimination du virus mais elle peut 

également survenir pendant la phase aigüe de la maladie [82]. Les causes demeurent encore 

inconnues. Les Arénavirus non cytopathiques, et donc probablement LASV, inhibent la 

myélinisation des cellules de Schwann, ralentissant ainsi la conduction des influx nerveux et donc les 

fonctions auditives [83]. Cependant, il semblerait que la virémie ne soit pas responsable de 

l’apparition de la surdité et un effet délétère des réponses immunitaires dans l’oreille interne serait 

plus vraisemblablement en cause [84].  

Modèles animaux d’étude de la fièvre de Lassa  

Les modèles animaux ont permis de mieux caractériser la physiopathogenèse de la fièvre de Lassa. 

 Rongeurs 

Le réservoir de LASV est un rongeur, il n’est donc pas pathogène pour son hôte. La pathologie 

induite par les souches sauvages de LASV ne peut donc pas être étudiée en utilisant les rongeurs. En 

effet, il est difficile d’adapter le virus aux rongeurs pour le rendre pathogène et reproduire ainsi les 

signes cliniques observés chez l’homme. 

Des travaux de PB. Jahrling ont permis de reproduire la pathologie de la fièvre de Lassa en adaptant 

un Arénavirus du nouveau monde, le virus Pichinde (PICV), à la souche S13 du cobaye [85]. PICV se 

réplique fortement dans les tissus viscéraux, la rate, les ganglions lymphatiques, les glandes 

salivaires, les poumons mais pas dans le cerveau. La virémie est modérée dans le foie, les glandes 

surrénales, les reins, le pancréas et le cœur. Tous les animaux infectés dans cette étude souffraient 

d’une lymphopénie, d’une pneumonie interstitielle, avaient des signes de nécroses hépatocellulaires 

et spléniques ainsi que des taux élevés d’AST et ALT sériques et n’ont pas survécu à l’infection. 

Aucune cellule inflammatoire n’a été observée au niveau des lésions. Des anticorps neutralisants 
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ont été développés uniquement chez les survivants tardivement pendant la convalescence. Le 

cobaye S13 est également susceptible à la souche LASV-Josiah et il développe une pathologie 

ressemblant à la fièvre de Lassa. Cependant, des infiltrats inflammatoires apparaissent chez le 

cobaye suite à l’infection ce qui n’est pas le cas chez l’homme ou le PNH [86, 87]. 

Le hamster infecté par le virus Pirital, un Arénavirus du nouveau monde, développe une pathologie 

similaire à la fièvre de Lassa. Les animaux infectés développent une forte virémie. Une leucocytose, 

une coagulopathie, des hémorragies et œdèmes pulmonaires, des nécroses dans le foie et la rate et 

l’élévation des taux de transaminases sériques est également observée [88]. 

Les souris de laboratoire développent des encéphalopathies aigües lors de l’infection par LASV par 

voie intracérébrale mais elles demeurent résistantes à l’infection systémique par LASV, éliminent 

rapidement le virus et ne reproduisent pas la physiopathologie caractéristique de la fièvre de Lassa. 

Cependant, des données récentes ont été obtenues par l’étude de souris HHD possédant une 

molécule HLA (human leucocyte antigen)-A2.1 chimérique humaine/murine à la place de celle du 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I murin [89]. Ces souris sont virémiques 

pendant une longue période et développent une maladie sévère. Ce modèle permet d’étudier 

l’implication des populations immunitaires dans le contrôle de l’infection par LASV. Ces résultats 

restent cependant discutables et sont à confirmer chez l’homme ou dans un autre modèle animal. 

L’infection par LASV a également été étudié chez des souris IFNAR-/- (qui n’expriment pas le 

récepteur des IFN de type I IFNAR) et IFNa/bgR-/- (qui n’expriment ni IFNAR, ni le récepteur de l’IFN-

γ) [90]. Une infection persistante a été observée, associée avec une perte de poids modérée chez 

tous ces animaux. LASV s’est répliqué dans le cerveau, la rate, les reins, le foie, les poumons et le 

cœur. L’infection par LASV n’est cependant pas létale dans ces modèles contrairement à l’infection 

par JUNV [91], et ne permettent pas d’analyser les mécanismes de physiopathogenèse. 

Les rongeurs sont souvent moins sensibles aux infections virales que les PNH et ils contrôlent 

l’infection grâce à une forte réponse IFN de type I. En effet, les populations lymphocytaires et les 

régions génétiques contrôlant les réponses immunes innées sont différentes entre les rongeurs et 

les PNH et pourraient être impliquées dans le contrôle des infections virales [92]. Ainsi, malgré 

certaines similitudes dans la pathologie développée, le rongeur ne constitue par le meilleur modèle 

pour étudier la pathogenèse de la fièvre de Lassa, analyser les réponses immunitaires induites et 

comprendre les causes de la mort.  
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 Primates non humains 

Dans la nature, les PNH peuvent développer une FH lorsqu’ils sont infectés par le virus de la FH 

simienne, un Artérivirus. La pathologie observé peut être comparée à la fièvre de Lassa et aux 

autres FH virales [93]. Certains symptômes comme la coagulopathie, l’élévation des taux d’enzymes 

hépatiques et l’immunosuppression sont ainsi similaires à ceux apparaissant chez l’homme lors de la 

fièvre de Lassa et d’autres FH virales. 

Les PNH sont les animaux qui présentent la plus étroite proximité phylogénétique et de 

nombreuses similitudes physiologiques, immunologiques avec l’homme. Ainsi, ils constituent un 

modèle qui permet de caractériser la pathologie de la fièvre de Lassa et tester des antiviraux et 

vaccins. Les plus utilisés sont le singe écureuil (Saïmiri scireus), le marmouset commun  (Callithrix 

jacchus), le singe rhésus (Macaca mulatta) et le singe cynomolgus (Macaca fascicularis).  

 Chez le singe écureuil et le marmouset 

Très tôt, des études de la pathogenèse de la fièvre de Lassa sur des singes écureuils ont été 

conduites [94]. La période d’incubation chez ces animaux a été évaluée entre 8 et 18 jours. Le virus 

semble atteindre en premier lieu les ganglions lymphatiques, le foie et les reins puis le reste des 

organes. Lors des observations histopathologiques, des nécroses ont été notées dans la rate et les 

ganglions lymphatiques, des lésions au niveau du myocarde et des artères.  

La pathologie de la fièvre de Lassa a également été analysée chez les marmousets [95]. Ces 

animaux présentent de la fièvre, une perte de poids, une virémie élevée, de fort taux d’enzymes 

hépatiques et ils décèdent entre 15 et 20 jours après l’infection. Comme chez l’homme, des nécroses 

hépatiques multifocales avec une infiltration mineure de cellules inflammatoires sont observées 

ainsi qu’une néphrite interstitielle. Des phénomènes de régénération des hépatocytes, de déplétion 

lymphocytaire et d’immunosuppression des CPA apparaissent de façon similaire à la fièvre de Lassa 

chez l’homme.  

 Chez les singes rhésus et cynomolgus 

Afin de décrire au mieux la pathogenèse de la fièvre de Lassa, les études se sont basées sur les 

observations faites lors de l’infection de macaques par LASV [52, 96-103]. 

Chez le PNH, la FH est caractérisée par une forte virémie (supérieure à 105 focus-forming units (FFU) 

par ml de plasma), une atteinte du foie avec l’élévation des enzymes AST/ALT, une augmentation 

de la perméabilité vasculaire, des malaises, une détresse respiratoire, une déshydratation, la perte 

de poids, une élévation de la température corporelle qui diminue brusquement juste avant la mort. 
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Les animaux infectés par LASV présentent des signes de léthargie et de dépression, de fièvre, 

d’aphagie, de constipation et de perte de poids, accompagnés de conjonctivites, de pétéchies et 

d’un syndrome respiratoire aigüe. Lors de l’autopsie, des atteintes pulmonaires, cardiaques, 

hépatiques, intestinales, spléniques, rénales, urologiques et des ganglions lymphatiques, des 

glandes surrénales, de l’endothélium et du SNC sont observées. Des effusions pleurales, des 

œdèmes péricardiques et quelques hémorragies viscérales sont également notées. Les lésions 

microscopiques majeures sont des nécroses hépatiques et une pneumonie interstitielle. Les 

animaux survivants ont une charge virale faible et peu de lésions. Ces études ont révélé également 

la présence d’une lymphadénopathie, d’une splénomégalie et des infiltrations de cellules 

mononucléées, associées à une destruction de l’architecture folliculaire et une déplétion cellulaire 

au niveau de la moelle osseuse, de la rate et des ganglions lymphatiques. Une thrombocytopénie et 

une lymphopénie caractérisent également l’infection des macaques par LASV. Tous les 

changements morphologiques et anatomiques observés ne suffisent pas à expliquer la mort. 

Comme chez l’homme, il n’y a pas de CIVD chez le singe rhésus et cynomolgus infecté par LASV, le 

taux de plaquettes et de fibrinogène dans le sang reste constant et seul le taux de fibronectine est 

réduit lors de l’infection par LASV [104]. Le défaut d’agrégation plaquettaire peut en partie 

expliquer les effusions et les hémorragies observées. De plus, une réduction du volume 

intravasculaire due aux dysfonctionnements des cellules endothéliales est notée et elle pourrait, 

avec la coagulopathie, contribuer à la mort [102]. 

Beaucoup de corrélations entre la pathogenèse observée chez le singe et chez l’homme ont ainsi 

été observées et le PNH semble constituer un bon modèle d’étude de la fièvre de Lassa. En effet, les 

titres viraux et les lésions observés sont similaires dans beaucoup d’organes incluant foie, rate, 

poumons, reins, glandes surrénales, cœur et ovaires. 

 Infection de macaques par LCMV-WE  

LCMV est un Arénavirus de l’ancien monde proche de LASV. La plupart des infections par LCMV 

passent inaperçues ou ne mènent qu’à de simples symptômes grippaux mais dans certains cas, 

l’infection peut avoir des conséquences dramatiques et l’immunodépression favorise la gravité de 

l’issue de la maladie. Les infections congénitales lors du troisième semestre de grossesse peuvent 

mener à une des atteintes cérébrales graves et irréversibles, une choriorétinite et des retards 

mentaux chez le fœtus. La transplantation d’organes infectés chez des patients peut également 

conduire à une infection létale [92].  
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L’infection de souris par LCMV est asymptomatique bien que les animaux soient virémiques et ce 

modèle est classiquement utilisé pour étudier la persistance virale, la tolérance et 

l’immunopathogenèse. L’infection intraveineuse de macaques par la souche virulente WE de LCMV 

a été présentée comme pouvant servir de modèle de la fièvre de Lassa. Elle peut être comparée à 

l’infection par la souche atténuée Armstrong de LCMV. LCMV-Armstrong est neurotropique chez la 

souris mais pas chez le PNH alors que l’infection par LCMV-WE, viscérotrope chez la souris, est plus 

souvent associée à des méningites aseptiques chez le singe. 

Lors de l’infection par LCMV-WE par voie intraveineuse, les macaques deviennent virémiques 4 à 6 

jours après l’infection, les signes cliniques de la maladie apparaissent en une semaine et les animaux 

décèdent entre 10 et 14 jours après l’infection [105, 106]. En premier lieu, les animaux montrent des 

signes de déshydratation et détresse respiratoire. L’infection est également caractérisée par la 

présence d’érythèmes cutanés, d’œdèmes sous-muqueux et pulmonaires et de foyers nécrotiques 

dans la cavité buccale. Des pétéchies et des saignements occasionnels des organes et des 

muqueuses montrent  des fuites de sang au niveau des capillaires. L’histologie révèle des déplétions 

cellulaires dans la moelle osseuse, le thymus et dans d’autres organes lymphoïdes. Les macaques 

infectés par LCMV-WE souffrent d’une thrombocytopénie sévère, plus importante que celle 

observée lors de la fièvre de Lassa, et qui semble être due à la diminution de la production des 

mégacaryocytes dans la moelle osseuse. Une réduction des taux de plaquettes dans le sang apparaît 

suite à l’infection expliquant ainsi une faible coagulation et des défauts de réparation des vaisseaux. 

Des dosages dans le sang montrent des taux élevés des enzymes AST/ALT et d’IL-6  [107] de façon 

similaire à l’infection des singes par LASV. Le foie est aussi particulièrement atteint avec des 

nécroses cellulaires hépatiques associées à des infiltrats inflammatoires mineurs [108]. L’analyse du 

transcriptome dans le foie montre que l’infection par LCMV-WE affecte les gènes impliqués dans la 

production de l’énergie, le métabolisme des acides gras et du glucose [109]. Enfin, les pathologies 

du SNC sont rares chez les PNH infectés par LCMV-WE comme lors de la fièvre de Lassa [105]. De 

même, l’infection des PNH par LCMV-WE n’induit pas d’inflammation des tissus et donc pas 

d’infiltration de leucocytes polynucléaires. Au contraire, ces signes sont visibles chez le cobaye 

infecté par LCMV-WE et ils sont responsables de l’initiation des réponses antivirales puis également 

de la destruction massive des tissus. Chez le macaque infecté par LCMV-WE comme lors de la fièvre 

de Lassa, la mort semble être le résultat de défaillance des systèmes vasculaires et circulatoires et 

d’atteintes multi-organiques. Les atteintes hépatiques ainsi que la thrombocytopénie apparaissent 

cependant plus sévères lors de l’infection par LCMV-WE que par LASV.  

L’infection de PNH par LCMV constitue un modèle intéressant puisqu’il permet de comparer les 

différences de pathogénicité des deux souches WE et Armstrong et de déterminer les facteurs de 
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virulence dans un modèle animal proche de l’homme. De plus, il ne nécessite plus de travailler en 

laboratoire P4 et les analyses peuvent être effectuées plus rapidement et simplement en laboratoire 

P3. Cependant, due aux quelques différences de pathologie observées, il est nécessaire de valider 

les données obtenues avec ce modèle directement chez des patients ou chez le PNH infecté par 

LASV  afin de caractériser de façon précise la physiopathologie de la fièvre de Lassa. 

Aspects moléculaires 

 Morphologie 

A la suite des premiers cas de fièvre de Lassa, les travaux ont permis d’isoler le virus, de l’identifier 

et de le caractériser au niveau moléculaire. 

LASV appartient aux Arénavirus de l’ancien monde tout comme LCMV. Le groupe Arénavirus 

proposé initialement par E. Borden a été accepté par le Comité International de Taxonomie des 

Virus dès 1971. Ce nom, du latin arenosus qui signifie « sable », vient de l’observation en microscopie 

électronique de fins granules opaques de 20 à 25 nm présents à l’intérieur des virions, semblables 

aux grains de sable et correspondant aux ribosomes [110]. 

Les Arénavirus sont caractérisés par des particules virales de forme ronde, ovale ou pléomorphique 

d’un diamètre variant de 50 à 300 nm (110-130 nm en moyenne) qui possèdent des projections d’une 

dizaine de nm à la surface de l’enveloppe. Les ribosomes sont reliés par des filaments et arrangés en 

forme circulaire sous l’enveloppe virale. Les particules virales bourgeonnent à la surface des cellules 

infectées [111, 112]. Des photographies des particules virales sont présentées sur la figure 4. 

  

Figure 4. Observations de LASV dans des cultures de cellules Vero. Photographies obtenues par microscopie 

électronique sur des sections ultrafines. Tiré de [112].  

 

projections 

filaments reliant les ribosomes 
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granules opaques (ribosomes) 
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Dès 1970, des tests d’incorporation de 5-bromodéoxyuridine (BrdU) suggèrent que le génome de 

LASV est vraisemblablement constitué d’acides ribonucléiques. De plus, les particules virales sont 

sensibles au détergent sodium deoxycholate, démontrant qu’elles sont enveloppées d’une 

membrane lipidique [31].  

 Organisation du génome 

Le génome de LASV et des autres Arénavirus comprend deux segments d’ARN simple brin de 

polarité négative : un segment L pour « large » de 7200 nucléotides et un segment S pour « small » 

de 3400 nucléotides  [113]. Le segment S est le plus abondant dans les particules virales. Comme les 

autres virus à ARN simple brin de polarité négative, LASV possède une ARN polymérase ARN 

dépendante mais la stratégie de codage utilisée par LASV est totalement différente. Cette dernière 

est appelée ambisens car chaque segment contient deux gènes en orientation opposée. Le segment 

S code le précurseur de la glycoprotéine (GPC) ainsi que la nucléoprotéine (NP). Le segment L code 

une petite protéine de matrice Z et l’ARN polymérase ARN-dépendante L. Des petites régions 

intergéniques non codantes séparent la GPC de la NP sur le segment S et la Z de la L sur le segment 

L en formant des structures secondaires en épingle à cheveux [114, 115]. L’organisation des virions 

et du génome viral est présentée dans la figure 5. 

L’ARN viral s’associe avec les protéines NP et L pour former le complexe ribonucléoprotéique (RNP). 

Les deux protéines NP et L sont les facteurs trans minimums requis pour la transcription et la 

réplication virale. De la même façon, les régions non codantes situées aux extrémités des segments 

ainsi que la région intergénique constituent les séquences cis requises pour ces étapes.  

 

 

Figure 5. Organisation des particules (A) et du génome (B) des Arénavirus. D’après [1].  

 

Les régions non codantes à chaque extrémité 5’ et 3’ des segments contiennent des séquences de 19 

nucléotides qui constituent les promoteurs des gènes. Ces séquences sont complémentaires entre 

A B 
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elles et sont fortement conservées entre les segments S et L du virus et également entre les 

Arénavirus. Les promoteurs sont constitués d’une région conservée des nucléotides 1 à 12 qui 

interagit avec le complexe de réplication et d’une région variable de 13 à 19. Les séquences en 5’ et 

en 3’ sont toutes les deux nécessaires pour activer la transcription. Les promoteurs fonctionnent 

ainsi en duplex et régulent la transcription et réplication d’une manière coordonnée [116]. 

Les régions intergéniques forment des structures secondaires stables en épingles à cheveux et 

semblent participer à la régulation de l’étape de terminaison de la transcription. La région 

intergénique du segment S de LASV forme une seule épingle à cheveux. 

 Les protéines virales 

LASV a été purifié pour identifier les protéines structurales et les comparer avec les complexes 

protéiques déjà isolés pour d’autres Arénavirus (Tacaribe, PICV, LCMV). Les premières expériences 

avec du sérum anti-LASV révèlent l’existence des protéines NP, GP1, GP2 et GPC. D’autres études 

ont montré par la suite que la GPC est le précurseur des GP1 et GP2. Le génome viral code trois 

protéines structurales NP, GPC et Z et une protéine non structurale, la polymérase L.  

 La nucléoprotéine 

La NP de LASV est une protéine de 569 acides aminés. C’est la protéine structurale la plus 

abondante dans les virions. Elle peut être phosphorylée aux stades tardifs de l’infection virale et 

bien qu’elle possède des sites de N-glycosylation, elle n’est pas glycosylée. Sa fonction principale 

est de protéger l’ARN viral lors de l’infection mais un autre rôle dans l’inhibition de la réponse 

immunitaire a émergé récemment. Un schéma représentant les domaines structuraux et les 

fonctions de la NP est présenté sur la figure 6. 

 Le complexe RNP et la transcription/réplication 

La NP s’associe avec l’ARN viral génomique et la polymérase L pour former le complexe RNP. C’est 

l’unité infectieuse minimale, essentielle pour la transcription et réplication virale. Au sein de ce 

complexe RNP, les NP peuvent aussi s’associer entre elles par le domaine N-terminal lorsqu’un ARN 

simple brin est présent [117]. La cristallisation de la NP associé à l’ARN a montré que l’ARN se lie 

dans une cavité profonde qui possède des résidus basiques et se forme dans le domaine N-terminal. 

Ces données suggèrent que la NP s’ouvrirait pour accepter l’ARN [118]. La NP peut également se 

lier à la coiffe des ARNm [119].  
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La NP joue un rôle important dans la régulation de la transcription et de la réplication. Le domaine 

C-terminal de la NP et le résidu Isoleucine 53 sont cruciaux pour la fonction de la polymérase L lors 

de la transcription et de la réplication virale. 

Les complexes RNP sont ensuite incorporés dans les particules virales grâce à l’interaction de la NP 

avec la protéine Z qui fait le lien avec la membrane plasmique. La région C-terminale de la NP est 

primordiale dans l’interaction avec la Z et elle contient des résidus essentiels pour son incorporation 

dans les pseudo-particules ou VLP (Virus-like particles) [120]. De plus, la NP semble contenir un 

domaine conservé entre LCMV et LASV portant des résidus spécifiques importants dans 

l’interaction avec la Z. En effet, la NP de LCMV peut interagir avec la Z de LASV mais à l’inverse, la 

NP de LASV n’interagit pas avec la Z de LCMV [121]. 

 Inhibition de la réponse IFN 

La NP joue un rôle crucial dans l’inhibition de la réponse interféron (IFN) de type I et ainsi 

l’immunosuppression. La cristallisation de la NP a montré que le domaine C-terminal contient une 

activité exoribonucléase 3’-5’ spécifiques des ARN double brins, laquelle est alors apparue 

importante pour la suppression de la réponse IFN [119, 122]. La conformation tridimensionnelle de 

la NP ressemble à celle des membres de la famille DEDDh des exonucléases car elle possède les 

résidus catalytiques Asp-Glu-Asp-Asp et His (soit D-E-D-D et H) respectivement en positions 389, 

391, 466, 533 et 528, caractéristiques du site actif d’autres exonucléases DEDDh.  

Les mécanismes d’inhibition de la réponse IFN par la NP seront décrits dans la partie suivante.  

 

 

 Les glycoprotéines 1 et 2 

L’extrémité 5’ du segment S code pour une protéine précurseur de 76 kDa, la GPC. La GPC est 

traduite comme un précurseur (pré-GPC) dans la lumière du réticulum endoplasmique, puis la GPC 

immature est obtenue après le clivage post-traductionnel d’un peptide signal stable (SSP) de 58 

acides aminés (6 kDa), situé à l’extrémité N-terminale. De façon peu commune, le SSP reste 

Figure 6. Domaines structuraux et 

fonctionnels de la NP de LASV. 
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connecté à la GPC immature. Il comprend deux régions hydrophobiques qui permettent l’insertion 

dans la membrane du réticulum endoplasmique [123]. Pendant le transport à la membrane 

plasmique, la GPC est maturée par clivage protéolytique en deux sous-unités GP1 (44 kDa) et GP2 

(36 kDa). Pendant cette étape, le SSP agit comme un facteur trans de maturation puis il interagit 

avec le domaine transmembranaire de la GP2 par son domaine appelé TM1 [124]. Le domaine 

cytoplasmique de la GP agit comme un facteur essentiel de stabilisation de la conformation 

tridimensionnelle de la protéine et il est donc primordial pour l’accessibilité du site de clivage [125]. 

Les GP1 et GP2 forment des trimères à la surface de l’enveloppe virale alors que la GPC forme des 

monomères et des oligomères. Le clivage de la GPC est ainsi primordial pour la conformation des 

projections à la surface de l’enveloppe virale [126]. Dans les trimères, les GP ne sont pas liées de 

façon covalente. La GP1 interagit avec l’α-dystroglycane (DG) et permet l’entrée du virus dans la 

cellule puis la GP2 permet la fusion pH-dépendante des membranes lipidiques virale et cellulaire 

[127]. La GP2 est une protéine de fusion de classe I avec deux régions hydrophobiques N-terminales 

qui sont cruciales pour la fusion membranaire pH-dépendante. Les acides aminés Trp-264, Gly-277, 

Tyr-278 et Leu-280 sont notamment conservés chez tous les Arénavirus [128]. En plus de sa partie 

N-terminale hydrophobe, elle possède deux hélices antiparallèles séparées par une partie 

glycosylée. La structure et la fonction sont similaires à celles des GP des autres virus enveloppés à 

ARN, suggérant très probablement l’existence d’un précurseur commun notamment entre les GP2 

de LASV et EBOV [129]. 

La séquence de la GPC et la conformation des GP à la membrane plasmique est présenté sur la 

figure 7. 

 Clivage de la GPC 

La GPC est clivé en GP1 et GP2 entre la leucine 259 et la glycine 260. Le motif identifié est un site 

consensus conservé pour tous les souches de LASV : R-X-(L/I/V)-L259. C’est un site homologue avec 

le site de reconnaissance utilisé par certaines endoprotéases [130]. Cette protéase est identifiée 

comme étant SKI-1/S1P, une protéase appartenant à la famille des subtilases, connue pour son rôle 

essentiel dans l’homéostasie des lipides et la réponse au stress du réticulum endoplasmique [131]. 

SKI-1/S1P appartient au groupe des pyrolysines de la famille des subtilases et elle clive des résidus 

non basiques, contrairement au groupe des furines. SKI-1/S1P est une proprotéine convertase. Ces 

protéines sont synthétisées en tant que précurseur inactif et le clivage autocatalytique d’un 

prosegment N-terminal conservé est nécessaire et permet la conformation correcte de la protéase. 

En effet, SKI-1/S1P est synthétisée comme pré-pro-SKI-1/S1P, puis est activée après trois clivages 

séquentiels dans le réticulum endoplasmique : le premier par une peptidase et les deux autres sont 
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des clivages autocatalytiques. Ce processus d’activation de SKI-1/S1P est indispensable pour le 

clivage de la GPC alors qu’il n’est pas forcément nécessaire pour le clivage d’autres substrats 

cellulaires [132]. Une fois activée, la protéine SKI-1/S1P est transloquée dans les compartiments cis 

et médial du Golgi. 

La GPC de LASV est clivée dans le réticulum endoplasmique ou le cis-Golgi, ceci nécessitant à la fois 

le prodomaine de SKI-1/S1P mais aussi la présence du site de reconnaissance RRLL dans la séquence 

de la GPC. Au contraire, la GPC de LCMV ne possédant pas ce site de reconnaissance, elle est clivée 

dans les endosomes tardifs. 

 

      

Figure 7. A. Schéma représentant les domaines structuraux de la GPC et les fonctions associées des deux 

sous-unités GP1 et GP2. B. Modèle de la conformation d’un monomère de GP à la surface de l’enveloppe 

virale. Adapté de [124]. 

 

 GP soluble 

L’expression de la GPC dans des cellules de mammifères résulte en une forte sécrétion de GP1 

soluble qui n’est pas associée à la GP2 dans le surnageant des cellules transfectées [133]. La GP1 

soluble se forme après la séparation de l’ectodomaine de la GP. Ce processus de libération de 

l’ectodomaine de la GP de la partie transmembranaire, similaire à celui retrouvé lors de l’infection 

par EBOV, est appelé « shedding ». Cependant, lors de l’infection par LASV, la présence de GP1 

soluble n’est pas le résultat d’un clivage protéolytique médié par des métalloprotéases et elle n’est 

pas associée à la GP2 ou une partie. Elle est le résultat de la sécrétion directe d’une isoforme de la 

GP1 à partir de la GPC intracellulaire [134]. Une étude montre que la GP1 soluble est retrouvée dans 

le sérum de patients présentant des signes de fièvre de Lassa mais cette observation reste 

relativement rare. En effet, deux patients uniquement sur les 46 testés possèdent cette forme 

soluble de la GP1 [135]. 
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 La polymérase L 

Le segment L de LASV code pour la protéine L, une ARN polymérase ARN-dépendante de 2220 

acides aminés (253 kDa). Elle contient six motifs conservés parmi les Arénavirus et autres virus à 

ARN simple brin de polarité négative. En effet, il n’y a que 18% de divergence dans la séquence 

d’acides aminés de la protéine L entre les trois souches Nigéria, Josiah et AV de LASV.  

La protéine L est composée de trois domaines structuraux allant des acides aminés 1 à 457 pour le 

premier, 457 à 939 pour le deuxième et 939 à 2220 pour le troisième [136]. Grâce à une approche de 

mutagénèse, il a été montré que les résidus acides aminés importants pour la fonction de la 

polymérase sont regroupés au centre de la structure tridimensionnelle, dans le site catalytique. Les 

résidus Gly-1394 et Asp-1395 de LASV-AV sont essentiels pour la synthèse des ARNm mais pas pour 

la réplication de l’ARN antigénomique [137]. Sept résidus (Asp-89, Glu-102, Asp-119, Lys-122, Asp-

129, Glu-180 et Arg-185) sont également importants pour la transcription et trois sont même 

absolument nécessaires (Asp-89, Glu-102, Asp-129) [138].  

 La protéine Z 

L’extrémité 5’ du segment L de LASV code la petite protéine Z de 11 kDa, dont la structure est de 

type RING, en doigt de zinc [139]. La protéine Z de LASV est d’abord décrite comme une protéine 

de matrice qui s’associe à la membrane cellulaire. Elle permet de faire le lien entre les complexes 

RNP et la GP et donc participe à l’incorporation de ces complexes dans les virions.  

 Bourgeonnement des virions 

La protéine Z est essentielle dans le relargage des particules virales. L’expression de la protéine Z 

dans des cellules suffit à induire le bourgeonnement de la membrane plasmique en l’absence des 

autres protéines virales, aboutissant à la formation de pseudo-particules virales. La protéine Z 

possède deux domaines tardifs riches en proline appelés PPPY et PTAP qui sont primordiaux pour 

l’adressage à la membrane plasmique et le bourgeonnement [140]. Certains résidus conservés 

situés en dehors des domaines RING et tardifs jouent également un rôle important dans 

l’attachement de la protéine Z à la membrane plasmique [141]. Enfin, la myristoylation de la Gly-2 

est primordiale pour l’interaction de la protéine Z avec les lipides membranaires et donc pour le 

bourgeonnement [142 , 143]. De plus, des observations microscopiques et biochimiques montrent 

que la protéine Z interagit directement avec le SSP de la GPC [144]. 

La protéine Z recrute, par l’intermédiaire des domaines tardifs, des facteurs cellulaires essentiels au 

bourgeonnement, comme les facteurs Tsg101, Vps4A et B et ALIX/AIP1 [145 , 146]. Ces facteurs 
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appartiennent ou sont associés aux protéines ESCRT (endosomal sorting complex required for 

transport) et ont un rôle dans la formation des corps multivésiculaires (MVB). Le facteur cellulaire 

ALIX/AIP-1 fait le lien entre les protéines Z et NP de LASV et il a été montré qu’il était primordial 

pour l’incorporation de la NP dans des VLP induites par la protéine Z [147].  

La protéine Z interagit avec la NP [121, 148 ] et elle est nécessaire pour l’association de la NP aux 

membranes et donc pour l’incorporation des complexes RNP dans les virions.  

 Transcription/réplication 

La protéine Z est aussi impliquée dans la transcription, la réplication et la traduction. Il a été montré 

pour LASV, LCMV et le virus Tacaribe, que la protéine Z inhibait la synthèse d’ARN en se liant avec 

la polymérase L [149-152]. Lors de l’infection par LCMV, la protéine Z interagit avec le facteur 

d’initiation de la traduction eIF4E et inhibe la traduction par son domaine RING [153 , 154]. 

 Rôle dans l’apoptose ? 

La protéine Z peut également se lier à la protéine de la leucémie promyélocytaire (PML) dans la 

région N-terminale, induisant ainsi la relocalisation de la PML vers le cytoplasme [155]. La PML est 

normalement localisée dans les corps nucléaires, lesquels ont un rôle dans la régulation de 

l’apoptose. Cette interaction Z/PML pourrait alors permettre la modulation des voies de l’apoptose, 

expliquer la nature non cytopathique des Arénavirus et ainsi favoriser la persistance et la 

dissémination virale. 

 Le cycle viral 

 Entrée du virus dans la cellule 

L’α-dystroglycane (α-DG) est le récepteur cellulaire d’entrée des Arénavirus de l’ancien monde 

incluant LASV, mais aussi des Arénavirus du groupe C du nouveau monde [156]. C’est une GP de 

surface qui fait le lien entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine. Elle est exprimée 

de façon ubiquitaire dans la plupart des tissus. L’α-DG est constitué d’un domaine de type mucine 

fortement glycosylé qui fait le lien entre les domaines globulaires N- et C-terminal. Il est sujet à des 

modifications post-traductionnelles sur le domaine mucine de type O-mannosylation (un type de O-

glycosylation), effectuées par des glycosyltransférases incluant la protéine LARGE. Ces 

modifications sont primordiales pour la fonctionnalité de l’α-DG mais aussi pour permettre l’entrée 

de LASV, LCMV et des autres Arénavirus de l’ancien monde et du groupe C du nouveau monde  

[157-159]. Des études montrent que la GP de LCMV peut interférer avec les modifications post-

traductionnelles de l’α-DG résultant ainsi en une diminution de l’expression d’ α-DG fonctionnel à la 
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surface des cellules infectées et une dérégulation des interactions avec les protéines de la matrice 

extracellulaire [160]. Très récemment, quatre autres molécules ont été décrites comme pouvant 

être utilisées par LASV pour entrer dans la cellule cible [161]. Axl et Tyro3 sont des récepteurs 

tyrosines kinases alors que DC-SIGN et LSECtin sont des lectines de type C. Ces molécules 

permettent la liaison du virus et l’infection indépendamment de la présence de l’α-DG. Le 

mécanisme d’entrée des Arénavirus pathogènes du clade B du nouveau monde (JUNV et virus 

Machupo, Guanarito et Sabia) est différent. Ils utilisent le récepteur 1 de la transferrine TfR1 pour 

entrer dans les cellules cibles [162]. 

L’entrée de LASV se fait par endocytose par un mécanisme similaire à celui décrit plus tôt pour 

LCMV [2, 163, 164]. Il est indépendant de la clathrine, de la calvéoline ou de la dynamine mais la 

composition en cholestérol membranaire entre en compte [165, 166]. Ensuite, tout comme LCMV, 

LASV est transporté grâce aux microtubules dans des vésicules d’endocytose qui maturent en MVB, 

lesquels rejoignent les endosomes tardifs [167 , 168]. De nombreux facteurs cellulaires sont 

nécessaires à l’entrée du virus pour une infection productive. La PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase) 

est essentielle ainsi que l’acide lysobisphosphatidique, un phospholipide impliqué dans la formation 

des vésicules intraluminales du MVB des endosomes tardifs. Les protéines de la famille ESCRT (Hrs, 

Tsg101, Vps22 et Vps24) sont également primordiales pour l’entrée de LASV [168]. De plus, les 

protéines Vps4 et Alix sont associées aux protéines ESCRT et sont impliquées respectivement dans 

la fission et dans la dynamique des vésicules intraluminales du MVB/endosomes tardifs et 

participent activement lors de l’infection virale. Conformément à ces données, les endosomes 

tardifs possèdent un pH compatible avec celui optimal, de l’ordre de 3 à 4,5, requit pour la fusion des 

vésicules [169]. Le pH acide induit un changement conformationnel et la dissociation de la GP1 et 

de la GP2, et ainsi l’apparition du peptide de fusion de la GP2 qui s’insère dans la membrane de 

l’endosome. Les particules virales se trouvent ainsi libérées dans le cytosol où peut avoir lieu les 

étapes de réplication et transcription virales. 

Les différentes étapes de l’entrée du virus sont schématisées sur la figure 8. 
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 Transcription et réplication virale 

Après la fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire, les complexes RNP sont relargués 

dans le cytoplasme. L’ARN viral encapsidé sert de matrice pour la transcription et la réplication. La 

transcription aboutit à la synthèse des ARNm codant la NP et la L à partir des segments S et L 

respectivement. Les ARNm sont ensuite coiffés et polyadénylés. Dans les phases précoces 

d’infection, la transcription est favorisée par rapport à la réplication car les faibles taux de NP 

empêchent la polymérase L de lire l’ARN plus loin que la région intergénique. Ensuite, 

l’augmentation de l’expression de la NP permet de dénaturer la structure de la région intergénique 

et donc de répliquer l’ensemble du segment. Cependant, le rôle de la NP dans la modulation de 

l’équilibre transcription/réplication est encore controversé. La polymérase L synthétise un ARN 

antigénomique complémentaire qui sert de matrice pour la transcription des ARNm codant la GP et 

la protéine Z mais aussi pour l’amplification du génome viral. Les étapes de la transcription et 

réplication du génome virale est représenté sur la figure 9. 

Figure 8. Entrée de LASV dans 

la cellule cible, transport dans 

les endosomes tardifs puis 

libération du génome viral dans 

le cytoplasme. D’après [2]. 
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 Bourgeonnement 

Les différents composants du virus sont ensuite assemblés puis les particules virales sont relarguées 

par les cellules. L’assemblage des virions requiert la protéine Z qui fait le lien entre les complexes 

RNP et les GP et permet ainsi d’incorporer les segments d’ARN. L’étape de clivage de la GPC par la 

protéase SKI-1/S1P est également primordiale pour le bourgeonnement. Le rôle spécifique des 

différentes protéines de LASV dans cette dernière étape du cycle viral est détaillé précédemment et 

dans la figure 10. 

            

Figure 9. Schéma de la 

transcription et réplication du 

segment S du génome viral. La 

stratégie de codage des gènes des 

arénavirus étant ambisens, un ARN 

intermédiaire antigénomique est 

nécessaire pour répliquer le génome 

et transcrire les gènes GPC et Z. 

Adapté de [1]. 

Figure 10. Bourgeonnement des 

particules virales. 
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 Les outils 

Afin d’analyser la séquence virale génomique, d’étudier le rôle des protéines virales et les étapes du 

cycle viral et de déterminer les facteurs importants dans la pathogenèse de la fièvre de Lassa, des 

outils permettant de modifier les virus sauvages ont été élaborés. 

 Obtention de virus réassortants 

Le génome des Arénavirus étant bisegmenté, il est possible, en co-infectant des cellules avec deux 

Arénavirus, d’obtenir des virus réassortants, c’est-à-dire possédant un segment génomique de 

chacun des virus. Cette technique permet de caractériser de façon fonctionnelle les segments S et L 

dans leur globalité. La coinfection de cellules par LASV et MOPV, un Arénavirus non pathogène, a 

permis l’obtention de virus réassortants MOPV/LASV encapsidant le segment L de MOPV et le 

segment S de LASV [170]. Ces virus réassortants étant atténués chez l’animal, ces travaux 

suggèrent que la virulence des Arénavirus est portée par les gènes sur le segment L. 

 La génétique inverse 

Grâce aux techniques de génétique inverse, il est désormais possible de créer des virus 

artificiellement à partir d’ADNc clonés tout en maîtrisant la séquence du génome viral. On peut 

alors construire des virus recombinants comportant des gènes mutés afin d’étudier le rôle 

biologique des protéines virales dans des cellules puis dans un organisme entier. Ces techniques 

permettent notamment d’étudier les facteurs de virulence importants dans la pathogenèse au 

niveau génétique [171]. Par exemple, le premier système de génétique inverse des Arénavirus a 

permis de créer des LCMV recombinant exprimant la GP du virus de la stomatite vésiculaire (VSV) 

[172]. Grâce au premier système de génétique inverse de LASV, l’importance des régions 3’ et 5’ non 

codantes du segment S dans la virulence a été mise en évidence [173]. 

Un système de génétique inverse de LASV a été récemment développé au laboratoire [174]. Il est 

décrit dans la figure 11. Des virus recombinants portant des mutations dans la séquence du gène de 

la NP ont ainsi été fabriqués et ont été utilisés dans le cadre de cette thèse. Dans notre système, les 

LASV recombinants sont obtenus en transfectant la lignée hamster BHK-T7 par plusieurs plasmides. 

Cette lignée de cellules est appelée ainsi car elle exprime de façon stable la polymérase T7. Les 

plasmides transfectés sont de deux types : ceux encodant le génome viral dans sa globalité et ceux 

encodant les facteurs viraux essentiels à la transcription et réplication du génome viral. Deux 

plasmides pTM1 encodant la NP et la polymérase L de LASV sous le contrôle du promoteur T7 sont 

transfectés ainsi que deux plasmides pRF108 codant le segment S de LASV pour l’un et le segment L 

pour l’autre sous le contrôle du promoteur de la polymérase ARN murine I (PolI) [175, 176]. La PolI a 
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la particularité de synthétiser des molécules d’ARN non polyadénylés et non coiffés. Dans les 

cellules BHK-T7 transfectées par ces 4 plasmides en même temps, la polymérase T7 permet la 

synthèse de la NP et de la polymérase virale L ainsi que la synthèse d’ARN antigénomique des 

segments S et L. Ces ARN servent alors de matrice pour la synthèse d’ARN génomique viral. Il faut 

noter que, contrairement aux virus à ARN de polarité positive, le matériel génétique de LASV et des 

Arénavirus en général ne peut pas fonctionner comme des ARNm et n’est donc pas directement 

infectieux. L’expression de toutes les protéines virales, la réplication du génome et donc la 

formation de particules infectieuses requièrent la synthèse d’un intermédiaire ARN 

transcomplémentaire de l’ARN viral. L’obtention de virus par génétique inverse est un procédé 

laborieux. La probabilité qu’une cellule BHK-T7 incorpore les quatre plasmides en même temps et 

que toutes étapes de réplication s’enchaînent sans encombre est extrêmement faible. C’est 

pourquoi le nombre de particules virales obtenues directement après transfection est limité. Il est 

alors nécessaire de faire plusieurs passages de virus sur des cellules VeroE6, compétente pour la 

réplication, afin d’obtenir un titre viral exploitable. Par ailleurs, le choix des mutations introduites 

artificiellement dans la séquence du génome viral est particulièrement difficile car toutes ne 

permettent pas d’obtenir un virus recombinant et peuvent être éliminées au fil des passages. Notre 

laboratoire a récemment généré plusieurs LASV recombinants en introduisant des mutations dans 

la séquence de la NP. L’arginine en position 393 a été remplacé par une alanine pour dans la 

séquence de la NP de LASV NP-R393A. Les LASV NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A possèdent 

deux mutations : en position 389, l’acide aspartique est remplacé par une thréonine ou une alanine 

et en position 392, une alanine remplace la glycine.  

 

Figure 11. Système de génétique inverse permettant de produire artificiellement des LASV recombinants.  

 

Un autre système appelé « minigénome » ou « système du réplicon » se base sur les techniques de 

génétique inverse et permet d’étudier les étapes du cycle réplicatif du virus sans forcément produire 

 

BHK-T7 

Plasmides pTM1 exprimant les protéines virales 

Plasmides pRF108 
exprimant l’ARN viral 

Transfection 

LASV recombinants 



 

In
tr

o
d

u
ct

io
n

 

56 

 

de particules virales infectieuses. Le premier minigénome de LASV a permis de montrer que la NP 

et la protéine L était les facteurs minimaux trans requit pour la transcription et la réplication virale 

[177]. C’est d’ailleurs pourquoi des plasmides codant la NP et polymérase L sont transfectés en 

même temps que les plasmides encodant le génome viral afin qu’il puisse être transcrit et répliqué 

et donc que des particules virales puissent être produites. Le système du réplicon a également 

permis d’étudier le rôle des séquences non codantes dans la région intergénique et aux extrémités 

dans la réplication virale. Il a ainsi été montré que la séquence intergénique permettait de stopper la 

transcription des gènes viraux et que les extrémités 5’ et 3’ étaient complémentaires et pouvaient 

s’associer pour former une structure secondaire en épingle à cheveux [116, 178]. 

Ces outils ont permis d’améliorer considérablement la compréhension des mécanismes viraux et 

peuvent être utilisés pour la création d’un vaccin. 

Traitements de la fièvre de Lassa 

Dès les premiers cas de fièvre de Lassa, des recherches de molécules chimiques antivirales ont été 

initiées. Des essais de traitements des malades avec du sérum immun de patients convalescents ont 

également été faits et seront décrits dans la partie suivante. 

 La ribavirine 

La ribavirine (1-β-D-ribofuranosyl-1,2,4-triazole-3-carboxamide) est un antiviral à large spectre 

synthétisé pour la première fois en 1972. C’est une molécule peu toxique dont l’efficacité a été 

démontrée dans de nombreuses infections virales incluant celles par le virus respiratoire syncytial, le 

virus de la grippe, le virus de la rougeole, le virus de l’immunodéficience humaine (HIV) et les virus 

de l’herpès et des hépatites. Le traitement par la ribavirine peut quelquefois provoquer une anémie 

mais celle-ci n’est que transitoire et réversible. 

L’efficacité de la ribavirine contre LASV a été démontrée pour la première fois dans un modèle singe 

rhésus [96]. Chez les singes traités, elle permet la disparition de la virémie dans les phases précoces 

de l’infection et la suppression du pic viral qui apparaît entre 7 et 12 jours chez les singes non traités. 

Les travaux chez le PNH montrent cependant que la ribavirine est efficace uniquement lorsqu’elle 

est administrée de façon précoce entre 0 et 4 à 5 jours après l’infection. Combinée avec des sérums 

immuns, la ribavirine reste efficace administrée plus tardivement [98, 99 ]. Lors d’essais en Sierra 

Leone, il a été montré que la ribavirine réduisait de 55 à 5% la mortalité des cas de fièvre de Lassa 

lorsqu’elle était administrée en intraveineux et dans les 6 premiers jours de la maladie [179]. La voie 
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orale d’administration de la ribavirine peut être utilisée, bien qu’étant un peu moins efficace que 

l’injection intraveineuse.  

Cependant, lors des essais chez les macaques, il est apparu que des doses fortes supérieures à 30 

mg par kilo étaient toxiques. Afin de diminuer le dosage de la ribavirine et donc de limiter les effets 

secondaires, des essais de traitements combinés de la ribavirine avec d’autres molécules antivirales 

ont été effectués. Dans un modèle hamster infecté par PICV, l’effet synergique de l’IFN alfacon-1 

avec la ribavirine permet de ralentir de la progression de la maladie et de réduire la mortalité [180].  

La ribavirine est un analogue de la guanosine. Ses effets sont multiples : diminution de la GTP 

intracellulaire, inhibition des ARN polymérases et du coiffage 5’ des ARNm viraux et augmentation 

du taux de mutations de l’ARN viral. Cependant, les études récentes laissent à penser que l’effet 

antiviral de la ribavirine contre LASV semble davantage être dû à la mutagénèse de l’ARN viral 

plutôt qu’à la diminution du stock de GTP intracellulaire [181-183]. 

Malgré des résultats encourageants, l’utilisation de la ribavirine reste limitée dans les pays 

endémiques de par son coût élevé, sa disponibilité et la nécessité d’être administrée à un stade 

précoce de la maladie. Par ailleurs, la ribavirine ne permet pas d’éviter la surdité chez les survivants 

de la fièvre de Lassa et sa tératogénicité l’empêche d’être utilisée chez les femmes enceintes.   

 Autres analogues de nucléosides 

Comme la ribavirine, deux autres analogues de nucléosides ont été testés lors de l’infection par 

LASV : la zidampidine, un dérivé de l’AZT déjà utilisé dans le traitement contre le HIV et la 

stampidine dont l’efficacité antivirale contre les souches HIV-1 et HIV-2 a également été montrée. 

Des souris ont été infectées par injection intracrânienne létale avec LASV. La survie a été améliorée 

après traitement par la zidampidine et aucun signe clinique de la maladie n’a été noté [184 , 185]. La 

validité de ses analogues de nucléosides reste encore discutable puisque leur efficacité n’a pas été 

montrée dans un modèle PNH plus proche de l’homme. 

 Recherche de nouveaux traitements 

Afin de remplacer ou supplémenter la ribavirine, de nombreuses autres thérapeutiques ciblant 

différentes étapes du cycle viral ont été testées.  

 Neutralisation du virus  

Des essais de neutralisation de LCMV puis LASV ont été réalisés. Un fragment de l’α-DG contenant 

à la fois les sites de liaison du virus et des molécules de la matrice extracellulaire a été créé mimant 
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le rôle des anticorps neutralisants absents lors de l’infection. Cette approche est apparue non valide 

puisque ce fragment seul ou même couplé à un fragment Fc ne permettait pas de neutraliser le virus 

[186]. 

 Inhibition de l’entrée du virus 

Lors de l’entrée du virus, l’étape de fusion de l’enveloppe virale avec la membrane cellulaire peut 

être inhibée par la petite molécule lipophile LJ001, efficace contre tous les virus enveloppés [187]. 

Cette étape de fusion des membranes peut également être empêchée en ciblant l’interaction entre 

le SSP et la GP2 [124]. La molécule ST-193 exerce son activité antivirale contre LASV et plusieurs 

autres Arénavirus (mais pas LCMV) en stabilisant cette interaction et en bloquant la fusion 

membranaire [188 , 189]. Testé chez le cobaye S13 infecté par LASV, il permet de diminuer les 

signes de la maladie à l’exception d’une fièvre élevée mais transitoire, de réduire la virémie et 

d’augmenter ainsi la survie des animaux [190].  

 Inhibition de la transcription/réplication virale 

Certaines molécules peuvent cibler l’étape de transcription/réplication virale. En effet, il a été 

montré que l’antibiotique pyrazofurine diminuait la réplication de nombreux virus à ARN incluant 

LASV, LCMV et PICV dans un modèle in vitro. Cependant, les essais in vivo se sont révélés peu 

concluants. En effet, la pyrazofurine ne permet pas de limiter la réplication de PICV chez les cobayes 

[191]. Le T-705 ou favipiravir, actuellement en essai clinique pour le traitement de la grippe, inhibe 

la transcription/réplication de LCMV et des Arénavirus du nouveau monde en ciblant la polymérase 

L [192]. In vivo, le T-705 est efficace et non toxique dans les modèles hamster et cobaye infectés par 

PICV et les signes cliniques de la maladie et les titres viraux sériques sont apparu réduits [193 , 194]. 

Le T-705 pourrait ainsi être appliqué au traitement de la fièvre de Lassa mais d’autres travaux sont 

nécessaires pour valider son efficacité et l’absence de toxicité chez le PNH. 

Les techniques d’interférence ARN ont également été utilisées pour réduire l’expression des gènes 

de LCMV et ainsi inhiber la réplication virale [195]. Des petits ARN interférants ciblant les séquences 

des ARNm codant la polymérase L et la protéine Z ont permis de limiter la réplication virale. 

Cependant, dans cette étude, la transfection de ces ARN n’a pas conduit à l’inhibition de la 

transcription. De plus, ils sont efficaces uniquement lorsqu’ils sont délivrés à l’intérieur de la cellule 

par l’intermédiaire d’un vecteur Adénovirus recombinant. D’autres travaux ont également montré 

que des ARN interférants transfectés ciblant des régions terminales conservées en amont des gènes 

NP et L pouvaient réduire l’expression de ces gènes et inhiber la réplication de LASV, MOPV et 

LCMV [196]. La thérapie par ARN interférence est une alternative intéressante à la ribavirine et aux 
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autres molécules chimiques pour permettre le contrôle de l’infection par LASV mais d’autres 

travaux sont nécessaires afin de valider cette méthode notamment in vivo. 

 Inhibition de la formation des particules virales 

La formation de particules virales infectieuses nécessitant le clivage de la GPC par la protéase SKI-

1/S1P, de nouvelles stratégies antivirales ciblant cette étape du cycle virale et inhibant SKI-1/S1P ont 

été développées [197]. Par exemple, la petite molécule PF-429242 inhibe spécifiquement SKI-1/S1P 

et ainsi empêche le clivage de la GPC de LASV (mais pas celle de LCMV car le clivage de la GPC est 

médié par des furines) [198]. L’expression du variant α1-antitrypsine possédant les sites de 

reconnaissance de SKI-1/S1P permet d’inhiber le clivage de la GPC de LASV et donc de limiter la 

réplication virale [199]. 

La formation des particules virales peut également être inhibée par le biais de l’expression de la 

protéine cellulaire tétherine (BST-2, CD317). C’est une glycoprotéine transmembranaire exprimée à 

des degrés différents dans de nombreux types cellulaires et qui est connue pour inhiber le relargage 

de nombreux virus enveloppés. Lors de l’infection par LASV, la surexpression de la tétherine inhibe 

le bourgeonnement des particules virales in vitro en ciblant la protéine Z  [200 , 201]. L’origine de 

l’activité antivirale de la tétherine n’est pas connue mais il semblerait qu’elle permette de bloquer 

les particules virales à la membrane cellulaire. Des travaux restent toutefois nécessaires afin de 

déterminer si la modulation de l’expression de la tétherine pourrait participer au contrôle de la 

réplication de LASV in vivo.  

 Inhibition de voies cellulaires nécessaires au virus 

La recherche de nouvelles thérapies pour le traitement de la fièvre de Lassa s’est également 

tournée vers le ciblage de certaines molécules ou voies de signalisation cellulaires utilisées par le 

virus. PICV, un Arénavirus proche de LASV, a notamment été utilisé comme modèle simplifié de 

l’infection par LASV. 

Le XBY-S2 est un aptamère et un leurre qui se lie au facteur de transcription AP-1. Il induit alors  la 

production de cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-8 et TNF-α par les macrophages et permet de 

diminuer la mortalité de cobayes infectés par PICV [202]. 

La génistéine, un inhibiteur de tyrosine kinase, empêche à la fois l’entrée et la réplication de  PICV in 

vitro car ces deux étapes requièrent l’activité des kinases cellulaires pour la phosphorylation de 

facteurs de transcription et autres substrats [203]. L’association de la génistéine avec un autre 

inhibiteur de kinases, la tyrphostine AG1478, empêche également l’infection par LASV [204]. 
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Le bavituximab est un anticorps chimérique qui se lie aux phosphatidylsérines qui se trouvent 

exposées suite à l’infection par PICV [205]. Testé lors de l’infection de cobayes par ce virus, il 

apparaît efficace et non toxique et peut être combiné avec la ribavirine pour un effet synergique. Le 

bavituximab permettrait l’élimination des virus dans le sang ainsi que la lyse des cellules infectées 

par le mécanisme de cytotoxicité dépendante des anticorps. 

Enfin, la recherche de nouvelles molécules antivirales a également ciblé la modulation des voies du 

stress oxydatif, mal connues lors de l’infection par LASV mais bien étudiées lors des infections par 

les Filovirus. Une petite molécule, NSC 62914, ayant des propriétés antioxydantes a ainsi été 

découverte [206]. Elle permet de contrôler les infections par les Ebolavirus et Marburgvirus in vivo 

chez la souris et également d’inhiber la réplication de LASV in vitro.  

Un arénavirus non pathogène : le virus Mopeia 

Peu après les premières épidémies de fièvre de Lassa, un variant antigénique proche de LASV est 

découvert au Mozambique chez le Mastomys natalensis, le réservoir de LASV [207]. Il apparaît 

similaire à LASV par sa morphologie et est détecté par des anticorps spécifiques de LASV. Par la 

suite, de par ses différences phylogénétiques avec LASV, ce variant a été classé comme un nouvel 

Arénavirus de l’ancien monde à part entière et a été appelé virus Mopeia (MOPV). MOPV est 

également retrouvé au Zimbabwe chez les espèces Mastomys natalensis et Aethomys chrysophilus 

[208], en Afrique du Sud et en Tanzanie [209]. Plusieurs souches de MOPV ont ainsi été isolées : 

Mozambique, AN20410 et AN21366. Les séquences nucléotidiques du segment S de ces différentes 

souches sont homologues à près de 80% [210].  

 Similitudes 

Le fait que des anticorps anti-LASV puissent détecter MOPV indique que ces deux virus sont très 

proches d’un point de vue antigénique. De plus, les alignements de séquences nucléotidiques de 

MOPV et LASV démontrent que les segments S et L sont fortement conservés quelles que soient les 

souches de virus. Par exemple, il a été montré que le segment L de LASV-Josiah possédait 60% 

d’homologie avec celui de MOPV-AN20410 et que les protéines Z et L de ces deux souches de virus 

étaient aussi homologues à 57% [210]. Il est à noter que la notion d’homologie entre séquences est 

très forte puisqu’elle contient une notion de spéciation entre les virus c’est-à-dire qu’elle suppose 

l’existence d’un ancêtre commun à partir duquel les deux virus ont évolué. Les sites de clivage et les 

sites de glycosylation de la GPC sont conservés [211]. MOPV utilise d’ailleurs le même récepteur 

cellulaire α-DG que LASV pour entrer dans la cellule cible. Les sites de glycosylation de la NP sont 
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également conservés entre MOPV et LASV ainsi que le site de myristoylation Gly-2 de la protéine Z 

[143, 211]. 

Le nombre de nucléotides des régions non codantes et des gènes de chaque segment ainsi que le 

nombre d’acide aminés des protéines virales sont donnés dans le tableau III pour les souches 

utilisées dans la suite de ce manuscrit : LASV-AV et MOPV-AN21366.   

 Différences 

MOPV n’a jamais été associé à une FH ou à d’autres pathologies. De plus, la présence d’anticorps 

trouvés chez des écoliers au Zimbabwe indique que les hommes sont infectés par MOPV sans pour 

autant développer de maladie. Ces observations suggèrent que MOPV n’est pas pathogène pour 

l’homme [212]. Des singes rhésus infectés par MOPV ne développent pas de virémie et le virus n’est 

pas détecté dans les tissus des animaux. A l’exception de quelques lésions hépatocellulaires et au 

niveau des tubules rénales, l’infection de PNH confirme que MOPV est atténué [104].  

Les premiers travaux montrent que la différence de pathogénicité n’est pas la seule différence entre 

MOPV et LASV. De plus, l’alignement des séquences de MOPV et LASV indique que des différences 

se trouvent dans la région intergénique non codante du segment S. En effet, MOPV possède deux 

structures secondaires en épingles à cheveux alors que LASV n’en a qu’une seule. Ces structures ont 

une séquence similaire et il a été suggéré qu’elles étaient issues d’une duplication lors de la 

réplication virale [211]. 

La comparaison de LASV avec un virus très proche mais non pathogène pour l’homme comme 

MOPV constitue un excellent modèle permettant de déterminer les facteurs biologiques importants 

dans la virulence et ainsi d’améliorer la compréhension des réponses immunitaires et des 

mécanismes de pathogenèse induits lors de la fièvre de Lassa.  
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Tableau III. Comparaison entre les séquences des souches LASV-AV et MOPV-AN21366 utilisées dans le 

cadre de cette thèse. Le nombre de nucléotides (nt) des gènes et séquences non codantes (extrémités 5’ et 3’ et 

région intergénique (IGR)) ainsi que le nombre d’acide aminés (aa) des protéines virales sont précisés. Il est à noter 

que le séquençage des extrémités 5’ et 3’ des segments S et L est particulièrement difficile et c’est pourquoi le 

nombre de nt varie pour une même souche de virus entre les différentes séquences publiées dans GenBank. 

  Segment S  

  
extr. 

5' 
GPC IGR NP 

extr. 
3' 

Total  

Virus n° Genbank nt nt aa nt nt aa nt nt Réf. 

LASV-AV 
AF246121/ 
FR832711 

53/54 1476 491 61 1710 569 91 
3391/ 
3392 

[22, 174] 

MOPV-
AN21366 

JN561684/ 
M33879 

4/46 1470 489 123 1713 570 67 
3334/ 
3353 

[211, 213] 

           

  Segment L  

  
extr. 

5' 
Z IGR L 

extr. 
3' 

Total  

Virus n° Genbank nt nt aa nt nt aa nt nt Réf. 

LASV-AV 
AY179171/ 
FR832710 

47/67 300 99 99 6663 2220 
118/ 
138 

7227/ 
7267 

[174, 214] 

MOPV-
AN21366 

JN561685 79 312 103 110 6714 2237 56 7271 [213] 
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Les réponses immunitaires lors de la fièvre de 

Lassa 

On distingue classiquement deux types de réponse immunitaire : la réponse innée et la réponse 

adaptative ou acquise. Ces deux réponses diffèrent en plusieurs points. La réponse immunitaire 

innée est rapidement mise en œuvre après l’infection, elle est non spécifique de l’antigène et 

dépourvue de mémoire. Au contraire, la réponse immunitaire adaptative ou acquise est initiée plus 

tardivement, elle est spécifique de l’antigène et permet la mise en place d’une mémoire 

immunitaire cruciale. Malgré leur mise en place décalée dans le temps, les réponses immunitaires 

innée et adaptative agissent en synergie et leurs acteurs sont interconnectés. 

La réponse innée 

 Infection des cellules présentatrices d’antigène 

Les études in vitro montrent que les cellules dendritiques (DC) et les macrophages dérivés de 

monocytes sont sensibles à l’infection par LASV et produisent de grandes quantités de particules 

virales [74 , 75 , 215]. Les monocytes non différenciés ne sont au contraire pas infectables par LASV. 

L’infection des DC plasmacytoïdes par les Arénavirus n’a été que peu étudiée. Il a été montré que 

l’infection des DC plasmacytoïdes par LCMV était productive. De plus, des données selon lesquelles 

la GP de LASV se lie aux protéines des DC plasmacytoïdes suggèrent qu’elles seraient également 

infectées par LASV [216]. 

Les CPA sont également sensibles à l’infection par MOPV [215, 217]. De plus, elles répliquent ce 

virus et produisent des quantités de particules virales équivalentes à celles produites lors de 

l’infection par LASV. Ces données suggèrent ainsi que la réplication virale ne serait pas à l’origine de 

la différence de pathogénicité entre LASV et MOPV. 

 Activation des CPA 

Les monocytes circulants dans le sang, caractérisés par l’expression des molécules CD (Cluster of 

Differentiation) 14 et CD11c, peuvent se différencier en DC sous l’influence des facteurs GM-CSF 

(Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating Factor) et Interleukine (IL)-4 [218] ou du TNF (Tumor 

Necrosis Factor) -α : elles sont ainsi appelées DC dérivées de monocytes. Les monocytes peuvent 

également se différencier en macrophages en présence du facteur M-CSF (Macrophage Colony 

Stimulating Factor). Les réponses des CPA peuvent ainsi être étudiées dans des modèles in vitro à 

partir de DC et macrophages dérivés de monocytes. 
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Ainsi, dans un modèle in vitro, il a été montré que les DC et macrophages n’étaient pas activés suite 

à l’infection par LASV. En effet, l’expression des molécules de surface CD86, CD80, CD40, CD83, 

CD54, HLA-DR, HLA-abc, reflétant l’activation/maturation et impliquées dans l’adhésion, la 

présentation des antigènes et la costimulation des lymphocytes T est restée constante après 

l’infection. LASV se réplique dans ces cellules sans modifier non plus leur capacité de maturation, de 

migration en réponse à des chemokines telles que CCL3 (MIP-1α), CCL4 (MIP-1β) ou la phagocytose 

[75].  

L’infection des DC par MOPV n’induit pas l’activation de ces cellules tandis que les macrophages 

sont rapidement et fortement activés in vitro par MOPV [217]. En effet, l’augmentation de 

l’expression de CD86, CD80, CD40 (costimulation), CD54 (adhésion), et HLA-abc (CMH I) à la 

surface des macrophages infectés par MOPV a été observée in vitro. Ces données suggèrent 

fortement que la différence d’activation des macrophages lors des infections par LASV et MOPV 

serait à l’origine de la différence de pathogénicité de ces deux virus. Ainsi, l’absence d’activation des 

CPA et notamment des macrophages, pourrait être à l’origine de l’immunosuppression et de la 

pathogénicité de LASV. 

 Conséquences sur la réponse immunitaire innée et adaptative 

Les DC jouent un rôle clé au sein du système immunitaire [219]. Elles sont capables de répondre à 

différents pathogènes, de sécréter de grandes quantités de cytokines pro-inflammatoires et d’IFN 

de type I, et sont capables d’activer et moduler la réponse des cellules T. Les DC font également le 

lien entre immunité innée non spécifique de l’antigène et immunité adaptative spécifique de 

l’antigène. Elles ont une grande capacité migratoire et s’accumulent très rapidement au site où le 

pathogène est présent. La maturation des DC est régulée par de nombreux facteurs incluant des 

molécules dérivées de pathogènes, l’équilibre entre signaux pro- et anti-inflammatoires locaux et 

les médiateurs produits par les cellules T. Lors de la maturation des DC, elles quittent les tissus 

enflammés via la circulation lymphatique pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires. La 

maturation est associée à un changement de morphologie des cellules avec perte des molécules 

d’adhésion, réorganisation du cytosquelette d’actine et acquisition d’une grande mobilité. Elle est 

aussi liée à la diminution de l’expression des récepteurs de l’endocytose/phagocytose, 

l’augmentation de l’expression des molécules de costimulation comme CD40, CD80 et CD86, 

l’augmentation de la production des molécules du CMH de classe II et à la translocation des 

complexes CMH/peptide à la surface des cellules où ils restent stables pendant des jours permettant 

de présenter l’antigène aux lymphocytes T CD4+.  
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L’absence d’activation des CPA joue un rôle certain dans la pathogenèse de la fièvre de Lassa car 

d’une part, elles participent à la dissémination du virus dans l’organisme et d’autre part, l’absence 

d’expression des molécules impliquées dans la costimulation des cellules T à la surface des CPA 

infectées suggèrent que la réponse adaptative est également affectée. En effet, les macrophages 

qui sont activés par MOPV et non par LASV ont un rôle central dans l’induction des réponses 

immunitaires et dans le contrôle de l’infection. 

 La reconnaissance de l’antigène 

 Notion de PRR et de PAMP  

Le système immunitaire innée est capable de discriminer les molécules du soi de celle appartenant à 

des pathogènes. Il reconnaît les virus et d’autres pathogènes par le biais d’un nombre limité de 

récepteurs spécifiques de l’immunité innée appelés PRR (pattern-recognition receptor). 

Contrairement aux récepteurs de l’immunité adaptative, les PRR sont encodés par la lignée 

germinale et ne subissent aucun réarrangement. Les PRR sont exprimés de façon constitutive par 

certaines cellules comme les CPA (DC et macrophages) mais aussi les cellules Natural Killer (NK). 

Ainsi, ces cellules jouent un rôle essentiel dans la surveillance des infections, sont les premières en 

contact du pathogène et peuvent alors initier les réponses immunes. Les PRR reconnaissent des 

motifs moléculaires associés aux pathogènes, stables et conservés, appelés PAMP (pathogen-

associated molecular pattern) [220]. Les PRR reconnaissant les motifs des virus à ARN appartiennent 

à deux grandes familles : les récepteurs Toll-like (TLR) exprimés à la surface des cellules ou dans la 

membrane des endosomes et les hélicases présentes dans le cytoplasme [220, 221]. Les ARN viraux 

double brin et simple brin sont reconnus par les TLR3 et TLR7/8 respectivement. Les TLR2 et TLR4 

peuvent être impliqués dans la reconnaissance de certaines protéines virales d’enveloppe. Le TLR4 

reconnaît par exemple la protéine de fusion du virus respiratoire syncytial. Le TLR2 est impliqué 

dans la reconnaissance de l’hémagglutinine du virus de la rougeole et de certaines molécules non 

déterminées du cytomégalovirus humain et du virus herpès simplex de type 1. Les hélicases RIG-I 

(retinoic acid-inducible gene I) et MDA-5 (melanoma differentiation-associated gene 5) sont des 

senseurs importants des ARN viraux double brin. Il a été montré que RIG-I reconnaît des ARN simple 

brin possédant un triphosphate à l’extrémité 5’ et au moins une structure secondaire double brin 

[222].  MDA-5 reconnaît des longues molécules ARN double brin mais l’association avec une 

structure ARN simple brin semble également être nécessaire [223].  

La liaison des PAMP viraux avec leur PRR induit plusieurs types de signaux pouvant aboutir à la 

production de cytokines pro- ou anti-inflammatoire et des IFN de type I. L’activation de TLR2 

aboutit plutôt à la production de médiateurs pro-inflammatoires qu’à une réponse IFN spécifique. 
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L’engagement d’un TLR déclenche l’activation d’une cascade de signalisation incluant notamment 

le recrutement d’une molécule adaptatrice comme MyD88 ou TRIF et aboutissant à la transcription 

des gènes impliqués dans la défense de l’hôte. Par exemple, l’engagement de TLR3 permet le 

recrutement de TRIF puis l’activation d’un complexe TBK1/IKK-ε, lequel induit la phosphorylation et 

la translocation nucléaire du facteur de transcription IRF-3 (IFN regulatory factor 3). La cascade 

d’activation suivant l’engagement de TLR7/8 passe par MyD88 et aboutit à l’activation de facteurs 

de transcription comme IRF-7 qui induisent la transcription des gènes IFN-α. Les hélicases RIG-I et 

MDA-5 permettent également l’induction de la réponse IFN de type I par le recrutement de la 

protéine adaptatrice IPS-1/MAVS/CARDIF/VISA et une cascade similaire à celle induite par TRIF. Les 

gènes des cytokines pro-inflammatoires sont transcrits majoritairement suite à l’activation de 

MyD88. D’autres facteurs de transcription comme IRF-5, AP-1 et NF-κB induisent la transcription du 

gène de l’IFN-β et des cytokines pro-inflammatoires. 

 La reconnaissance de LASV : hypothèses 

Les mécanismes de reconnaissance de LASV et des Arénavirus en général ont été peu étudiés. 

L’entrée de LASV et de nombreux virus enveloppés passe par les compartiments endosomaux et on 

peut donc penser que LASV pourrait être reconnu directement dans les endosomes par des TLR 

exprimés à la membrane des endosomes comme les TLR7/8 ou le TLR3. Grâce au pH acide présent à 

l’intérieur des endosomes, la dégradation des nucléocapsides pourrait ainsi laisser apparaître l’ARN 

viral pour la reconnaissance par l’intermédiaire de ces TLR. Cependant, il n’y a que très peu d’étude 

concernant la reconnaissance de LASV par les TLR3 et TLR7/8. Bien que LASV utilise la voie des 

endosomes pour entrer dans la cellule, il est peu probable qu’il soit reconnu par le TLR3 puisque la 

réplication virale menant à l’apparition d’ARN double brin a lieu dans le cytoplasme. Une étude a 

d’ailleurs montré que des souris TLR3-/- n’était pas plus susceptible à l’infection par LCMV et donc 

que TLR3 ne serait pas essentiel pour l’initiation des réponses IFN suite à l’infection par LCMV [224]. 

Une étude in vivo chez la souris a montré que la souche Clone 13 de LCMV infectait les DC 

plasmacytoïdes et induisait des réponses innées et adaptatrices médiée par le TLR7, suggérant ainsi 

que ce PRR pourrait participer à la reconnaissance de LCMV voire d’autres Arénavirus [216]. 

Des études récentes suggèrent que le TLR2 pourrait être impliqué dans la reconnaissance de LCMV 

et d’autres Arénavirus. En effet, la cascade de signalisation passant par TLR2/MyD88 semble 

essentielle pour la production de cytokines pro-inflammatoires lors de l’infection par LCMV chez la 

souris [225]. De plus, l’infection par MOPV, mais pas LASV, induit la production de cytokines pro-

inflammatoires par le biais du complexe TLR2/MAL (MAL permettant le recrutement de MyD88) 

[226]. 
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Lors de la réplication virale, le génome ARN de LASV se retrouve dans le cytoplasme et se trouve 

ainsi potentiellement accessible pour les hélicases RIG-I et MDA-5. Des expériences de silencing des 

hélicases suggèrent que RIG-I, mais pas MDA-5, participerait à la reconnaissance de LASV par le 

groupement triphosphate à l’extrémité 5’ des ARN. L’engagement de RIG-I par les ARN de LASV 

serait ainsi responsable de l’activation du promoteur de l’IFN-β [227]. Une autre étude récente 

montre que JUNV, un Arénavirus du nouveau monde, induit également une réponse IFN par 

l’intermédiaire de RIG-I [228]. La structure reconnue par MDA-5 n’est pas clairement identifiée et il 

est probable que cette hélicase ne reconnaisse que des ARN double brin produit durant la 

réplication. Or, la réplication des virus à ARN simple brin de polarité négative ne produit que peu 

d’intermédiaire double brin [229]. Toutes ces données suggèrent que MDA-5 n’interviendrait pas 

dans la reconnaissance de LASV. Cependant, d’autres travaux sont bien évidemment nécessaires 

pour confirmer ces hypothèses. 

 Inhibition de la synthèse d’IFN : rôle des protéines virales 

Afin d’empêcher leur reconnaissance par les PRR, la réponse IFN puis l’induction des réponses 

immunitaires, les virus ont développé différentes stratégies antivirales.  

La NP de LCMV est la première à avoir été identifiée comme un inhibiteur de l’induction de la 

réponse IFN [230]. Elle bloque l’activation d’IRF-3 et donc sa translocation nucléaire. La 

transcription des IFN-α/β s’en trouve alors inhibée. De la même façon, la NP de LASV empêche la 

translocation nucléaire d’IRF-3 et l’activation du promoteur de l’IFN-β mais aussi des promoteurs 

dépendants d’IRF-3 [231]. D’autres données récentes ont montré que la NP de LASV se liait au 

facteur IKK-ε, inhibait son activité autocatalytique et ainsi le séquestrait dans sa forme inactive 

[232]. La présence de la forme active de IKK-ε est primordiale pour la phosphorylation d’IRF-3 et 

donc pour sa translocation nucléaire. Des données ont montré que, de par son activité 

exonucléasique, la NP de LASV empêchait la reconnaissance des ARN doubles brins par le récepteur 

RIG-I en les digérant [233]. Cette étude suggère que la NP de LASV pourrait interférer avec la 

cascade d’activation initiée par RIG-I menant à l’induction de la réponse IFN en supprimant les 

signaux d’activation de ce récepteur. Ainsi, LASV serait capable de supprimer la réponse IFN par 

l’inhibition de l’activation d’IRF-3 et la destruction des signaux d’activation ARN. De plus, des 

données récentes ont montré que la NP de LASV était capable d’inhiber la translocation nucléaire et 

l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription NF-κB [234]. Ainsi, la NP jouerait également 

un rôle dans l’inhibition de la réponse pro-inflammatoire. Un modèle simplifié du rôle de la NP de 

LASV dans l’inhibition de la réponse immunitaire innée est présenté sur la figure 12. 
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De plus, il a été récemment montré que la protéine Z des Arénavirus du nouveau monde avait un 

rôle immunosuppressif. En effet, elle est capable d’interagir avec RIG-I, d’interférer dans 

l’interaction entre RIG-I et sa molécule adaptatrice IPS-1/MAVS/CARDIF/VISA, et donc d’empêcher 

la synthèse d’IFN-β [235]. Cependant, d’après cette étude, la protéine Z de LASV ne se lie pas à RIG-

I et ne semble pas être impliquée dans l’inhibition de la production d’IFN-β. 

 

Figure 12. Modèle simplifié du rôle de la NP dans l’inhibition de la production d’IFN de type I et des réponses 

immunes. Suite à l’entrée de LASV dans la cellule cible et la décapsidation, les ARN viraux apparaissent et sont 

reconnus par l’hélicase RIG-I. Il s’ensuit une cascade d’activation passant par la phosphorylation d’IRF-3 par le 

complexe TBK1/IKK-ε. Les facteurs de transcription IRF-3 et NF-κB sont transloqués dans le noyau pour initier la 

transcription des gènes IFN et pro-inflammatoires. La NP semble capable d’inhiber plusieurs étapes de cette 

cascade d’activation. Elle empêche l’activation du facteur IKK-ε et donc la translocation d’IRF-3. Elle inhibe 

également la translocation nucléaire et l’activité transcriptionnelle du facteur NF-κB. Enfin, la NP digère les ARN 

double brin et empêche ainsi leur reconnaissance par l’hélicase RIG-I.D’après [231-234]. 
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 Réponse IFN de type I 

La réponse IFN de type I (ou IFN-α/β) constitue la première ligne de défense antivirale [236 , 237]. 

Elle est induite suite à la reconnaissance du pathogène par les récepteurs TLR ou hélicases de 

l’immunité innée par des voies décrites ci-dessus. Les IFN de type I sont généralement produits en 

premier lieu sur le site de l’infection virale et ils agissent directement sur la cellule sécrétrice et dans 

les cellules voisines puis sont disséminés dans tout l’organisme par les cellules productrices.  

Les IFN de type I se lient au récepteur de l’IFN-α appelé IFNAR, comportant deux sous unités 

IFNAR1 et IFNAR2. Ces sous unités interagissent avec TYK2 et JAK1, deux membres de la famille 

des kinases JAK (Janus-activated kinase), lesquelles s’auto-phosphorylent et s’activent lors de 

l’engagement du récepteur IFNAR. L’activation de ces kinases aboutit ensuite à la phosphorylation 

des facteurs de transcription STAT (signal transducer and activator of transcription) 1 et/ou STAT2 

entre autres qui s’associent en formant des complexes tels que l’homodimère STAT1/STAT1 ou le 

complexe trimérique STAT1/STAT2/IRF-9 également appelé ISGF-3 (IFN-stimulated genes (ISG) 

factor 3). Ces complexes se transloquent dans le noyau et initient ensuite la transcription en se liant 

à aux promoteurs des ISG. Les IFN induisent l’expression de centaines d’ISG différents qui sont 

responsables de diverses réponses. Différentes combinaisons de STAT peuvent être induites par les 

IFN de type I, et permettre la transcription de gènes ayant des fonctionnalités très différentes. De 

plus, la voie de signalisation JAK/STAT est également impliquée dans la régulation directe ou 

indirecte de nombreuses autres cascades moléculaires telles que les voies p38-MAPK et PI3K. Les 

IFN de type I peuvent ainsi induire de multiples cascades de signalisation qui s’entrecroisent 

aboutissant à des réponses variées et ceci permettant ainsi d’expliquer l’effet pléiotropique des IFN 

de type I.  

 Activité antivirale des IFN de type I 

La réponse IFN-α/β aboutit à une réponse antivirale par la synthèse de protéines telles que Mx, PKR 

et OAS jouant un rôle respectivement dans la séquestration de ribonucléoprotéines virales, 

l’inhibition de la traduction et la dégradation des ARN cellulaires et viraux. Des expériences in vitro 

ont démontré que LASV était sensible aux propriétés antivirales de l’IFN-α/β mais les mécanismes 

mis en jeu ne sont pas connus. En effet, les IFN de type I recombinants inhibent la réplication de 

LASV dans les DC et macrophages [238]. De plus, il a été montré que la modeste sécrétion des IFN 

de type I par les macrophages joue un rôle dans le contrôle de la réplication virale. 
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 Sécrétion d’IFN-α/β lors de l’infection par LASV et conséquences sur 

la modulation des réponses immunes et la pathogénèse 

Lors de l’infection par LASV, des taux d’IFN-α/β apparaissent très précocement chez les macaques 

survivants mais seulement tardivement chez les cas fatals [100 , 103]. Les expériences in vitro ont 

montré que les DC et les macrophages infectés par LASV ne produisent que de très faibles quantités 

d’IFN-α/β [75]. A l’opposé, lors de l’infection par MOPV, des taux d’IFN-α/β sont sécrétés par les 

macrophages mais pas par les DC [217]. 

La réponse IFN de type I joue un rôle dans la modulation de la réponse immunitaire par sa propre 

amplification, la différenciation et maturation des CPA, l’augmentation de l’expansion clonale et de 

la survie des lymphocytes T CD8+, l’orientation de la réponse adaptative vers un phénotype de type 

Th1 et l’activation des cellules NK. Les IFN de type I peuvent également avoir un rôle délétère. En 

effet, de fortes concentrations d’IFN de type I modulent négativement la réponse adaptative en 

inhibant par exemple la sécrétion d’IL-12 et la production d’IFN-γ par les cellules NK [239, 240]. Des 

expériences de neutralisation de l’IFN-α/β lors de l’infection in vitro de macrophages par MOPV ont 

montré que la réponse IFN de type I était en partie responsable de l’activation de ces cellules [217]. 

Ainsi, l’absence de production des IFN de type I par les CPA est probablement impliquée dans 

l’immunosuppression observée chez les cas sévères de fièvre de Lassa. De plus, la réponse IFN de 

type I est également impliqué dans la lymphopénie transitoire observée lors de la fièvre de Lassa.  

Toutes ces observations démontrent que la réponse IFN de type I joue un rôle important dans la 

pathogénèse de la fièvre de Lassa. En effet, l’absence de production d’IFN-α/β par les CPA infectées 

empêche le contrôle de la réplication virale mais également la mise en place des réponses 

immunitaires adaptatives. De plus, la réponse IFN de type I pourrait être à l’origine de la différence 

de pathogénicité entre LASV et MOPV.  

 La réponse inflammatoire 

Lors de l’entrée de pathogènes dans l’organisme, une réponse inflammatoire locale se déclenche 

puis se généralise afin de stopper rapidement la dissémination et d’éliminer l’agent infectieux. La 

réponse inflammatoire se traduit par la dilatation vasculaire, l’augmentation de la perméabilité 

membranaire, l’infiltration de leucocytes dans les tissus et leur migration vers l’agent infectieux puis 

leur activation ainsi que la sécrétion de médiateurs inflammatoires.  

Lors du stade précoce de l’inflammation, les produits issus de la coagulation participent à la 

vasodilatation, l’augmentation de la perméabilité vasculaire et  l’attraction des monocytes et 

macrophages notamment. Ensuite, des cytokines et chemokines sont produites, permettant de 
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réguler l’inflammation. Les cytokines TNF-α, l'IL-1 et l’IL-6 ou certaines chemokines comme l'IL-8 

(CXCL8) qui ont par exemple un rôle pro-inflammatoire, peuvent être produites lors de l’infection et 

intervenir dans l'inflammation. 

Comme décrit précédemment, lors du stade précoce de la fièvre de Lassa, la réponse inflammatoire 

est caractérisée par l’apparition de fièvre. L’augmentation de la perméabilité membranaire est 

également observée chez les patients et les PNH infectés par LASV. D’après des données cliniques 

de patients infectés par LASV, le TNF-α n’est pas détecté dans le sérum quelle que soit l’issue de la 

maladie. Les chemokines IL-8 et CXCL10 sont sécrétées chez les patients survivants de la fièvre de 

Lassa alors que ce n’est pas le cas chez les malades qui décèdent [78]. Lors de l’infection 

expérimentale de PNH, il n’y a pas de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires à l’exception de 

l’IL-6 qui est uniquement détecté chez les animaux morts. Des taux élevés de messagers codant les 

chemokines CXCL10 et CXCL11 sont présents dans les cellules mononucléées du sang périphérique 

(PBMC) et les ganglions lymphatiques chez tous les animaux infectés [100, 103]. Les études in vitro 

montrent que les DC et les macrophages infectés par LASV ne produisent pas de médiateurs pro-

inflammatoires tels que TNF-α, IL-1β, IL-6 ou IL-8 [74, 75, 215]. Les DC ne sécrètent pas non plus les 

cytokines anti-inflammatoires IL-10 et TGF-β, ni l’IFN-γ ou l’IL-12 impliquées dans la régulation de la 

réponse adaptative. Les DC infectées produisent également des quantités modérées de CCL3 et 

CCL4 [74 , 75]. A l’opposé, des résultats obtenus au laboratoire montrent que l’infection in vitro de 

macrophages par MOPV induit la sécrétion de grandes quantités de CXCL9 (Mig), CXCL10 et 

CXCL11 (I-Tac) [Pannetier, et al., manuscrit en préparation]. 

Des résultats similaires ont été obtenus lors de l’étude comparée de l’infection de macaques par les 

souches virulentes LCMV-WE et atténuée LCMV-Armstrong ainsi qu’avec le modèle cobaye infecté 

par les variants virulent P18 et atténué P2 de PICV. L’analyse d’échantillons de sang de singes 

infectés par LCMV-WE montre une absence de production de TNF-α et IL-1β et une très faible 

production d’IL-8, CCL2 (MCP-1) et CXCL10 [241]. L’infection intrapéritonéale par PICV virulent 

aboutit à une augmentation de la transcription de CCL2 par les cellules cibles péritonéales au début 

de l’infection et à une diminution des ARNm codant et IL-8 [242]. Au stade tardif de l’infection, on 

note toujours une diminution des ARNm codant TNF-α par les lymphocytes du sang périphérique 

(PBL) par rapport aux animaux infectés par le variant atténué.  
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La réponse adaptative 

 La réponse humorale 

La réponse humorale est spécifique de l’antigène et aboutit à la production d’anticorps ou 

immunoglobulines (Ig) par les lymphocytes B. Les anticorps sont produits dans les organes 

lymphoïdes secondaires  vont ensuite dans le sang où ils sont disséminés dans tout l’organisme. Les 

Ig reconnaissent une partie spécifique de l’antigène appelé épitope. L’association Ig/antigène 

aboutit à la formation d’un complexe immun qui est reconnu par les macrophages et autres cellules 

phagocytes possédant un récepteur au fragment constant (Fc) des Ig. Ce processus aboutit par la 

suite à la phagocytose et à la destruction directe du pathogène ou de la cellule infectée. Les 

complexes anticorps/antigène activent également le système du complément aboutissant à la 

destruction directe ou l’opsonisation des cellules. Les anticorps peuvent également neutraliser 

directement le pouvoir infectieux du pathogène en empêchant, par exemple, l’attachement du virus 

à la cellule cible, on les appelle anticorps neutralisants.  

 Sécrétion d’anticorps 

Lors de l’infection par LASV, de fort taux d’anticorps IgG et IgM sont détectés dans le sang des 

patients et également chez les PNH. La réponse humorale se met en place dès la première semaine 

suivant l’infection [69, 100, 102, 243, 244]. Les IgM chez les survivants persistent plusieurs mois 

après l’infection [245]. Les anticorps IgG détectés dans le sérum des patients et des PNH survivants 

sont spécifiques des protéines NP, GP1, GP2 et Z du virus [100, 246].  

 Essais de traitement par injection de sérum immun 

En 1969, lorsqu’un agent de laboratoire s’est infecté en travaillant avec les premiers échantillons 

ramenés du Nigéria, il a été traité avec succès avec du plasma contenant des fort taux d’anticorps 

d’un patient ayant survécu lors de l’épidémie de Jos [32]. Le sérum de ce survivant a également été 

donné à plusieurs reprises entre 1970 et 1976 mais les essais ont été peu concluants car à peine plus 

de la moitié des patients seulement ont survécu.  

Plus tard, un nouvel essai de traitement de malades au Nigéria avec le sérum de patients 

convalescents a été effectué. La totalité des malades ont survécu lorsque l’administration du sérum 

était faite dans les 10 jours suivants l’hospitalisation. Au contraire, lorsque le sérum a été administré 

après le 10ème jour, plus de la moitié des patients sont décédés. L’efficacité de l’administration de 

sérum immun reste discutable car lors de cette expérience la grande majorité des malades avait 

survécu sans même aucune administration de sérum immun [247]. D’autres essais en Sierra Leone 
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ont confirmé que l’administration du plasma provenant de patients survivants de la fièvre de Lassa 

n’améliorait pas la survie [179].  

L’infection expérimentale par LASV dans des modèles animaux a confirmé que le traitement de la 

fièvre de Lassa par du sérum immun était peu efficace. En effet, du plasma immun issu de cobayes, 

de singes et d’humains survivants de la fièvre de Lassa a guéri des cobayes S13 infectés par LASV 

seulement si le taux d’anticorps neutralisants était important [248]. De plus, des singes cynomolgus 

infectés expérimentalement par LASV puis traités avec du sérum immun de singe ont survécu 

uniquement si l’administration du sérum était précoce [98]. La survie des PNH infectés par LASV 

était également entièrement corrélée avec le taux d’anticorps neutralisants contenus dans le sérum 

immun.  

De plus, l’origine géographique du plasma est un facteur important. Ainsi, le plasma provenant de 

patients du Libéria est plus efficace pour traiter les infections par des souches originaires du Libéria 

[249]. Des essais de sélection de sérum immun avec de fort taux d’anticorps neutralisants sont très 

difficiles et peu concluants. En effet, les patients convalescents ne possèdent souvent que pas ou de 

très faibles taux d’anticorps neutralisants et il est difficile de trouver des sérums immuns ayant la 

même origine géographique que les malades à traiter [249]. La dose d’anticorps neutralisants 

contenus dans le plasma immun est également un facteur crucial pour le traitement d’autre FH 

comme l’infection par JUNV [250]. Or, l’infection par LASV n’induit pas ou uniquement des 

quantités très faibles d’anticorps neutralisants chez l’homme ou les PNH [100, 249, 251]. L’absence 

de forts taux d’anticorps neutralisants pourrait s’expliquer par la destruction des lymphocytes B par 

les cellules T spécifiques comme lors de l’infection par LCMV cependant cette hypothèse reste 

controversée [252].  

Conformément aux essais de traitement chez l’homme et le PNH par du sérum immun, les essais 

vaccinaux ont démontré que la présence d’anticorps ne suffisait pas à l’élimination du virus et ainsi 

que la création d’un vaccin ne devait pas uniquement cibler l’induction d’une réponse humorale. En 

effet, bien que l’apparition d’anticorps soit plus précoce chez les survivants, elle n’est pas corrélée 

avec l’issue de la maladie [100 , 102]. Lors d’essais vaccinaux chez le cobaye, il est apparu que les NP 

et GP de LASV étaient immunogènes et permettaient le développement d’une réponse immunitaire 

protectrice mais les taux d’anticorps détectés chez les animaux n’étaient pas corrélés avec la survie 

[253]. Des PNH vaccinés avec du LASV inactivé sécrètent également un taux élevé d’anticorps mais 

cette réponse n’est pas suffisante pour les protéger [254].  

De plus, des expériences ont montré qu’à faible dose, le sérum immun pouvait induire 

l’augmentation de la réplication virale dans la lignée monocytaire U937 [255]. Cette méthode de 
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traitement par du sérum immun reste ainsi très limitée de par la nécessité d’un taux élevé 

d’anticorps neutralisants, d’une proximité géographique et d’une administration précoce.  

 La réponse T  

Lors de l’infection virale, les antigènes sont capturés puis clivés par les CPA et les peptides 

résultants sont associés aux molécules du CMH de classe I et II et présentés aux lymphocytes T 

respectivement CD8+ et CD4+ pour initier les réponses adaptatives [219]. L’activation des cellules T 

passe ainsi par la reconnaissance du complexe CMH/peptide à la surface des CPA par les cellules T 

spécifiques de l’antigène mais également par l’interaction avec des molécules de costimulation à la 

surface des DC. L’activation des lymphocytes T induit la prolifération clonale des cellules T 

spécifiques de l’antigène, l’induction de cellules T CD8+ cytotoxiques, la production de cytokines 

telles que IFN-γ ainsi que le développement d’une réponse mémoire T CD4+ et CD8+. En retour, les 

cellules T peuvent activer les DC induisant l’augmentation de l’expression des molécules CD80, 

CD86 et la sécrétion de cytokines telles que l’IL-12, IL-15 et IL-18. 

 Activation des cellules T 

Les premières études in vivo chez l’homme et le PNH suggèrent que les lymphocytes T jouent un 

rôle crucial dans l’issue de la maladie. L'infection sévère par LASV semble être associée à une 

réponse T défective. Chez le PNH, un dysfonctionnement des lymphocytes T en réponse à la 

stimulation par différents mitogènes a été observé dans les cas fatals [102]. Une lymphopénie 

transitoire survient chez les patients et les PNH lors de la phase aigüe de la fièvre de Lassa, ainsi 

qu’une déplétion des lymphocytes de la rate et des ganglions lymphatiques et une modification de 

l’architecture folliculaire des ganglions lymphatiques [77, 95]. Des observations chez le PNH ont 

montré que LASV se réplique dans les fibroblastes réticulaires des organes lymphoïdes secondaires 

et interfèrent avec la capacité de ces cellules de soutenir l’architecture des zones T et de sécréter 

des molécules solubles importante pour l’homéostasie des lymphocytes T [256]. 

De plus, les patients qui survivent possèdent des fortes concentrations sériques d’IL-8 et CXCL10, 

deux chemokines impliquées dans l’attraction des lymphocytes T alors qu’elles ne sont détectées 

qu’à faible dose dans les cas fatals [78]. Cette observation suggère ainsi que la réponse médiée par 

les lymphocytes T pourrait être impliquée dans le contrôle de l’infection. D’autres études ont 

démontré que l’infection fatale de singes cynomolgus par LASV était associée à l’absence 

d’activation des cellules T du sang périphérique et l’absence de cytokines T. Chez les PNH, le 

contrôle de la maladie est corrélé avec la circulation de cellules T CD4+ et CD8+ activées très tôt 

après l’infection, lesquelles se multiplient par la suite [100]. Ces résultats suggèrent alors que les 
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infections peu sévères par LASV ou asymptomatiques pourraient être associées à l’activation des 

cellules T. 

Dans un modèle in vitro, il a été montré que les DC humaines infectées par LASV n’activent pas les 

cellules T CD4+ et CD8+ [74, 257]. Les réponses T induites sont faibles et retardées, les lymphocytes 

ne prolifèrent pas et ne permettent pas de contrôler la réplication virale [257]. L’infection par LASV 

n’induit pas non plus le développement de cellules T mémoires. L’absence de prolifération des 

lymphocytes T lors de la stimulation par des DC infectées par LASV a également été montrée dans 

des expériences de réaction lymphocytaire mixte [74]. L’absence d’induction de lymphocytes 

cytotoxiques spécifiques in vitro est également corrélée avec les observations réalisées lors d’essais 

vaccinaux. En effet, il a été montré qu’un vaccin ciblant les réponses T CD8+ cytotoxiques 

permettait de contrôler l’infection par LASV [258].  

Afin de caractériser la réponse cellulaire mémoire lors de la fièvre de Lassa, des études chez les 

patients ayant survécu ont été effectuées. Les PBMC ainsi isolés chez ces individus prolifèrent en 

réponse à la NP recombinante [259]. Des clones de lymphocytes T spécifique de la NP ont ainsi été 

générés à partir de ces PBMC et les épitopes spécifiques ont été étudiés et comparés avec d’autres 

souches de LASV. Cette étude démontre que les patients convalescents possèdent une forte 

réponse mémoire T CD4+ contre la NP de LASV mais plus ou moins spécifique de la souche virale. 

De plus, il apparaît que l’immunité croisée entre LASV et LCMV est médiée par les lymphocytes T 

CD4+ spécifiques de la GP [260]. En effet, des souris vaccinées par un virus recombinant exprimant 

la GP de LASV survivent à l’infection par LCMV grâce une réponse T CD4+ alors qu’aucune réponse 

anticorps ni cytotoxique n’a été détectée. De plus, le transfert adoptif de ces clones T CD4+ 

spécifique de la GP de LASV permet la survie d’autres souris infectées par LCMV. Cette étude 

démontre que d’une part la réponse T CD4+ est probablement importante dans le contrôle de 

l’infection par LASV et que d’autre part, elle est mise en jeu lors du développement d’une immunité 

croisée.  

A l’opposé, les observations microscopiques de coculture de cellules T avec des DC infectées par 

MOPV ont montré que ces cellules T entraient en contact et se regroupaient autour des DC 

infectées [257]. Ces résultats suggèrent l’existence d’un dialogue entre ces deux populations lors de 

l’infection par MOPV conduisant à l’activation réciproque des cellules T et des DC. En effet, les 

lymphocytes T sont fortement activés en présence de DC infectées par MOPV. De plus, les DC 

infectées par MOPV sécrètent de fortes quantités d’IFN-α/β, d’IL-12 et de CXCL10, favorisant 

probablement l’activation de ces cellules T. Les cellules T CD4+ et CD8+ stimulées par les DC 

infectées prolifèrent, acquièrent des phénotypes mémoires et se différencient en cellules 
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cytotoxiques capables de contrôler l’infection virale. Contrairement à LASV, l’infection par MOPV 

induit une forte réponse T conduisant au contrôle de l’infection. La différence de pathogénicité 

entre LASV et MOPV semble ainsi être associée au développement des réponses T. 

 Rôle dans la pathogenèse 

L’absence d’activation des réponses T lors de la fièvre de Lassa peut s’expliquer par l’absence 

d’activation et la maturation des DC lors de l’infection. Elle pourrait aussi survenir après le 

changement structurel des organes lymphoïdes ou être le résultat d’une suppression active de 

l’immunogénicité par le virus lui-même. En effet, la maturation expérimentale des DC infectées par 

LASV par du TNF-α ou de l’IL-1β ne permet pas l’induction de réponses T efficaces [257]. 

Les cellules T peuvent être également associées à des évènements immunopathologiques. En effet, 

il a été récemment montré qu’elles étaient impliquées dans les réponses inflammatoires innées 

délétères et dans la pathogenèse dans un modèle de souris humanisées infectées par LASV [89]. 

Dans ce modèle, les interactions entre les monocytes/macrophages et les lymphocytes T 

aboutissent à une stimulation exacerbée des macrophages et à une modification des 

compartiments spléniques et à des dommages hépatiques et pulmonaires. Ces données s’accordent 

également avec le rôle des cellules T dans la pathogenèse lors de l’infection par LCMV [261]. 

Cependant, d’autres investigations chez le PNH sont requises afin de montrer si des évènements 

immunopathologiques impliquant les cellules T surviennent lors de la fièvre de Lassa. 

Les données disponibles chez l’homme et le PNH concernant les réponses mises en place lors de la 

fièvre de Lassa sont résumées dans le tableau IV et celles obtenues dans des modèles in vitro sont 

résumées dans la figure 13. 
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Tableau IV. Réponses immunitaires innée et adaptative développées lors de l’infection par LASV. Ces 

données ont été obtenues lors d’études chez des patients et des PNH infectés par LASV en fonction de l’issue de la 

maladie. 

  Issue de la maladie 

  SURVIE MORT 

Réponses 
inflammatoires 

Monocytes CD80+ circulants +++ + 

IFN-α Précoce et transitoire Retardée 

Cytokines inflammatoires - 
-                                              

(sauf IL-6 tardive) 

Chemokines 
ARNm CXCL10, CXCL11 ARNm CXCL10, CXCL11 

CCL2, eotaxine? CCL2, eotaxine 

Réponse humorale 
IgG/IgM +++ +++ 

Anticorps neutralisants - - 

Réponse des cellules NK Déplétion des cellules Transitoire +++ 

Réponse des 
lymphocytes T 

Lymphopénie Transitoire +++ 

Cytokines dérivées - - 

Activation des cellules  T 
CD4+ et CD8+ 

Forte et précoce Faible et retardée 

Prolifération in vitro en 
réponse au virus 

+ - 

 

 

 



 

In
tr

o
d

u
ct

io
n

 

78 

 

 

 

 

Figure 13. Comparaison des réponses immunes induites in vitro lors de l’infection de DC et macrophages par 

LASV (A) et MOPV (B). Adapté de [262]. 
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Vers un vaccin ? 

Les premières expériences de vaccination avec des PNH ont été faites avec du LASV inactivé par 

irradiation gamma [254]. Malgré des forts taux d’anticorps détectés, les animaux vaccinés n’ont pas 

survécu à l’infection et ont développé une pathologie avec notamment un dysfonctionnement de la 

coagulation et une élévation des taux d’enzymes hépatiques. De nombreuses autres approches 

vaccinales anti-LASV basées sur plusieurs systèmes ont été testés [263] et sont décrites ci-dessous. 

 Vecteur arénavirus 

 Utilisation de MOPV 

D’autres essais vaccinaux ont été effectués en utilisant MOPV car il est proche de LASV mais non 

pathogène. La vaccination avec MOPV s’est alors révélée très prometteuse car elle protégeait des 

macaques rhésus de l’infection par LASV [97 , 243]. Cependant l’utilisation d’un virus entier 

infectieux reste controversée, pose de nombreux problèmes de sécurité sanitaire et ainsi n’est pas 

envisageable en tant qu’approche vaccinale à grand échelle. 

Afin de tester l’hypothèse selon laquelle le segment L de LASV serait responsable de la virulence 

comme celui de PICV [264], des virus réassortants ont été obtenus par coinfection avec LASV et 

MOPV. Un de ces variants atténué portant le segment S de LASV et le segment L de MOPV a été 

isolé et appelé clone ML29 [87]. Le clone ML29 a été séquencé afin de comparer le génome de ce 

réassortant avec les segments initiaux de LASV et MOPV [210]. Les données ont mis en évidence 

plusieurs mutations qui pourraient affecter la stabilité génétique et l’efficacité de réplication. Une 

substitution était présente dans la région C-terminale de la NP, une autre entre le site de clivage de 

la GPC et le peptide de fusion de la GP2 et 3 autres mutations étaient situées aux extrémités non 

codantes des segments (deux mutations à l’extrémité du segment L et une à l’extrémité 3’ du 

segment S).  

Le potentiel du clone ML29 comme candidat vaccin a ensuite été testé dans des modèles animaux  

[87]. La réplication virale du clone ML29 a été atténuée chez le cobaye et le PNH. Des souris CBA 

infectées par LASV par injection intracrânienne puis traitées par transfert adoptif de splénocytes de 

souris vaccinées par le clone ML29 ont développé une immunité cellulaire protectrice, 

probablement médiée par les cellules T cytotoxiques [258]. Enfin, alors que toutes les souris non 

traitées sont mortes, celles ayant reçus des splénocytes provenant de souris vaccinées ont survécu 

sans signe de maladie, ni lésion histologique. Ce candidat vaccin ML29 s’est répliqué également 

faiblement et sans toxicité apparente chez les macaques rhésus. De plus, les PNH vaccinés ont 

développé des cellules T spécifiques capables de produire de l’IFN-γ lors d’une infection in vitro avec 
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des virus réassortants LASV/MOPV mais aussi en réponse à d’autres antigènes proches de 

LASV (MOPV et LCMV). ML29 ne s’est pas non plus avéré toxique chez les marmousets et une 

virémie uniquement transitoire a été observée [265]. La vaccination par le clone ML29 a protégé les 

marmousets de la mort induite par LASV. Les animaux n’ont montré aucun signe clinique et ont 

développé une immunité cellulaire. 

Cependant, malgré l’efficacité de ce candidat vaccin et l’absence de toxicité, les animaux vaccinés 

ont présenté une virémie et ainsi, une approche vaccinale chez l’homme ne peut être envisagée. 

 Vaccins recombinants LCMV 

Grace à la génétique inverse, des LCMV recombinants portant par exemple la GP des sérotypes 

Indiana et New Jersey de VSV à la place de la GP de LCMV ont été créés [172 , 266]. L’échange des 

GP a permis la création de vaccins atténués n’induisant pas de pathologie mais une immunité chez 

la souris avec le développement d’anticorps neutralisants et une réponse T cytotoxique mémoire 

spécifique du virus LCMV. Cette approche pourrait être envisagée pour la création d’un vaccin anti-

LASV.  

Récemment, un LCMV recombinant comportant un segment L et deux segments S a été généré 

[267]. Chacun de ces segments S encode un gène viral et un gène d’intérêt additionnel. Cette 

construction est apparue stable et possède les mêmes propriétés que LCMV sauvage. Un virus 

LCMV trisegmenté dont les deux gènes d’intérêt codent la GFP est atténué in vivo chez la souris et 

de plus, il protège les animaux de l’infection par LCMV sauvage. La présence de deux gènes 

additionnels rend possible la création d’un vaccin multivalent prometteur. 

 Un vaccin recombinant JUNV/LASV 

Dans le début des années 1980, un vaccin atténué contre JUNV appelé Candid#1 a été construit 

[268]. Par la suite, il s’est avéré sans danger et efficace et a déjà été administré à plus de 200 000 

personnes en Argentine. 

A partir de ce vecteur JUNV Candid#1 et grâce à la génétique inverse, il a été possible de construire 

d’autres candidats vaccins contre LASV, exprimant soit la GPC entière de LASV, soit une chimère 

JUNV/LASV où certains domaines des GP1 et GP2 de JUNV sont remplacés par ceux de LASV [269]. 

Il a ainsi été montré que les régions transmembranaire et cytoplasmique de la GP2 ainsi que du SSP 

appartenant à un même virus étaient nécessaires pour la maturation de la GP et la production de 

virus chimériques infectieux. Enfin, l’échange de la GPC entière ou de l’ectodomaine GP1/GP2 LASV 
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à la place de celui de JUNV au sein du vaccin Candid#1 a abouti à un phénotype atténué chez la 

souris. Ces résultats sont ainsi prometteurs pour la création d’un vaccin bivalent JUNV/LASV. 

 Vecteurs ADN 

 Les vaccins réplicatifs 

Les premiers vaccins utilisés contre LASV étaient basés sur le virus de la vaccine (VACV). Ainsi, des 

virus recombinants VACV portant soit le gène de la NP de LASV, soit le gène de la GP ont été testés 

chez le cobaye. Les animaux étaient protégés mais ont développé de la fièvre et étaient virémiques. 

Ces travaux ont cependant apporté la première démonstration que la NP et la GP étaient capables 

d’éliciter une réponse immune protective [253, 270, 271]. Le VACV recombinant portant la GP de 

LASV protégeait également les singes rhésus de l’infection par LASV. Les animaux toutefois ont 

développé quelques signes cliniques et une virémie faible et transitoire, ainsi que des anticorps 

spécifiques [272]. Plus tard, des vaccins recombinants VACV exprimant différentes protéines 

structurales de LASV (NP, GP1, GP2), seules ou en combinaison ont été testés à grande échelle sur 

des singes rhésus et cynomolgus [273]. L’immunisation par le vaccin exprimant une combinaison 

des protéines NP, GP1 et GP2 était presque totale. Une grande majorité des animaux immunisés 

avec un vaccin VACV portant la GPC de LASV ont survécu à l’infection sans développer d’anticorps. 

A l’opposé, seulement quelques singes ayant reçu un vaccin VACV exprimant la NP de LASV ont 

survécu à l’infection, et ce malgré la présence d’anticorps. Les singes immunisés avec un vaccin 

VACV exprimant une seule des deux GP ne survivaient pas à l’infection alors que ceux immunisés 

avec deux vaccins séparément, chacun exprimant l’une des GP ont survécu. Cette étude a montré 

d’une part que la NP était peu immunogène et d’autre part, que la présence concomitante des GP1 

et GP2 était cruciale pour le développement d’une immunité. Ces travaux ont également confirmé 

que la production d’anticorps n’était pas corrélée à la survie des animaux et que la confection d’un 

vaccin anti-LASV ne devait pas se baser sur l’induction des réponses humorales. 

Un autre candidat vaccin était basé sur VSV dont le gène codant la GP a été remplacé par celui de la 

GPC de LASV [274]. Des macaques cynomolgus ayant reçu en intramusculaire ce vaccin étaient 

protégés de l’infection létale par LASV [275]. Ce vaccin n’est pas toxique et seule une virémie 

transitoire a été observée. Les quatre singes immunisés par ce vaccin puis infectés par LASV ont 

survécu et ont développé une réponse humorale mais présentaient de faible taux d’anticorps 

neutralisants. Pour trois d’entre eux, une réponse cellulaire a été élicitée avec une production de 

TNF-α et d’IFN-γ par les cellules T CD4+ et CD8+. Un vaccin VSV recombinant apparaît intéressant 

car il peut être administré simplement par voie cutanéomuqueuse et de plus, il n’existe pas ou peu 

d’immunité anti-VSV car l’infection est très rare. 
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Le vaccin atténué 17D de la fièvre jaune (YF-17D), déjà utilisé pour vacciner des millions de 

personnes depuis plus de 70 ans, a également servi de vecteur pour construire un vaccin contre 

LASV. Des vaccins portant soit le gène de la GPC de LASV, soit directement les inserts des GP1 et 

GP2 ont été construits. Ces vaccins chimériques exprimaient à la fois les GP1 et GP2 de LASV mais 

aussi les GP du virus de la fièvre jaune et permettaient le développement d’anticorps dirigés contre 

ces deux virus [276 , 277]. Ces vaccins se répliquent faiblement chez le cobaye S13 et une seule 

injection est suffisante pour protéger les animaux de l’infection par LASV. Cependant, ces 

constructions vaccinales sont instables au fil des passages en culture cellulaire. 

Bien qu’apportant des données intéressantes, ces dernières approches basées sur des vaccins 

réplicatifs (VACV, VSV ou fièvre jaune) ne sont encore pas applicables à l’homme notamment à 

cause aux nombreuses questions de sureté encore présentes.   

 Les vaccins non réplicatifs 

Des vaccins ont été créés à partir d’un système ARN réplicon dérivé d’une souche atténuée du virus 

de l’encéphalite équine vénézuélienne (VEEV) [278]. Ces particules virales ont été  obtenues après la 

transfection de cellules par des ARN issus d’un ADNc codant la réplicase du virus VEEV, et les gènes 

NP et/ou GPC de LASV, et de deux autres ADNc codant chacun les protéines de l’enveloppe et de la 

capside du virus VEEV importantes pour la formation des particules virales. D’autres vaccins VEEV 

bivalents LASV/EBOV portant la GPC de LASV et la GP du virus EBOV ont été créés sur ce modèle. 

Des cobayes S13 vaccinés par ces vaccins ont été protégés lors de l’infection par LASV, sans 

présenter aucun signe de maladie mais certains sont néanmoins devenus virémiques. Ces vaccins 

n’ont pas été testés chez les PNH mais les essais réalisés avec des vaccins VEEV contre EBOV 

suggéraient que ce système ne permettait pas de conférer une véritable protection immunitaire.  

Des pseudo-particules ou VLP, qui ont la même morphologie que LASV mais ne sont pas 

infectieuses, peuvent également servir à la création d’un candidat vaccin anti-LASV [279]. Elles sont 

obtenues après transfection de cellules avec des plasmides exprimant le gène de la protéine Z de 

LASV, essentielle pour permettre le bourgeonnement des particules virales, et des combinaisons 

des gènes GPC et NP. Les VLP exprimant la GPC de LASV et celles portant une combinaison de la 

GPC et de la NP sont immunogènes chez les souris et permettent le développement d’une réponse 

anticorps mais leur efficacité n’a pas été testé chez le PNH. 

 Autres systèmes 

Un des systèmes de vaccin basés sur un vecteur ADN les plus simples est encore un plasmide 

portant le gène d’intérêt sous le contrôle d’un promoteur reconnu par les polymérases des cellules 
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de mammifères. Ce système est déjà utilisé lors de thérapie génique. Certaines techniques 

d’électroporation ou de « gene gun » se sont avérées efficaces pour permettre le transport du 

matériel ADN dans les cellules cibles de l’animal et ainsi éliciter une réponse immunitaire. Un 

candidat vaccin ADN portant la NP de LASV a protégé des souris de l’infection par les Arénavirus 

LCMV et PICV et a permis le développement de fortes réponses T CD8+ [280]. Un autre vaccin ADN 

exprimant le gène de la GPC de LASV, construit récemment, semble prometteur puisqu’il a conféré 

une immunité à des cobayes et singes cynomolgus après transmission par électroporation 

intradermique [281]. 

Un vaccin ADN recombinant basé sur le vecteur Salmonella typhimurium atténué et exprimant la NP 

de LASV a été créé [282]. Des souris vaccinées ont développé des cellules T cytotoxiques 

spécifiques de LASV qui lysaient in vitro des cellules infectées par LCMV. Ce vaccin Salmonella est 

également efficace in vivo lors de l’infection de souris par LCMV [283]. Cependant, ces travaux sont 

discutables car la NP de LASV ne constitue pas un bon immunogène, même dans un autre système 

comme le vecteur VACV, et seulement un tiers des animaux survivaient lors de l’infection par LCMV. 

 Conclusion : quelles méthodes pour un vaccin efficace ? 

La protection contre le virus Lassa dépend de l’induction d’une immunité cellulaire T [273, 275]. 

L’identification d’un épitope viral immunogène est alors primordiale pour la création d’un vaccin. 

Les études chez l’homme, les essais vaccinaux chez le PNH et les modèles prédictifs suggèrent que 

les antigènes viraux principaux reconnus par les cellules T sont probablement la NP et la GP [259, 

273, 275]. Des alignements de séquences ont montré qu’il existe un domaine de la NP (acides 

aminés entre 118 et 126 sur la séquence de LCMV) qui est non seulement fortement conservé entre 

les Arénavirus de l’ancien monde et de plus, se lie à l’épitope de la plupart des lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques des souris H2d [284]. D’autres travaux ont montré que la GP2 de LASV contenait un 

épitope spécifique des lymphocytes T CD4+ conservé entre toutes les souches de LASV mais aussi 

entre les Arénavirus de l’ancien et du nouveau monde (clade B) [285]. L’identification des épitopes T 

CD8+ restreints au CMH de classe I est primordiale pour la création d’un vaccin induisant des 

réponses T cytotoxiques.  

De nombreuses questions concernant le choix de la bonne combinaison dans la création d’un vaccin 

anti-LASV restent en suspens. Certains se sont attachés à essayer de créer un vaccin multivalent 

Arénavirus, contre LCMV, LASV, JUNV, et les virus Guanarito, Machupo, Sabia et Whitewater 

Arroyo. Cette approche suppose que les épitopes T CD8+ sont conservés pour tous ces virus. Une 

expérience basée sur l’infection de souris HLA-transgéniques par des VSV recombinants a permis 
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d’identifier des épitopes HLA-A02 et HLA-A03 du CMH de classe I, conservés pour ces Arénavirus et 

qui sont apprêtés par les CPA pour initier la réponse T cytotoxique [286]. L’immunisation des souris 

HLA-transgéniques par ces épitopes a permis le développement de réponses T CD8+ qui croisaient 

pour ces Arénavirus. Ce vaccin pourrait être efficace pour protéger de l’infection par chacun de ces 

Arénavirus. Ce même modèle a également permis l’identification de 37 épitopes HLA-DRB1 du CMH 

de classe II, pour induire la réponse T CD4+ [287]. 

 

A ce jour, malgré des approches encourageantes, il n’existe aucun vaccin homologué contre LASV. 

Seule la ribavirine est utilisée, lorsque c’est possible, pour le traitement de la fièvre de Lassa.  De 

nombreuses thérapies et candidats vaccins ont déjà été testés et certains apportent des résultats 

plutôt encourageants.   
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Un autre virus responsable de FH : le virus Ebola 

Aspects moléculaires 

 Morphologie et organisation du génome 

EBOV est un Ebolavirus de la famille des Filoviridae appartenant à l’ordre des Mononegavirales. 

Comme LASV, c’est un virus enveloppé à ARN simple brin de polarité négative mais son génome est 

non segmenté [288]. La morphologie filamenteuse des particules virales a donné son nom à cette 

famille de virus à partir du latin filum. Le diamètre des virions est de l’ordre de 80 nm et la longueur 

peut atteindre 14 000 nm. Le génome code pour 7 protéines dans le sens 3’ vers 5’ : la NP, la 

protéine du virion (VP) VP35, la VP40, la GP, la VP30, la VP24 et une polymérase ARN ARN-

dépendante L. Le génome viral comporte des séquences Leader et Trailer aux extrémités 3’ et 5’ 

respectivement qui ont un rôle dans la réplication, la transcription et l’encapsidation. Comme pour 

LASV, ces séquences comportent des motifs consensus conservés parmi les autres Ebolavirus. Elles 

peuvent s’associer et former une structure secondaire en épingle à cheveux. Les séquences des 

gènes encodés par le génome d’EBOV sont séparées soit par des régions intergéniques soit par des 

zones de chevauchements. L’ARN est encapsidé par la NP et associé aux protéines VP35, VP30 et L 

pour former le complexe RNP. Ce complexe est ensuite attaché à l’enveloppe virale par les 

protéines de matrice VP24 et VP40. La GP s’associe en trimères pour former des projections à la 

surface des virions. En plus de leur rôle structural, les protéines d’EBOV ont des fonctions multiples 

décrites ci-dessous. Un schéma de la structure des particules virales et de l’organisation du génome 

est présenté dans la figure 14. 

 Les protéines des Ebolavirus et leurs fonctions  

 Le complexe RNP 

Les protéines NP, VP35, VP30 et L jouent un rôle fondamental dans la formation des complexes 

RNP et dans la transcription et la réplication virale. 

La NP est encodée par l’extrémité 3’ du génome. C’est une protéine de 739 acides aminés qui peut 

être phosphorylée. La VP35 est une protéine de 35 kDa, constitué de 321 acides aminés. Elle se lie à 

l’ARN au sein des nucléocapsides et peut également former des homo-oligomères. La VP35 joue 

également un rôle fondamental dans l’inhibition de la réponse antivirale et de la réponse IFN, lequel 

sera détaillé dans la partie suivante. La VP30 est une protéine phosphorylée de 288 acides aminés 
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de 32 kDa qui a peu d’analogues parmi les protéines des autres Mononegavirales. Elle peut former 

des homo-oligomères et interagir aussi avec la NP au sein des complexes RNP. 

Le gène L encode une grosse protéine fortement conservée de 2212 acides aminés (252,2 kDa). 

C’est une ARN polymérase ARN-dépendante similaire à la protéine L de LASV et des autres 

polymérases des virus à ARN simple brin de polarité négative, qui permet la réplication et la 

transcription du génome virale. Elle est aussi responsable de la polyadénylation des ARNm et de 

l’édition de la GP. 

                    

Figure 14. A. Première photographie d’EBOV dans une culture cellulaire obtenue par microscopie 

électronique en 1976 (Murphy FA, CDC). Organisation des particules virales  (B) et du génome (C) d’EBOV. 

D’après [288]. 

 

 Les protéines de matrice VP40 et VP24 

Le cadre de lecture de la VP40 d’EBOV chevauche celui de la VP35 et la VP40 est transcrite en retard 

par rapport à la VP35. C’est une protéine de 35 kDa, constituée de 326 acides aminés, la plus 

conservée de tous les gènes et la plus abondante des virions. Comme la protéine Z de LASV, la 

protéine VP40 est une protéine de matrice et elle permet le bourgeonnement des particules virales 

[289]. La VP40 possède des domaines tardifs impliqués dans cette étape du relargage des VLP et 

virions. La VP40 s’associe à la GP à la membrane cellulaire par son extrémité C-terminale par des 

interactions hydrophobiques au sein de radeaux lipidiques, lesquels facilitent les interactions 
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protéines/protéines et protéines/lipides, le bourgeonnement et l’entrée des virus. La VP40 seule est 

suffisante pour le transport de la nucléocapside à la membrane plasmique par le biais des 

interactions avec le réseau des microtubules.  

La protéine VP24 est constituée de 251 acides aminés (28,3 kDa). Elle joue un rôle structural de 

matrice et s’associe à la membrane plasmique comme VP40, mais ne semble pourtant pas interagir 

directement avec cette dernière. Plusieurs études suggèrent que la VP24 n’est pas impliqué dans le 

bourgeonnement des particules virales, ni dans l’entrée dans la cellule cible mais pourrait participer 

à l’assemblage des nucléocapsides à l’intérieur des cellules infectées. Elle interagit avec la NP et 

joue un rôle suppresseur dans la réplication et la transcription virale. Comme la VP35, la VP24 

interfère aussi avec la réponse IFN et le mécanisme sera décrit dans la partie suivante. 

 La GP 

Le gène de la GP d’EBOV présente un site d’édition qui permet la traduction de trois polypeptides 

différents. Le premier est une protéine structurale qui est d’abord traduite en tant que précurseur 

de façon similaire à la GPC de LASV. Elle est ensuite clivée en deux sous-unités GP1 et GP2 par une 

proprotéine convertase furine, lesquelles s’associent pour former des hétérotrimères à la surface 

des cellules. La GP2 d’EBOV possède le domaine transmembranaire nécessaire à l’ancrage à la 

membrane et aussi un peptide de fusion important pour l’entrée du virus. Le gène encode 

également deux formes non structurales de GP par édition, qui sont solubles et sécrétées en grande 

quantité par les cellules infectées car elles ne possèdent pas de domaine transmembranaire. Une 

forme de 324 acides aminés est sécrétée en homodimère après clivage d’un petit peptide soluble 

également à l’extrémité C-terminale. Une autre forme secondaire monomérique est directement 

sécrétée. Toutes les formes de GP partagent 295 acides aminés. Il est à noter que les hétérodimères 

GP1/GP2 peuvent également être sécrétés de façon similaire à ce qui est observé pour LASV, après 

clivage de l’ectodomaine de surface par une sheddase de la famille des métalloprotéases [290]. La 

GP d’EBOV joue de façon certaine un rôle dans la pathogenèse de la FH Ebola, lequel sera décrit 

dans la partie suivante.  

 Le cycle viral 

Le cycle viral d’EBOV est similaire à ceux de la plupart des virus à ARN simple brin de polarité 

négative. Après la liaison avec un récepteur, le virus entre dans la cellule par endocytose et/ou 

fusion directe avec la membrane plasmique. Le génome viral est relargué dans le cytoplasme de la 

cellule, dénudé par les nucléocapsides puis transcrit et répliqué. Les ARNm sont traduits, les 

protéines s’associent pour former les complexes RNP avec l’ARN génomique, puis avec les protéines 
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de matrice et les GP. Les particules virales bourgeonnent à la surface des cellules infectées et sont 

libérées.  

Le mécanisme d’entrée d’EBOV est constamment rediscuté. Il s’attache à la cellule cible par des 

lectines ou d’autres molécules. EBOV est endocyté dans des vésicules recouvertes de clathrine ou 

peut également entrer dans la cellule par un mécanisme de macropinocytose. Il est ensuite 

transporté jusqu’aux endosomes acides par les microtubules et les microfilaments, puis fusionne 

avec la membrane endosomale. De façon similaire à LASV, le mécanisme de fusion de l’enveloppe 

d’EBOV avec les membranes de la cellule infectée est médié par la GP2 et son peptide de fusion. 

L’enveloppe virale peut aussi directement fusionner avec la membrane cellulaire. 

Les protéines d’EBOV sont ensuite transcrites de façon séquentielle de l’extrémité 3’ du génome 

vers 5’. La réplication du génome ARN viral nécessite la synthèse d’un ARN antigénomique de 

polarité positive pour servir de matrice. 

La plupart des virions bourgeonnent ensuite de façon horizontale à la surface des cellules. 

L’expression de VP40 dans des cellules suffit à induire le bourgeonnement des VLP. La présence des 

GP et de la VP40 permet le relargage des particules avec une morphologie filamenteuse. 

Epidémiologie 

 Découverte des Ebolavirus 

Les Ebolavirus ont été décrits pour la première fois à l’occasion de deux épidémies en 1976, l’une au 

sud du Soudan (284 cas, 51% de mortalité), et la seconde au nord de la République Démocratique du 

Congo (RDC, ex-Zaïre) (318 cas, 88% de mortalité) [24, 25]. Deux espèces ont été ainsi isolées : le 

virus Ebola (EBOV) anciennement appelé Zaïre, et le virus Soudan (SUDV). En 1994, une troisième 

espèce appelée Côte d’Ivoire puis virus Taï Forest (TAFV) a été découverte. Elle a été isolée chez une 

scientifique qui s’était infectée en travaillant sur un chimpanzé trouvé mort dans la forêt Taï en Côte 

d’Ivoire. TAFV a d’ailleurs été responsable de la disparition de la moitié de la population de 

chimpanzés pendant cette période dans cette région de la Côte d’ivoire [291]. En 2007, une autre 

espèce d’Ebolavirus pathogène appelée virus Bundibugyo (BDBV), proche de TAFV, a été 

découverte en Ouganda [29]. Enfin, le virus Reston (RESTV) a été isolée en 1989 à partir d’un singe 

cynomolgus importé des Philippines et a ensuite réémergé à plusieurs occasions aux Philippines 

[292], y compris chez le cochon [293]. Aucun cas humain de FH à RESTV n’a été déclaré. De plus, 

certains éleveurs de cochons aux Philippines ont présenté des anticorps contre ce virus ainsi qu’un 
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animalier en 1996 aux Etats-Unis [292]. Ces observations suggèrent que RESTV ne serait pas 

pathogène pour l’homme. 

Les espèces EBOV et SUDV réémergent régulièrement en Afrique centrale (Gabon, République du 

Congo, RDC, Soudan et Ouganda) causant des épidémies avec un taux de mortalité élevé [294]. Ces 

virus ont aussi été responsables de l’extinction d’une grande partie de la population de chimpanzés 

et gorilles. De plus, EBOV a été importé en Afrique du Sud du Gabon en 1996 et un second patient a 

été contaminé par la suite à Johannesburg. Les épidémies de FH Ebola sont listées dans le tableau 

V. 

 Réservoir du virus et transmission à l’homme 

De nombreuses études ont tenté d’identifier le réservoir animal. Du matériel génétique d’EBOV et 

des anticorps anti-Ebolavirus ont été retrouvés chez certaines espèces de chauves-souris frugivores 

mais aucune particule virale n’a encore été isolée chez ces animaux [295]. Le virus Marburg a lui, pu 

être isolé chez une espèce de chauve-souris, Rousettus aegyptiacus [296]. Les mécanismes de 

contamination de l’homme restent en suspens. Les périodes de chasse des chauves-souris 

coïncident avec l’occurrence des épidémies [297]. De plus, la consommation de chimpanzés trouvés 

morts dans la forêt ou chassés a été à l’origine de l’épidémie de Mayibout au Gabon en 1996, et  

c’est probablement le cas pour d’autres épidémies survenues entre 1994 et 1996 [298]. Ces données 

suggèrent que l’homme pourrait contracter le virus en consommant de la viande de chauve-souris 

ou de singe infectés, ou des fruits ou plantes contaminés par des excrétas provenant de ces animaux 

porteurs du virus. 

Le virus se propage ensuite par contact direct avec d’autres patients infectés ou avec les cadavres. 

De l’ARN viral ainsi que des particules virales infectieuses ont ainsi été isolés dans le sperme, les 

sécrétions génitales, les fluides corporels, les sécrétions nasales et à partir d’échantillons de peaux 

des patients infectés et de PNH [24, 25, 299]. La transmission du virus est amplifiée avec les rites 

funéraires et la médecine traditionnelle dans ces régions d’Afrique. Une infection est également 

possible lors des utilisations multiples de seringues mais les contaminations par aérosols sont à 

priori rares voire peu probables. 
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Tableau V. Epidémies de FH à Ebolavirus. D’après [300 , 301]. 

Période 
Souche du 

virus 
Région 

Nombre de 
cas 

Taux de 
mortalité  

Contamination 
initiale 

1976 EBOV RDC 318 88% 
 

juin-nov. 
1976 

SUDV Soudan 284 53% 
 

juin 1977 EBOV Tandala, RDC 1 mort 
 

juill-oct. 
1979 

SUDV Soudan 34 65% 
 

nov. 1994 TAFV Côte d'ivoire 1 survie 
Contact au cours 
d'une autopsie de 
chimpanzé 

déc. 1994-
fév. 1995 

EBOV 
Mekouka, 
Gabon 

49 59% 
 

1995 EBOV Kikwit, RDC 317 77% 
 

février 
1996 

EBOV 
Mayibout, 
Gabon 

35 68% 
Contact avec un 
chimpanzé trouvé 
mort 

juillet 1996 EBOV Booué, Gabon 60 75% Chasse ? 

oct. 2000- 
janv. 2001 

SUDV Gulu, Ouganda 425 53% 
 

nov. 2001-
mars 2001 

EBOV Gabon/Congo 123 79% 
Contact avec des 
PNH 

déc. 2002-
avril 2003 

EBOV 
Mbomo et 
Kéllé, Congo 

143 90% 
Contact avec des 
PNH 

nov-déc. 
2003 

EBOV Mbomo, Congo 35 83% 
 

mai-juin 
2004 

SUDV 
Yambio, 
Soudan 

17 42% 
 

avril-mai 
2005 

EBOV 
Etoumbi et 
Mbomo, Congo 

12 75% 
 

août-sept. 
2007 

EBOV 
Kasaï 
Occidental, 
RDC 

249 74% 
Consommation de 
fruits et chauves-
souris contaminés ? 

août-déc. 
2007 

BDBV 
Bundibugyo, 
Ouganda 

56 40% 
 

déc. 2008-
janv. 2009 

EBOV 
Kasaï 
Occidental, 
RDC 

32 47% 
 

mai 2011 SUDV 
Luwero, 
Ouganda 

1 100% 
 

juill-août 
2012 

SUDV 
Kibaale, 
Ouganda 

24 71% 
 

sept-oct. 
2012 

BDBV Haut-Uélé, RDC 52 48% 
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Signes cliniques et pathogenèse 

La virulence des Ebolavirus est différente selon les espèces. La pathogenèse d’EBOV uniquement 

sera abordée ici. Il est à noter que de nombreuses similitudes sont observées dans la pathogenèse 

induite lors de l’infection par EBOV et SUDV. Lors des épidémies, EBOV est apparu plus virulent 

avec un taux de mortalité de l’ordre de 60 à 90% alors qu’il n’est que de 40 à 60% lors de l’infection 

par SUDV. A l’opposé, TAFV et BDBV ont été peu étudiés. Lors des épidémies de BDBV en 2007 et à 

l’automne 2012, le taux de mortalité estimé était inférieur à 50% [302]. Un seul cas humain confirmé 

infecté par TAFV est survenu et le malade a survécu. Un deuxième cas probable de FH TAFV est 

mort. Enfin, comme décrit ci-dessus, RESTV semble ne pas être pathogène pour l’homme. 

 Modèles animaux utilisés 

Des modèles rongeurs (souris et cobayes) ont été utilisés afin d’étudier la maladie causée par EBOV. 

Les virus isolés chez l’homme ou le PNH n’étant pas pathogènes chez les rongeurs, il est nécessaire 

de les adapter aux rongeurs pour les rendre létaux. Pour cela, il s’agit d’effectuer des passages en 

série du virus dans des souris ou cobayes. Les mutations survenant au cours de la réplication 

peuvent ainsi lui permettre de s’adapter à l’hôte et devenir pathogène. Ces virus adaptés aux 

rongeurs seront appelés rg-EBOV dans la suite de ce manuscrit. Les modèles rongeurs infectés par 

rg-EBOV sont utiles afin d’étudier l’efficacité d’antiviraux ou pour tester des candidats vaccins mais 

ils ne permettent pas d’étudier la pathogenèse de la maladie car ils ne reproduisent pas la 

pathologie observée chez l’homme.  

Les études sur les singes cynomolgus et rhésus ont fournis de nombreuses données sur la 

pathogenèse de la maladie lors de la FH Ebola comme lors de la fièvre de Lassa. 

Les grands singes sont naturellement infectés par les Ebolavirus dans les régions endémiques. Les 

PNH sont ainsi utilisés comme modèle animal pour étudier l’infection par EBOV. Les PNH sont 

également sensibles à RESTV et ces observations suggèrent qu’ils seraient plus sensibles au virus. 

Les PNH reproduisent les signes cliniques et la pathogenèse de la maladie observés chez l’homme 

[299, 303, 304] et ainsi, il constitue le meilleur modèle animal d’étude de l’infection par EBOV 

comme dans le cas de la fièvre de Lassa. 

 Signes cliniques 

Les signes cliniques observés lors de l’infection par EBOV sont assez similaires à ceux apparaissant 

lors de la fièvre de Lassa [51]. La période d’incubation varie de 2 à 21 jours mais est généralement 

d’environ 5 à 8 jours. Les premiers signes observés sont peu spécifiques : fièvre, malaises, frissons et 
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céphalées. Les manifestations qui suivent sont d’ordre gastro-intestinal, respiratoire, vasculaire. 

Des signes hémorragiques surviennent par la suite et sont bien plus marqués que lors de la fièvre de 

Lassa. Ils comprennent des pétéchies, des conjonctivites, des épistaxis, des gingivorragies, des 

mélénas, des hématémèses, des ecchymoses et des hémorragies au niveau des muqueuses. Dans 

les stages tardifs de la maladie, les patients entrent en état de choc grave pouvant amener à des 

convulsions. Ils présentent des troubles métaboliques sévères et dans la moitié des cas une 

coagulopathie diffuse. Au niveau cellulaire, une lymphopénie précoce et une thrombocytopénie 

sont observées et une neutrophilie survient par la suite. Des nécroses sont souvent présentes dans 

le foie, la rate, le thymus et les ganglions lymphatiques des patients qui décèdent. Des analyses de 

sang révèlent une forte concentration de transaminases sériques, une hyperprotéinémie et une 

protéinurie. Des nécroses hépatocellulaires sont observées comme lors de la fièvre de Lassa, mais 

elles ne suffisent pas à expliquer la mort. Les causes de la mort sont inconnues et elle intervient 

dans un contexte de choc hypovolémique et de défaillance multi-organiques entre 6 et 16 jours 

après l’apparition des symptômes. Des séquelles telles que des myélites, des pancréatites 

récurrentes et des uvéites sont parfois observés chez les survivants. 

 Pathogenèse 

 Cellules cibles 

Le tropisme d’EBOV dépend de l’expression de récepteurs d’entrée du virus par la cellule cible. 

Plusieurs récepteurs différents des Filovirus ont ainsi été déterminés. La GP d’EBOV se lie par 

exemple à des lectines de type C comme les molécules DC-SIGN, L-SIGN et hMGL exprimées par les 

cellules monocytaires DC et macrophages [305, 306]. D’autres molécules ubiquitaires exprimées par 

des cellules non monocytaires sont également utilisées par EBOV et les Ebolavirus pour entrer dans 

la cellule cible. 

EBOV infecte les mêmes cellules cibles que LASV : les DC et macrophages en premier lieu puis les 

hépatocytes, les fibroblastes et les cellules épithéliales [299, 303]. Les DC et macrophages 

permettent une forte réplication et une dissémination du virus à travers le système circulatoire 

lymphatique et sanguin. Comme pour la fièvre de Lassa, le virus atteint ainsi les ganglions 

lymphatiques, le foie, la rate, et se propage aux autres tissus. A l’inverse de LASV, EBOV est 

cytopathique selon les types cellulaires et la réplication virale aboutit à la lyse des cellules infectées. 

Il est à cependant à noter que les DC ne sont pas lysées lors de l’infection par EBOV. 
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 Rôle de l’endothélium vasculaire et de la coagulation 

L’endothélium vasculaire joue un rôle prépondérant dans la pathogenèse de la FH à EBOV. Une 

perte de l’intégrité de l’endothélium vasculaire, associée à des saignements mais sans lésions des 

cellules endothéliales, est souvent observée chez les malades et chez les singes infectés par EBOV 

[303]. Le rôle de la GP d’EBOV dans les dommages structurels des cellules endothéliales et les 

lésions de l’endothélium vasculaire sera abordé ci-dessous. Chez les patients et lors de l’infection 

expérimentale de PNH par EBOV, des signes de CIVD ont été observés, ce qui n’est pas le cas lors de 

la fièvre de Lassa. Une augmentation de la dégradation du fibrinogène apparaît lors de l’infection, 

ce qui explique les dépôts de fibrine disséminés dans les vaisseaux. Ces défauts de coagulation 

peuvent s’expliquer par de nombreux facteurs comme par la diminution de la protéine C, un 

anticoagulant naturel dans le sang et par des facteurs sécrétés par les monocytes et macrophages 

infectés [307]. Un modèle de pathogenèse a également été décrit pour la FH Marburg. Il est basé sur 

les lésions des cellules endothéliales ainsi que sur l’augmentation de la perméabilité vasculaire due 

au relargage de TNF-α par les macrophages infectés [308]. Cependant, lors la FH Ebola, les lésions 

de l’endothélium vasculaire sont incertaines et les défauts de coagulation intervenants ne peuvent 

pas seuls expliquer les causes de la mort. Les données actuelles suggèrent que la sécrétion de 

médiateurs par les CPA, entre autres, participerait au dysfonctionnement du système vasculaire et 

de coagulation amenant à des atteintes globales multi-organiques, au choc septique et à la mort.  

 Cytotoxicité directe 

Les études in vitro ont montré que la GP, par l’intermédiaire de son domaine mucine, induisait 

l’arrondissement et le détachement des cellules [309]. De plus, des données de cristallographie ont 

montré que la cytotoxicité directe sur les cellules pouvait être liée à la conformation de la GP, par 

l’intermédiaire de son domaine transmembranaire replié en épingle à cheveux [310]. Ainsi, il a été 

proposé que la GP soit responsable de la cytotoxicité sur les cellules endothéliales et ainsi à l’origine 

de la rupture de l’endothélium vasculaire, de l’augmentation de la perméabilité vasculaire et des 

signes hémorragiques. Cependant, ces données sont controversées. D’autres données montrent en 

effet, que la GP n’est pas cytotoxique in vitro lorsqu’elle est exprimée en quantité modérée comme 

c’est le cas lors de la réplication virale [311].  

Il a été montré que les cellules infectées par EBOV relarguaient des enzymes protéolytiques 

endosomales comme les cathepsines [312]. Ces résultats suggèrent que ces molécules pourraient 

être impliquées dans la cytotoxicité directe du virus sur les cellules cibles et ainsi la destruction de 

l’endothélium vasculaire. 
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Réponses immunes lors de la FH Ebola 

 Infection des CPA et conséquences 

Comme abordé précédemment, les CPA sont des cibles précoces de l’infection par EBOV. Ces 

cellules jouant un rôle fondamental dans la régulation des réponses immunitaires, l’infection par 

EBOV a des conséquences dramatiques. Il a été montré dans des modèles in vitro que l’infection des 

DC par EBOV n’induit ni l’expression des molécules CD86, CD80 et CD40, impliquées dans 

l’activation et la costimulation des lymphocytes T, ni la production de cytokines ou chemokines 

impliquées dans la régulation de l’inflammation et la réponse adaptative comme IFN-α, TNF-α, IL-

1β, IL-6, IL-8, CCL4, IL-10, IL-2, IL12, IFN-γ [74, 313]. Au contraire, l’infection des monocytes 

adhérents et macrophages majoritairement par EBOV aboutit à la sécrétion de grandes quantités 

de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, CCL2, CCL3, CCL4 et CCL5 mais 

pas d’IFN-α [314 , 315].  

 La réponse inflammatoire 

Les analyses chez les patients ont permis de caractériser la réponse inflammatoire. Chez les 

survivants, des cytokines pro-inflammatoires TNF-α, IL-1β, IL-6, CCL3 et CCL4 sont sécrétées de 

façon transitoire très tôt dans l’infection [316]. Le récepteur soluble antagoniste de l’IL-1 (IL-1R 

antagoniste) ainsi que les récepteurs solubles du TNF-α (TNFR) et de l’IL-6 (IL-6R) sont détectés 

dans les phases tardives et perdurent pendant la convalescence. Au contraire, les cas fatals sont 

associés avec des quantités modérées de TNF-α et d’IL-6, et des forts taux d’IL-1R antagoniste et de 

TNFR solubles ainsi que d’IL-10 juste avant la mort alors que l’expression des cytokines IL-1β, CCL3 

et CCL4 n’est pas modifiée. De plus, des taux élevés de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-

6, CCL3, CCL4 ont également été détectés chez les PNH infectés par EBOV [304]. 

Il a été montré que des fortes réponses pro-inflammatoires étaient induites suite à l’engagement de 

la GP d’EBOV avec le TLR-4 et à l’activation du facteur de transcription NF-κB [317]. 

 La réponse IFN de type I 

Plusieurs modèles de souris infectés par rg-EBOV ont permis de mettre en évidence le rôle 

fondamental de la réponse IFN de type I [318 , 319]. En effet, des souris traitées avec des anticorps 

neutralisants anti-IFN-α/β ne survivent pas à l’infection par rg-EBOV y compris par la souche EBOV 

sauvage. Des souris transgéniques IFNAR-/- ne possédant pas le récepteur de l’IFN-α/β sont sensibles 

à l’infection par rg-EBOV ainsi des souris transgéniques STAT1-/- ne possédant le facteur STAT1, 

impliqué dans la réponse à l’IFN menant à la synthèse des ISG. De plus, le traitement préalable à 
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l’infection par EBOV avec des IFN recombinants ou des inducteurs d’IFN est apparu efficace chez les 

souris, mais moins chez les PNH [320]. 

Dans des expériences chez le PNH, il a été montré que des taux élevés d’IFN de type I étaient 

détectés dans le sang pendant la phase aiguë de l’infection par EBOV et que les DC et macrophages 

isolées des PNH infectées puis stimulées étaient capables de sécréter des IFN de type I [304]. Cette 

observation reste controversée car les analyses chez les patients n’ont pas mis en évidence d’IFN-α 

dans le sang des malades [321] et les expériences in vitro ont montré que les DC infectées ne 

produisaient pas d’IFN-α [313].   

 La réponse humorale 

Des études cliniques ont été faites lors des épidémies comme celle étant survenu au Gabon en 1996 

et les réponses immunes ont ainsi été détaillées chez les patients infectés par EBOV. De fort taux 

d’anticorps IgG et IgM ont été détectés chez les survivants dès le stade précoce de la maladie. Les 

IgG détectées sont spécifiques de la NP, de la VP40 et VP35. Aucune réponse IgG spécifique des 

antigènes viraux n’est apparue chez les cas fatals et de faibles taux d’IgM ont été détectés chez 

seulement un tiers des patients [321]. De plus, les anticorps neutralisants n’ont pas été détectés. 

 Réponse T 

Il a été montré que l’infection par EBOV n’induisait pas la maturation des DC au regard de 

l’expression des molécules impliquées dans la présentation de l’antigène et la costimulation des 

cellules T, empêchant ainsi la stimulation des lymphocytes T et l’induction de la réponse adaptative. 

De plus, des expériences in vitro ont montré que comme lors de l’infection par LASV, les DC 

infectées par EBOV n’induisaient pas la prolifération des cellules T de réaction lymphocytaire mixte 

[74, 313].  

 Apoptose des lymphocytes 

Des analyses chez les patients ont montré qu’une lymphopénie survenait dans les cas fatals lors de 

l’infection par EBOV et qu’elle était le résultat d’une apoptose massive des lymphocytes T et des 

cellules NK [321]. Ces types cellulaires n’étant cependant pas infectés par le virus, plusieurs 

mécanismes ont été proposés pour expliquer la mort des lymphocytes. Des dysfonctionnements 

d’activation des DC, la production de médiateurs solubles comme l’oxyde nitrique NO ayant des 

effets pro-apoptotiques, l’activation des voies des récepteurs de mort induites par leur ligand FasL 

et TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) ou encore les interactions avec les protéines virales 

comme la GP pourraient être impliquées [74, 299, 304, 316 , 322]. 
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Le rôle des réponses immunitaires dans la pathogenèse de la FH Ebola est proposé dans la figure 15. 

           

Figure 15. Modèle de pathogenèse de la FH Ebola. Les DC, monocytes et macrophages sont les cibles précoces 

d’EBOV. Elles disséminent le virus dans les autres cellules cibles et dans tout l’organisme. EBOV inhibe les 

réponses innées (synthèse d’IFN de type I notamment) et empêche l’activation des DC résultant en une immunité 

adaptative défectueuse. De plus, lors de l’infection par EBOV, les lymphocytes sont déplétés par apoptose. La 

forte sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages est probablement responsable de la 

pathogenèse (augmentation de la perméabilité vasculaire, troubles de la coagulation et induction de l’apoptose 

des lymphocytes). Tiré de [323]. 

 

 Inhibition des réponses immunes par les protéines virales 

 Inhibition de la réponse IFN  

EBOV utilise plusieurs mécanismes afin d’inhiber la production d’IFN de type I ou les voies de 

réponse à l’IFN. Il a été montré que la VP35 d’EBOV était responsable de l’absence de production 

d’IFN-α et que les complexes VP35-NP inhibaient la réponse IFN en réprimant le promoteur 

répondant à l’IFN [324]. La protéine VP35 d’EBOV inhibe la synthèse d’IFN de type I à plusieurs 

niveaux. Elle se lie aux ARN double brin viraux et empêche leur reconnaissance par l’hélicase RIG-I 

et donc la synthèse des IFN-α/β [325]. Elle bloque la phosphorylation du facteur IRF-3 et sa 

translocation nucléaire, en inhibant le complexe IKK-ε/TBK1 [326 , 327]. Ces mécanismes 
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d’inhibition de la synthèse d’IFN sont similaires à ceux utilisés par la NP de LASV [233]. La VP35 est 

également impliquée dans l’inhibition des mécanismes de réponse à l’IFN en bloquant l’activation 

de la PKR, et donc son activité antivirale d’inhibition de la traduction [328]. 

La VP24 d’EBOV interfère dans le mécanisme de réponse aux IFN de type I et II en inhibant la 

synthèse des ISG. Cette protéine empêche l’accumulation du facteur STAT1 phosphorylé, 

nécessaire à la transcription des ISG. En effet, la VP24 se lie à la karyophérine-α1 qui est le récepteur 

du signal de localisation nucléaire de STAT1 phosphorylé. Elle empêche ainsi l’interaction de STAT1 

phosphorylé avec la karyophérine-α1 et donc sa translocation nucléaire et l’activation de la 

transcription des ISG [329-331]. 

 Inhibition de la réponse adaptative 

La GP joue un rôle dans la pathogénèse par le biais de la régulation de la réponse adaptative. Il a été 

montré qu’elle était à l’origine de la diminution de la disponibilité des molécules d’adhésion et de 

présentation des antigènes viraux aux lymphocytes en les masquant [332 , 333]. La GP1 et la GP2 

possèdent des motifs immunosuppresseurs. Ainsi, le domaine mucine de la GP1 empêche la fixation 

des anticorps neutralisants anti-EBOV. D’autres études suggèrent que les formes solubles de GP, 

qui possèdent 295 acides aminés en commun avec la GP de surface, pourraient aussi servir de leurre 

pour les anticorps neutralisants [290]. Elles sont aussi impliquées dans l’inhibition de l’activation des 

neutrophiles [334].  

Diagnostic et traitements 

 Méthodes de diagnostic 

Le diagnostic de la FH Ebola se fait sur le même principe que celui de la fièvre de Lassa [66]. 

L’infection est détectée soit par la mesure des anticorps IgG et IgM par ELISA ou 

immunofluorescence, soit par la détection des antigènes du virus par ELISA et du matériel 

génétique par RT-PCR. Le diagnostic est aussi possible par microscopie électronique grâce à la 

morphologie filamenteuse des particules virales mais cette méthode n’est pas utilisée en pratique 

car elle est longue et coûteuse. 

 Méthodes de traitement 

Certains traitements à l’étude visent à inhiber une étape clé du cycle viral comme l’interaction avec 

le récepteur cellulaire d’entrée, la fusion membranaire médiée par la GP, la transcription/réplication 

ou encore les étapes tardives. A l’inverse de la fièvre de Lassa, la ribavirine s’est montrée peu 
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efficace pour le traitement de la FH Ebola. Des expériences récentes ont montré que l’utilisation 

d’oligonucléotides antisens ciblant les ARNm viraux administrés de façon précoce après l’infection 

semblait être une technique prometteuse [335]. 

Les essais de thérapie par injection de sérum immun anti-EBOV ont donné des résultats 

controversés dans les hôpitaux ou sur des PNH comme lors de l’infection par LASV. Lors de la FH 

Ebola, les malades ne développent que de très faibles taux d’anticorps neutralisants suggérant ainsi 

que l’administration de sérum immun de patients convalescents ne confèrent pas de protection. 

Des sérums immuns concentrés anti-EBOV produits chez les chevaux semblent être efficace chez 

les babouins et dans un modèle cobaye infecté par EBOV. Cependant, leur efficacité n’est pas 

probante chez les singes rhésus ou dans un modèle souris [336]. Lors de l’épidémie en RDC en 1995, 

des transfusions de sang de patients convalescents contenant des IgG anti-EBOV ont permis 

d’améliorer la survie d’autres malades en comparaison des patients non traités [337]. Cependant, la 

réelle implication de ces transfusions dans l’issue de la maladie n’a pu être prouvée et est 

probablement négligeable. Bien que l’immunogénicité de la GP d’EBOV soit encore discutée, 

l’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre la GP d’EBOV s’est révélée efficace dans un 

modèle souris infecté par rg-EBOV [338]. 

Actuellement, les traitements couramment administrés cherchent plutôt à traiter les symptômes de 

la maladie. Certains traitements peuvent cibler par exemple les troubles de la coagulation. En effet, 

les traitements utilisant la protéine anticoagulante dérivée du nématode rNAPc2 ou une protéine C 

recombinante ont donné des résultats encourageants sur des singes infectés [339].  

 Essais vaccinaux 

De nombreux candidats vaccins ont été testés sur les rongeurs et les PNH [281]. Les premiers essais 

ont été faits à partir de virus inactivé mais, comme pour la fièvre de Lassa, cette méthode a vite été 

abandonnée. 

Comme pour LASV, plusieurs vecteurs viraux ont été utilisés pour créer des vaccins anti-EBOV : 

VEEV [278], Adénovirus [340], virus Parainfluenza [341] ou VSV [274]. Le vaccin VSV recombinant 

atténué exprimant la GP d’EBOV protège les PNH de l’infection par EBOV a même été utilisé pour 

traiter une scientifique qui s’était infectée [342]. 

L’apparition des outils de génétique inverse pour les Ebolavirus a permis l’ouverture d’une nouvelle 

voie dans la conception des vecteurs vaccinaux. Par exemple, il a été montré qu’un EBOV 

recombinant portant des mutations dans le domaine de la VP35 impliqué dans la suppression de la 

synthèse d’IFN devient atténué et perd son caractère virulent dans un modèle cobaye [343]. Il 
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permet également de protéger efficacement des cobayes lors de l’infection par EBOV. Cependant, 

cette méthode est peu sûre car les EBOV recombinants peuvent muter et pourrait redevenir 

pathogène lors de l’immunisation. Des VLP exprimant les protéines immunogènes telles que la NP, 

GP et VP40 d’EBOV ont également été testés [344] mais cette approche reste difficile à mettre en 

œuvre et coûteuse. 
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Les cellules Natural Killer, carrefour entre 

immunité innée et adaptative 

Biologie des cellules NK 

Les cellules NK sont des lymphocytes spécialisés caractérisés chez l’homme par l’expression des 

molécules CD56 et CD16 et par l’absence d’expression de CD3 et CD19, à l’inverse des lymphocytes 

T et B respectivement. Les cellules NK constituent entre 2 et 18% des lymphocytes circulant dans le 

sang [345]. Elles ont tout d’abord été décrites comme des lymphocytes pouvant détruire des 

cellules tumorales sans aucune stimulation préalable [346]. On sait aujourd’hui qu’elles participent 

également au contrôle des infections virales, de l’inflammation et qu’elles ont un rôle important 

dans la régulation de la réponse immunitaire adaptative [347, 348]. 

Les cellules NK ont à l’origine été classées comme des effecteurs de l’immunité innée car leur 

réponse cytotoxique s’activait très rapidement et n’était pas spécifique de l’antigène rencontré. En 

effet, à l’inverse des lymphocytes T, les cellules NK ne possèdent, à priori, pas de récepteurs 

spécifiques de l’antigène. De plus, il n’existe pas de stade naïf des cellules NK et elles sont capables 

de répondre rapidement après stimulation et n’ont pas besoin de proliférer comme les cellules T. En 

effet, elles expriment de façon constitutive dans leur cytoplasme des granules de Granzyme (Grz) et 

Perforine ainsi que des stocks d’ARNm codant l’IFN-γ. Ces molécules sont ainsi disponibles 

immédiatement après activation [349]. 

Les cellules NK ont deux fonctions majoritaires : la cytotoxicité naturelle et la production de 

cytokines. Elles sont capables de lyser les cellules infectées mais également de sécréter des 

cytokines permettant le recrutement d’autres cellules immunitaires ainsi que l’induction des 

réponses adaptatives par l’orientation de la différenciation des cellules T vers un profil de type Th1 

[350].  

 Développement des cellules NK et sous-populations 

Les cellules NK se différencient à partir d’un progéniteur CD34+ commun aux autres lymphocytes T 

et B. Le développement des cellules NK a lieu en premier lieu dans la moelle osseuse mais des 

précurseurs de cellule NK qui sont immatures sont également retrouvés dans les tissus 

périphériques. Il a été proposé que le développement d’une cellule NK mature nécessite plusieurs 

étapes intermédiaires dans les tissus périphériques notamment dans les organes lymphoïdes 

secondaires [351]. Un modèle de différenciation des cellules NK dans les organes lymphoïdes 
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secondaires a été proposé par Freud et Caligiuri. Il comporte quatre stades de différenciation basés 

sur l’expression des molécules CD34, CD117, CD94 et CD16 : pro-NK, pré-NK, NK immature, NK 

CD56+. L’acquisition de CD56 marque un stade définitif de la différenciation.  

Différentes sous-populations de cellules NK ont été définies selon leurs caractéristiques 

morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles [352-354]. Chez l’homme, deux sous-populations 

majeures de cellules NK sont communément définies selon l’expression de CD56 : CD56bright CD16- 

et CD56dim CD16+. Elles présentent des distributions dans les tissus et des fonctions différentes. 

Dans le sang et la rate, environ 90% des cellules NK sont CD56dim CD16+  alors que la plupart des 

cellules NK dans les tissus et les organes lymphoïdes secondaires sont CD56bright. De plus, il a été 

décrit que les CD56bright CD16- sont des productrices majeures d’IFN-γ alors que le rôle majoritaire 

des CD56dim CD16+ est la cytotoxicité. Cependant, cette classification est constamment rediscutée 

avec l’avancée des travaux et les cellules NK adaptent leur réponse en fonction des stimuli 

environnants. Ainsi, les CD56dim CD16+ sont capables de produire de grandes quantités de cytokines 

mais uniquement rapidement après stimulation (2-4h). A l’opposé, les CD56bright sécrètent les 

cytokines plus tard (après 16h) et de façon prolongée, permettant ainsi de prolonger l’activation des 

autres cellules immunes [355]. Les cellules NK CD56dim CD16+ ont une faible capacité proliférative, 

expriment de fort taux de killer cell Ig-like receptors (KIR) et de natural cytotoxicity receptors (NCR) et 

de nombreux granules lytiques. Il a été proposé que la sous-population de cellules NK CD56dim 

CD16+ constitue une étape intermédiaire de la maturation terminale et que les CD56bright du sang 

représentent la fraction activée des cellules NK circulantes [351]. Cependant, à l’inverse, il a été 

montré que les CD56dim CD16+ pouvaient dériver des CD56bright. 

D’autres sous-populations ayant des fonctions distinctes ont été étudiées. La sous-population 

CD56bright CD16+ est par exemple cytotoxique contre les tumeurs et se différencie à partir des deux 

autres sous-populations CD56dim CD16+ et CD56bright [356]. Une nouvelle sous-population de cellules 

NK NKp46+ NKp44+ a été récemment étudiée chez l’homme. De façon surprenante, ces cellules ne 

sont pas cytotoxiques et ne produisent pas d’IFN-γ mais de l’IL-22 [357].   

 Le répertoire NK 

Les cellules NK agissent comme des véritables sentinelles et peuvent discriminer les cellules saines 

du soi des cellules étrangères ou anormales (non-soi), grâce à l’expression constitutive à la surface 

des cellules saines de molécules dite spécifiques du soi telles que les molécules du CMH de classe I 

[349, 358] et à l’expression de récepteurs spécifiques à la surface des cellules NK.  
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 Transduction du signal d’activation des cellules NK 

Au contact de cellules saines exprimant le CMH de classe I, les cellules NK sont inhibées dans leurs 

fonctions cytotoxiques et cytokiniques et induisent la tolérance : c’est l’hypothèse du « missing-

self » [359]. En revanche, lors d’un stress (transformation ou infection), les cellules perdent 

l’expression du CMH de classe I et les cellules NK, ne recevant plus de signal inhibiteur, peuvent les 

lyser. Cependant, même en l’absence de signal inhibiteur, les cellules NK nécessitent un signal 

activateur pour répondre. Ceci évite par exemple aux cellules NK de lyser les érythrocytes qui 

n’expriment pas de molécules de CMH I mais ne fournissent aucun signal activateur [349]. Les 

cellules NK sont également capables de lyser une cellule exprimant les molécules de classe I lorsque 

les signaux activateurs sont nombreux et prédominent sur le signal inhibiteur [349]. Lors de la 

liaison des récepteurs activateurs avec leur ligands et en l’absence de signal inhibiteur, les cellules 

NK s’activent, prolifèrent, migrent, et acquièrent des capacités cytotoxiques et produisent des 

cytokines (figure 16). Ainsi, les réponses des cellules NK sont contrôlées par un équilibre entre 

signaux inhibiteurs et activateurs transmis par différentes familles de récepteurs (figure 16) [349, 

360, 361]. 

Les récepteurs des cellules NK possèdent des motifs ITIM (immunoreceptor tyrosine based inhibition 

motifs) ou ITAM (immunoreceptor tyrosine based activation motif) ou sont associés à des molécules 

qui en possèdent. Ces motifs transmettent respectivement un signal inhibiteur ou activateur. Lors 

de la liaison du récepteur avec son ligand, le signal inhibiteur ou activateur est respectivement 

transmis par la phosphorylation de la tyrosine des motifs ITIM ou ITAM. Certains récepteurs 

inhibiteurs peuvent cependant bloquer le signal transmis par les récepteurs activateurs en recrutant 

la phosphatase SHP-1 qui induit la déphosphorylation des substrats proches sur les récepteurs 

activateurs [362]. Ainsi, l’inhibition efficace des fonctions des cellules NK requiert une proximité 

entre récepteurs activateurs et inhibiteurs au niveau d’une même zone appelée synapse.  

Les récepteurs inhibiteurs possèdent un ou deux domaines intracytoplasmiques ITIM. Les 

récepteurs inhibiteurs reconnaissent les molécules du soi comme les molécules du CMH de classe I, 

exprimées constitutivement sur toutes les cellules saines. Chez l’homme, les récepteurs inhibiteurs 

appartiennent à deux grandes familles majoritaires : les KIR et les récepteurs hétérodimères 

CD94/NKG2A. Les récepteurs activateurs des cellules NK, comme ceux des lymphocytes T et B, 

recrutent des protéines adaptatrices (FcεRIγ, CD3ζ ou DAP12) possédant des domaines ITAM. 
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Figure 16. Régulation de l’activation des fonctions des cellules NK par un équilibre entre les signaux 

activateurs et inhibiteurs. Adapté de [349]. 

 

 

Figure 17. Organisation structurale de certains récepteurs et des protéines adaptatrices associées à la 

surface des cellules NK. Les motifs ITIM (rectangle violet), ITAM (rectangle rouge) et le domaine de liaison à la 

PI3K (cercle orange) permettant de transmettre les signaux inhibiteurs (-) ou activateurs (+) sont représentés. 

Adapté de [363]. 
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 Récepteurs reconnaissant le CMH-I 

Les récepteurs reconnaissant les molécules classiques et non classiques du CMH-I appartiennent à 

deux grandes familles chez l’homme : les KIR et les récepteurs hétérodimères CD94/NKG2. Ils 

peuvent transmettre des signaux activateurs et inhibiteurs. 

 La famille des KIR 

Chez l’homme, les KIR (regroupés sous l’appellation CD158) sont codés par 15 gènes et 2 pseudo-

gènes sur le chromosome 19 [364]. Chaque cellule NK exprime entre deux et six KIR. Ce sont des 

glycoprotéines transmembranaires de type I possédant deux (KIR2D) ou trois (KIR3D) domaines Ig 

dans la région extracellulaire et un domaine cytoplasmique long (L) avec un ou deux motif ITIM ou 

court (S) sans motif ITIM (figure 17). Il existe des inhibiteurs qui possèdent généralement deux 

domaines Ig et une longue queue cytoplasmique (KIR2DL) et des KIR activateurs qui ont un 

domaine cytoplasmique court permettant de recruter les protéines adaptatrices possédant des 

motifs ITAM. Les protéines adaptatrices comme DAP12 permettent d’initier la cascade d’activation 

par la phosphorylation du motif ITAM par les kinases Src ou syk/ZAP70. A l’intérieur de la famille 

KIR, les récepteurs activateurs et inhibiteurs sont généralement codés par des gènes différents et 

non par l’épissage alternatif d’un seul gène. Cependant, certains allèles du gène KIR3D codent des 

récepteurs inhibiteurs ou activateurs. 

Les récepteurs de la famille des KIR reconnaissent les molécules du CMH de classe I HLA-A, B et C. 

Par exemple, CD158b (KIR2DL2/L3) lie les protéines HLA-C. La reconnaissance par les KIR nécessite 

un trimère de HLA composé d’une chaîne lourde, d’une microglobuline β2 associé à un peptide.  

 CD94/NKG2 

Les familles de gènes CD94 et NKG2A sont localisées sur le chromosome 12 chez l’homme [349]. 

Elles codent des récepteurs qui reconnaissent les molécules du CMH-I non conventionnel, HLA-E. 

Un seul gène CD94 est lié à quatre familles de gènes NKG2. Ces gènes codent des protéines 

transmembranaires de type II de la famille des lectines de type C. CD94 est exprimé en homodimère 

à la surface cellulaire ou bien est associé avec NKG2A ou NKG2C (figure 16). NKG2A possède un 

domaine ITIM et l’hétérodimère CD94/NKG2A transmet un signal inhibiteur alors que 

l’hétérodimère CD94/NKG2C est un récepteur activateur associé à la protéine adaptatrice DAP12. 

Bien qu’ayant des fonctions opposées, les hétérodimères CD94/NKG2A et CD94/NKG2C 

reconnaissent HLA-E mais la liaison de CD94/NKG2A avec HLA-E est de plus forte affinité et 

prédomine.  
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 Autres récepteurs reconnaissant le CMH I 

Il existe d’autres récepteurs reconnaissant des molécules du CMH de classe I [349]. LILRB1 est par 

exemple un récepteur inhibiteur exprimé par les cellules NK qui se lie avec une faible affinité à une 

région conservée présente sur toutes les protéines HLA. LILRB1 est codé par un des 13 gènes de la 

famille LILR (appelée également LIR, ILT et CD85) sur le chromosome 19. Son rôle est mineur par 

rapport aux récepteurs KIR et CD94/NKG2.  

 Récepteurs activateurs 

Lorsqu’une cellule devient anormale, elle exprime des molécules du non-soi qui sont reconnues par 

des récepteurs activateurs. Il existe deux grands types de récepteurs activateurs : les récepteurs de 

la famille des NCR et le récepteur NKG2D. Les NCR et NKG2D sont complémentaires et coopèrent 

également car les cellules cibles peuvent exprimer de multiples ligands [365].  

 Les récepteurs de la famille des NCR 

Les récepteurs de la famille des NCR ont été identifiés par le criblage d’anticorps monoclonaux 

capable d’induire la lyse de cellules tumorales [360, 366]. La liaison d’un anticorps monoclonal avec 

le NCR induit la cytotoxicité, la mobilisation du Ca2+ mais également la production de cytokines. 

Cette nouvelle famille de récepteurs permettant d’induire la cytotoxicité a été appelée NCR. Lors de 

ces tests, les anticorps monoclonaux réagissaient avec des protéines de 46, 30 et 44 kDa appelées 

respectivement NKp46 [367], NKp30 [368] et NKp44 [369, 370]. 

Il existe une corrélation entre le niveau d’expression des NCR et le potentiel cytolytique des cellules 

NK [367, 368]. La diminution de l’expression des NCR résulte en une réduction de la cytotoxicité 

médiée par les cellules NK contre la majorité des cellules tumorales. NKp46 et NKp30 sont exprimés 

par toutes les cellules NK alors que NKp44 est uniquement présent sur les cellules NK activées. 

NKp46 est codé par un gène du chromosome 19 et les gènes codant les récepteurs NKp30 et NKp44 

sont situés sur le chromosome 6. Les NCR sont des glycoprotéines transmembranaires de type I 

appartenant à la superfamille des Ig. La région cytoplasmique ne possède pas de motif ITIM ou 

ITAM mais un résidu chargé, situé dans le segment transmembranaire, permettant l’interaction 

avec une protéine adaptatrice possédant un motif ITAM. NKp46 et NKp30 recrute les protéines 

adaptatrices CD3ζ/FcεRIγ alors que NKp44 s’associe avec DAP12 (figure 17).  

Les ligands des NCR sont encore mal connus. Des études ont montré que NKp46 et NKp44 

pouvaient reconnaître des hémagglutinines de certains virus. Par exemple, NKp30 peut se lier à la 

protéine pp65 du cytomégalovirus humain [371]. 
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 NKG2D 

NKG2D est un récepteur activateur codé par un gène situé sur le chromosome 12 mais qui a très peu 

d’homologie avec les autres NKG2. C’est une glycoprotéine transmembranaire de type II de la 

famille des lectines de type C qui fonctionne en homodimère et est associé à la protéine adaptatrice 

DAP10 (figure 17). 

Lors de la liaison de NKG2D avec son ligand, DAP10 est phosphorylé ce qui permet le recrutement 

de la PI3K et l’activation de différentes voies de signalisation [372]. L’expression du récepteur 

NKG2D est régulée par l’environnement cytokinique. Par exemple, son expression est augmentée 

en présence d’IL-15 ou de TNF-α et elle est diminuée en présence de TGF-β. En revanche, les 

mécanismes de régulation des gènes codant les ligands de NKG2D sont peu connus. 

Le récepteur NKG2D reconnaît des glycoprotéines cellulaires de surface ayant une structure 

proches des molécules du CMH de classe I mais qui ne sont ni des structures de présentation de 

l’antigène, ni ne sont codées par les gènes du CMH de classe I : ce sont les protéines Mic-A et Mic-B, 

codés par les gènes du CMH, et les ULBP (UL-16 binding proteins) 1, 2, 3 et 4 [373].  

 Autres récepteurs et corécepteurs d’activation 

D’autres travaux ont montré l’existence d’autres récepteurs pouvant transmettre un signal 

activateur. C’est le cas des molécules 2B4, NTB-A, NKp80, DNAM-1, CD96, CD59 et CD160 [374-

377]. Leur rôle est controversé mais il semblerait qu’ils agissent comme des corécepteurs en 

permettant d’amplifier le signal donné par les ITAM des récepteurs activateurs principaux NCR et 

NKG2D. De la même façon, le rôle des récepteurs activateurs spécifiques des molécules du CMH de 

classe I (KIR2DS et CD94/NKG2C) est encore discuté. Ils pourraient agir « en dernier recours » sur 

des cellules NK exprimant peu de NCR ou lorsque la cellule cible n’exprime pas de ligand de NKG2D. 

CD16 constitue également un récepteur activateur. Il reconnaît avec une faible affinité le fragment 

Fc des anticorps. Grâce à l’expression de CD16, les cellules NK sont en mesure de reconnaître puis 

de lyser les cellules couvertes d’anticorps par le mécanisme de cytotoxicité dépendante d’anticorps.  

Les cellules NK possèdent également des récepteurs leur permettant d’adhérer à d’autres cellules. 

Elles peuvent par exemple se lier à VCAM-1 exprimé sur les cellules endothéliales par l’intermédiaire 

de l’intégrine α4β1 (VLA-4). Grâce à ces molécules d’adhésion, les cellules NK peuvent jouer un rôle 

dans la pathogenèse des lésions de l’endothélium vasculaire [378]. DNAM-1 permet aussi la liaison 

avec les molécules Nectin-2 et PVR. L’interaction DNAM-1/PVR pourrait d’ailleurs jouer un rôle dans 

la migration des cellules NK aux endothélium vasculaires, comme c’est le cas pour les monocytes. 
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La molécule CD96, homologue à 20% de DNAM-1, se lie aussi à PVR et semble jouer un rôle dans 

l’adhésion et l’activation des cellules NK. 

 Récepteurs de cytokines et chemokines 

Les cellules NK expriment des récepteurs de cytokines tels que IFNAR, CD25 (IL-2Rα) et les 

récepteurs des cytokines IL-1, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 ainsi que les récepteurs de chemokines CCR2, 

CCR5, CCR7, CXCR1, CXCR3, CXCR4, CXCR6, CX3CR1, Chem23R et S1P1 [348]. L’expression de ces 

récepteurs varie en fonctions des sous-populations de cellules NK et de leur statut d’activation. Les 

cellules NK sont ainsi capables de répondre à toute une variété de cytokines et chemokines. Les 

cytokines entraînent l’activation ou la modulation des réponses des cellules NK et les gradients de 

molécules chimiotactiques régulent leur migration dans les organes lymphoïdes secondaires ou vers 

les sites de l’inflammation [345, 379, 380].  

De nombreuses chemokines telles que CCL3, CXCL9, CXCL10 ou S1P régulent la migration des 

cellules NK [381]. S1P est par exemple exprimé en grandes quantités dans le sang et la lymphe et 

peu dans les organes lymphoïdes secondaires. Ainsi, les cellules NK qui expriment S1P1 auront 

tendance à quitter les organes lymphoïdes secondaires selon le gradient de S1P pour rejoindre la 

circulation. De même, l’expression de CCR7 est restreint aux cellules NK des organes lymphoïdes 

secondaires [382]. Les cellules NK de la sous-population CD56bright CD16- expriment CCR7 et sont 

ainsi retrouvées majoritairement dans les organes lymphoïdes secondaires. Les cellules NK 

exprimant CXCR3 peuvent répondre aux chemokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 et peuvent donc 

rejoindre les tissus enflammés [383, 384]. 

 Les fonctions effectrices des cellules NK 

L’activation des cellules NK induit la prolifération, la migration mais surtout l’augmentation de la 

cytotoxicité et la production de cytokines. 

 Les fonctions cytotoxiques 

Les cellules NK activées lysent les cellules cibles par deux mécanismes différents : la voie des 

récepteurs de mort et la voie Perforine/Grz, lesquelles sont décrits dans la figure 18. 

Les cellules NK expriment les ligands TNF-α, FasL et TRAIL des récepteurs de morts TNFR, Fas 

(CD95) et TRAIL-R (DR4 et DR5) respectivement présents à la surface des cellules cibles. 

L’engagement de ces récepteurs induit l’apoptose par activation des caspases. 
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Les cellules NK possèdent également des vésicules cytolytiques contenant des molécules de 

Perforine et des protéases appelées Grz. Lors de l’activation des cellules NK, les vésicules 

d’exocytose sont relarguées à proximité de la cellule cible. Les molécules de Perforine forment alors 

des pores dans la membrane de la cellule cible par lesquels les Grz entrent. GrzB est le constituant 

majeur des vésicules cytolytiques. Il induit la mort cellulaire par la voie des caspases mais aussi par 

une voie indépendante des caspases par le biais du clivage de la protéine Bid et le relargage de 

cytochrome c par la mitochondrie [385]. Il a été montré que GrzB avait également un rôle antiviral 

direct par le clivage de protéines virales impliquées dans la réplication virale ou la pathogénicité.  

La fonction cytotoxique des cellules NK est primordiale pour la lyse des cellules tumorales et des 

cellules infectées par un pathogène. Cette fonction permet également la régulation des réponses 

immunitaires. Les cellules NK peuvent lyser les lymphocytes T autoréactifs [386], les DC immatures 

et les macrophages hyperstimulés. 

                               

Figure 18. Voies d’induction de la mort cellulaire par les cellules NK. La voie des récepteurs de mort passe par 

l’engagement FasL/Fas ou TRAIL/TRAIL-R. 

 

 La production de cytokines 

Les cellules NK produisent toutes une variété de cytokines telles que l’IFN-γ, le TNF-α, le TNF-β, l’IL-

10, le GM-CSF et de chemokines comme le CCL2, le CCL3, le CCL4, le CCL5 et l’IL-8. La production 

de ces facteurs permet de réguler les réponses immunes, la migration et la survie des cellules. L’IFN-

γ produit par les cellules NK dans les ganglions lymphatiques joue par exemple un rôle important 
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dans la différenciation des lymphocytes T et entraînant une orientation Th1 à la réponse adaptative 

[387]. 

Régulation des réponses des cellules NK 

La majorité des cellules NK du sang circulant sont très peu cytotoxiques et elles requièrent un signal 

d’activation. La modulation du répertoire des récepteurs des cellules NK est régulée par de 

nombreux facteurs et notamment par l’intermédiaire de l’environnement cytokinique [388]. Les 

cellules NK peuvent s’activer suite à la reconnaissance des PAMP par les PRR mais la 

potentialisation de leurs fonctions effectrices requiert à la fois un contact cellulaire avec des cellules 

accessoires et des  facteurs solubles sécrétés par ces cellules.  

Les cellules NK expriment les TLR3, TLR7 et TRL8 permettant de détecter des PAMP viraux. 

L’engagement de ces récepteurs avec un PAMP permet l’activation, la prolifération, la production 

de cytokines et la cytotoxicité des cellules NK. Par exemple, il a été montré que des ARN viraux 

pouvaient activer les fonctions des cellules NK [389-391]. 

Les interactions entre les cellules NK et les DC ont été largement étudiées tandis que peu de travaux 

se sont attachés à analyser le dialogue avec les macrophages. Ces travaux ont montré que les 

interactions permettaient d’amplifier les réponses immunitaires. Les interactions entre les cellules 

NK et les DC conduisent d’une part à l’activation des cellules, et d’autre part à la maturation ou à la 

lyse des DC [392]. In vivo, les cellules NK peuvent rencontrer les CPA au niveau de la zone T dans les 

ganglions lymphatiques ainsi que dans les tissus périphériques enflammés car elles expriment des 

récepteurs de chemokines et sont capables de migrer en réponses aux signaux chimiotactiques [387, 

393]. Les conséquences des interactions entre les CPA et les cellules NK sont représentées sur la 

figure 19. 

 Activation des cellules NK 

Les DC permettent d’augmenter l’activation, la prolifération et les réponses effectrices des cellules 

NK telles que la production de cytokines et la cytotoxicité. Ce mécanisme requiert à la fois des 

facteurs solubles sécrétés par les DC et le contact cellulaire entre les deux populations.  

Les cytokines IL-12, IL-15, IL-18 et les IFN de type I sont impliqués dans l’activation des cellules NK. 

L’IL-12 est primordiale pour la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK [394 , 395]. L’IL-18 coopère 

également avec l’IL-12 pour induire la cytotoxicité et la production de cytokines [396]. L’IL-15 

augmente la prolifération et la survie des cellules NK [393 , 397]. In vivo, l’IL-15 se trouve 
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principalement lié au récepteur IL-15Rα à la surface des cellules accessoires et ainsi, la stimulation 

des cellules NK par l’IL-15 présenté par les DC requiert l’expression de ce récepteur à la surface des 

deux populations cellulaires [398]. Les IFN de type I jouent également un rôle important dans 

l’activation des cellules NK. L’IFN-α augmente par exemple la capacité cytotoxique des cellules NK 

contre des pDC immatures [399 , 400] 

Le contact cellulaire avec les DC est primordial pour induire l’activation des cellules NK [394, 401 ]. Il 

permet notamment l’engagement des récepteurs activateurs à la surface des cellules NK par les 

ligands exprimés par les DC. Le récepteur NKp30 est notamment impliqué dans l’activation des 

cellules NK par les DC [402]. De plus, il a été montré que la stimulation des cellules NK par les 

cytokines sécrétées par les DC nécessite un contact étroit entre les cellules. En effet, les interactions 

entre les cellules NK et les DC conduisent au réarrangement du cytosquelette, à la mobilisation des 

radeaux lipidiques et ainsi à la formation d’une synapse permettant le passage de l’IL-12 sécrétée 

par les DC directement dans le cytoplasme des cellules NK [395]. D’autres études ont également 

démontré que l’IL-18 sécrété par les DC était délivrée aux cellules NK d’une façon similaire [403]. 

Comme les DC, il a été montré que les macrophages induisaient la prolifération des cellules NK, 

l’expression de certains récepteurs activateurs à leur surface, la sécrétion d’IFN-γ et l’augmentation 

du potentiel cytotoxique entraînant la lyse de cellules cibles [404]. Ce mécanisme implique les 

récepteurs 2B4 et CD48 à la surface des macrophages. 

 Activation des DC 

Les cellules NK sont capables de stimuler les DC conduisant alors à la sécrétion de cytokines par les 

DC. Le contact cellulaire entre les cellules NK et les DC ainsi que les cytokines sécrétées par les 

cellules NK jouent un rôle fondamental dans la maturation des DC. Des travaux ont montré que les 

cellules NK activent les DC par l’intermédiaire de NKp30 et des cytokines l’IFN-γ et le TNF-α [405]. 

La costimulation des DC par les cellules NK est essentielle pour le développement de la réponse T 

[350]. En effet, la présence des cellules NK induit le développement de DC sécrétant de l’IL-12 et 

permettant l’orientation Th1 des lymphocytes T CD4+ (sécrétant de grandes quantités d’IL-2). Les 

cellules NK permettent différentes orientations de la réponse T selon les cytokines présentes dans 

l’environnement. La réponse T de type Th1 est favorisée en présence de cellules NK stimulées par 

l’IL-2, l’IL-12 ou l’IL-18 alors qu’en présence d’IL-4, les cellules NK induisent le développement de 

cellules T ne sécrétant que de faibles taux d’IL-2 [406]. Les cellules NK favorisent également la 

réponse des lymphocytes T CD8+ en induisant l’expression d’IL-15 transmembranaire sur les DC 

[407]. 
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 Lyse des DC 

Des travaux ont montré que les interactions entre les cellules NK et les DC à un ratio NK/DC proche 

de 5/1 conduisait à la lyse des DC immatures par les cellules NK [408]. L’engagement du récepteur 

NKp30 est crucial dans ce mécanisme [402]. En revanche, l’augmentation des molécules du CMH I 

entraîne la résistance des DC immatures à la lyse médiée par les cellules NK. D’autres travaux ont 

montré que CD40 pouvait également être impliqué dans la lyse des DC [409]. La lyse des DC par les 

cellules NK permet l’homéostase des DC mais aussi la régulation des réponses immunitaires.  

Il a été également montré que les cellules NK étaient capables de lyser les macrophages stimulés 

par de fortes concentrations de LPS [404]. Ce mécanisme nécessite l’engagement de NKG2D avec 

ses ligands exprimés à la surface des macrophages. Ces observations suggèrent que les cellules NK 

pourraient être capables d’éliminer les macrophages hyperstimulés in vivo et ainsi de réguler les 

réponses immunitaires et de contrôler les mécanismes d’immunopathogenèse. 

        

Figure 19. Régulation des réponses immunes par les interactions entre les cellules NK et les CPA (DC ou 

macrophages). Adapté de [347]. 
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Rôle des NK dans les infections virales  

Très tôt, des observations ont montré que les cellules NK étaient impliquées dans le contrôle des 

infections par les Herpesvirus chez l’homme. En effet, les patients qui ne possèdent pas de cellules 

NK sont plus sensibles au cytomégalovirus humain [410]. 

Par la suite, l’importance des cellules NK dans le contrôle de la réplication virale a été montré dans 

les infections par le virus de l’herpès simplex, HIV, le virus Sendaï, le virus de l’hépatite C, le virus de 

la dengue, le virus de la fièvre jaune [381 , 411]. 

 Conséquences de l’infection virale sur les cellules NK 

Certains virus tels que les Herpesvirus (cytomégalovirus humain et murin, virus Epstein-Barr, virus 

de la varicelle-zona), le virus de l’hépatite C, HIV et EBOV affectent le nombre de cellules NK [412]. 

Les cellules NK sont par exemple déplétées dans un modèle souris mais également chez les PNH 

infectés par EBOV [413 , 414]. Une lymphopénie transitoire impliquant les cellules NK a été 

également observée dans le sang chez les PNH infectés par LASV [100] mais il est plus probable 

qu’elle soit associée à la relocalisation de ces cellules plutôt qu’à la mort cellulaire. 

L’activation des cellules NK est régulée par un équilibre entre des signaux inhibiteurs et activateurs 

et requiert l’engagement des récepteurs activateurs et l’absence de signal transmis par les 

récepteurs inhibiteurs. Lors des infections virales, l’expression des récepteurs ou de leurs ligands 

peut être modulée conduisant ainsi à des fonctions défectueuses des cellules NK. Certains virus 

affectent ainsi l’activation et les fonctions effectrices des cellules NK [411].  

Bien que les cellules NK produisent de l’IFN-γ et soient cytotoxiques chez les patients lors de la 

phase aigüe de l’infection par le virus de l’hépatite C humaine [415], des travaux ont montré que la 

protéine de l’enveloppe virale E2 était capable d’inhiber les fonctions des cellules NK [416]. 

L’expression de NKG2D est augmentée à la surface des cellules NK dans de l’infection par le virus de 

l’hépatite B humaine chez les patients [415].  

Lors de l’infection par le virus de la dengue, l’activation des cellules NK est corrélée avec une 

infection peu sévère [417]. En effet, les cellules NK s’activent rapidement comme en témoigne 

l’augmentation de l’expression des molécules CD69 et HLA-DR et prolifèrent chez les patients 

infectés tandis qu’une réduction du nombre de cellules NK est associée à des symptômes 

hémorragiques. 
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Le répertoire des récepteurs est modulé à la surface des cellules NK lors de l’infection par HIV-1.  En 

effet, il a été montré chez les patients et dans des modèles in vitro que l’expression des récepteurs 

NKp30, NKp44, NKp46, et CD85j était diminuée à la surface des cellules NK lors de l’infection par 

HIV-1 affectant ainsi la lyse des cellules infectées par cellules NK [418 , 419 , 420]. La lyse des 

cellules T CD4+ par les cellules NK est régulée par l’expression d’un ligand de NKp44 [421]. 

Le cytomégalovirus humain inhibe l’expression d’un isoforme de Mic-A, un ligand de NKG2D, à la 

surface des fibroblastes infectés, entraînant ainsi l’absence de lyse de ces cellules par les cellules 

NK. Une forme tronquée de Mic reste cependant exprimée à la surface des cellules infectées, les 

rendant ainsi susceptible à la lyse par les cellules NK.  

Des travaux ont montré que les cellules NK activées sont capables de lyser les DC infectées par les 

Filovirus EBOV et Marburg par l’engagement de NKp30 [422]. Les cellules NK lyse les DC infectées 

par EBOV par un mécanisme dépendant de la molécule lytique Perforine [423]. Cette molécule est 

également est impliquée dans la lyse des cellules infectées par le cytomégalovirus murin alors que 

TRAIL permet la lyse des cellules infectées par le virus de l’encéphalomyocardite [411].  

 Coopération avec les DC et macrophages 

Les interactions entre les cellules NK et les cellules accessoires telles que les DC et macrophages 

sont primordiales pour l’activation optimale des cellules NK conduisant à la production de cytokines 

et à l’induction de la cytotoxicité. Elles entraînent également l’activation des DC et macrophages et 

le développement des réponses immunes adaptatives. Le dialogue réciproque entre les cellules NK 

et les DC et macrophages est essentiel lors des infections par les pathogènes.  

La coopération entre les cellules NK et les DC et macrophages a été bien étudiée lors de l’infection 

par le Plasmodium falciparum [424, 425]. Les cellules NK s’activent suite à la reconnaissance des 

érythrocytes infectés par les PRR. Cependant, la présence de DC matures ou macrophages 

notamment est requis pour l’induction de la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK et ce, par 

l’intermédiaire d’IL-18 sécrété par les macrophages lors de l’infection. En retour, les cellules NK sont 

nécessaires pour maintenir le statut activé des DC et monocytes en réponse aux érythrocytes 

infectés par le Plasmodium falciparum. Lors de l’infection par le parasite Leishmania amazonensis, 

les cellules NK activent les DC infectées, lesquelles, en retour, induisent l’activation des cellules NK 

[426]. De plus, lors du transfert adoptif de ces cellules NK ainsi activées chez des souris infectées, 

elles sont capables d’activer les DC et les réponses T et de participer au contrôle de l’infection. 

Des travaux ont montré que, dans un modèle in vitro de coculture de macrophages et de PBMC, que  

les macrophages infectés par Salmonella induisent l’activation des cellules NK, la production d’IFN-γ 
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et le contrôle de la multiplication de ces bactéries dans le cytoplasme des macrophages [427]. La 

sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK requiert la présence de cellules accessoires sécrétant de l’IL-2 

et/ou l’IL-15 et de l’IL-12/IL-18 produit par les macrophages infectés. L’activation des cellules NK 

dépend également du contact cellulaire avec les macrophages et notamment de l’expression du 

récepteur de l’IL-12 à la surface des cellules NK au niveau d’une zone de contact. 

Les NK reconnaissent les DC infectées par le virus de la grippe par le biais des récepteurs NKp46 et 

NKG2D [428]. Les interactions avec les DC infectées permettent l’activation des cellules NK et la 

sécrétion d’IFN-γ. Les cellules NK sont également activées et produisent de l’IFN-γ lors du contact 

cellulaire avec des macrophages infectés par le virus de la grippe A ou le virus Sendaï [429]. Les 

macrophages infectés induisent l’expression des récepteurs de l’IL-12 et de l’IL-18 par 

l’intermédiaire de l’IFN-α. Lors de l’infection par HIV-1, il a été montré que les cellules NK de la sous-

population CD85j+ sont capables de contrôler la réplication virale dans les DC et ce, par le biais d’un 

contact direct entre les cellules NK et les DC impliquant CD85j [420].  

 Rôle immunopathologique des cellules NK 

L’élimination des cellules immunitaires infectées par les cellules NK peut également contribuer à 

l’induction de réponses immunes défectueuses et à la pathogenèse. Lors de l’infection par HIV-1, les 

cellules NK participent à la diminution du nombre de cellules T CD4+ et à l’augmentation de la 

charge virale chez les patients infectés, et ce grâce à l’induction d’un ligand de NKp44 [421]. En 

effet, lors de l’infection, les cellules T CD4+ non infectées expriment ce ligand induit par la protéine 

de l’enveloppe gp41 de HIV-1 et sont sensibles à la lyse médiée par les cellules NK tandis que HIV-1 

induit l’internalisation de ce ligand dans les cellules T CD4+ infectées par l’expression de la protéine 

virale Nef, empêchant ainsi la lyse par les cellules NK [430]. Par ailleurs, il a été montré dans un 

modèle in vitro que les cellules NK pouvaient augmenter la réplication virale dans des DC par 

l’intermédiaire du facteur HMGB1 [431]. 

 Un exemple : rôle des cellules NK lors de l’infection par LCMV  

Il n’y a aucune étude concernant les réponses des cellules NK au cours de l'infection par LASV. En 

revanche, les réponses des cellules NK ont été largement étudiées dans des modèles souris ou 

macaques infectés différentes souches de LCMV [381, 432]. LASV et LCMV sont des Arénavirus de 

l’ancien monde et ils partagent des caractéristiques communes, dont la capacité de la NP à inhiber 

les réponses IFN-α/β [230]. Ainsi, l'étude des infections par LCMV peut fournir des outils 

intéressants pour comprendre les réponses des cellules NK impliquées dans les réponses 

immunitaires déclenchées lors de l'infection par LASV. 
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Les cellules NK sont déplétées rapidement chez les macaques rhésus infectés par la souche 

virulente WE et LCMV et également lors de l’infection par la souche non virulente Armstrong [433]. 

Le taux de cellules NK circulantes retourne à la normale dans les deux semaines chez les survivants 

mais la lymphopénie est maintenue chez les cas fatals.  

Lors de l’infection de souris par LCMV, de forts taux d’IFN de type I sont détectés mais pas d’IL-12, 

ni d’IFN-γ [240, 432 , 434]. Les cellules NK sont apparues cytotoxiques très tôt après l’infection mais 

elles étaient incapables de sécréter de l’IFN-γ [435, 436]. Les fortes quantités d’IFN de type I sont à 

l’origine de l’absence de production d’IL-12, ce qui contribue ensuite à l’absence de sécrétion d’IFN-

γ par les cellules NK [437]. Les cellules NK ne joue ainsi qu’un rôle mineur dans l’infection par LCMV 

chez la souris de par l’absence de sécrétion d’IFN-γ pouvant contribuer à l’initiation des réponses 

adaptatives.  
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Problématique 

Les FH Lassa et Ebola constituent des problèmes importants de santé publique en Afrique. Les 

mécanismes concernant le développement des réponses immunes et de la pathogenèse associées à 

l’infection par LASV et EBOV sont peu connus. Ces virus sont des agents extrêmement pathogènes 

et ils doivent être manipulés en laboratoire P4. Le PNH constitue le modèle animal le plus pertinent 

mais son utilisation dans de telles conditions est compliquée, onéreuse et pose des problèmes 

éthiques. Notre laboratoire s’attache à développer des modèles in vitro afin de permettre d’étudier 

les réponses immunitaires induites lors de l’infection par ces virus chez l’homme.  

Les DC et les macrophages sont les premières cellules cibles lors de l’infection par LASV et EBOV. 

Elles permettent la réplication des virus et la dissémination dans tout l’organisme. Ces CPA sont 

également cruciales pour l’induction des réponses immunitaires innées et adaptatives. Par ailleurs, 

les cellules NK sont également des cellules clés de la réponse immune. Une fois activée, elles sont 

capables d’une part, de sécréter des cytokines importantes dans la régulation de la réponse des 

lymphocytes T, et d’autre part, de participer à l’élimination du virus en lysant les cellules infectées. 

L’activation des cellules NK est impliquée dans le contrôle des infections virales. Bien que cette 

observation soit constamment rediscutée lors de l’infection in vivo chez l’homme, le rôle des cellules 

NK ne doit pas être sous-estimé car ces cellules sont capables de contribuer à l’amélioration des 

réponses immunes à plusieurs niveaux. L’efficacité du système immunitaire réside ainsi dans la 

redondance des réponses mises en jeu. Les interactions entre les cellules NK et les CPA entraînent 

la mise en place d’un dialogue réciproque. Elles conduisent à l’activation des fonctions effectrices 

des cellules NK. En retour, les cellules NK peuvent activer les CPA et ainsi participer à l’initiation des 

réponses immunitaires adaptatives.  

Lors de l’infection par LASV et EBOV, le rôle des cellules NK et les conséquences de leurs 

interactions avec les DC et macrophages sur la mise en place des réponses immunes et la 

pathogenèse sont très peu connus. Des travaux ont par exemple montré que les cellules NK sont 

importantes dans le contrôle de l’infection par EBOV et qu’elles pourraient notamment être 

impliquées dans le contrôle de l’infection chez les survivants lors des épidémies. Dans le cadre de 

cette thèse, nous avons alors développé un modèle in vitro de coculture de cellules NK humaines 

avec des CPA infectées afin d’étudier le rôle des cellules NK dans les infections par LASV et EBOV. 

Ce modèle se base sur des approches in vitro déjà utilisées et maitrisées au laboratoire. En effet, des 

outils ont déjà permis d’étudier les CPA infectées par LASV et MOPV mais également les 

interactions entre les DC infectées et les cellules T in vitro. Ce projet de thèse s’attache à étudier 
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l’activation des cellules NK au cours des interactions avec les CPA et de définir leur rôle dans le 

contrôle des infections par LASV et EBOV. D’après les résultats déjà publiés, on s’attend à une faible 

activation des cellules NK par les CPA infectées par ces virus pathogènes. Le modèle développé 

dans le cadre de cette thèse sur les interactions NK/CPA s’inscrit donc dans la continuité des études 

réalisées au laboratoire sur les réponses immunes induites lors de l’infection par des virus 

responsables de FH. Pour cela, les DC et macrophages ont été différenciés à partir des monocytes 

du sang par un cocktail de cytokines. Elles ont ensuite été infectées par les virus puis cultivées avec 

des cellules NK autologues. L’activation des cellules NK a été évaluée lors de l’infection, ainsi que la 

production de cytokines et la cytotoxicité.  

En premier lieu, l’activation des cellules NK en réponse à LASV a été comparée avec celle induite 

lors de l’infection par MOPV, un autre Arénavirus très proche de LASV mais non pathogène chez 

l’homme et le PNH. La comparaison de LASV et MOPV, de pathogénie opposée, constitue un 

excellent modèle afin de déterminer les facteurs expliquant la différence de pathogénicité entre ces 

deux virus et de mieux comprendre les réponses immunitaires induites lors de la fièvre de Lassa et la 

pathogenèse. Les résultats déjà publiés au laboratoire ont montré que les macrophages sont 

fortement activés lors de l’infection par MOPV contrairement à ce qui est observé lors de l’infection 

par LASV. Ainsi, en présence de macrophages infectés par MOPV, une forte activation des cellules 

NK s’accompagnant de la lyse des cellules infectées et de la production de cytokines importante 

pour l’initiation de la réponse T est attendue. Comme les macrophages, les cellules NK pourraient 

alors participer à la différence de pathogénicité entre LASV et MOPV. Les souches AV de LASV et 

AN21366 de MOPV ont été utilisées dans ces expériences. L’importance du contact cellulaire et des 

facteurs solubles sécrétés lors des interactions entre les cellules NK et les CPA a été analysée. Les 

résultats obtenus sont décrits dans la partie Résultats et sont également présentés dans un article 

de recherche apposé en annexe. 

De plus, d’après les études précédentes, les IFN de type I sécrétés en grandes quantités par les 

macrophages lors de l’infection par MOPV, mais pas par LASV semblent impliqués dans la 

différence de pathogénicité entre LASV et MOPV. La différence de production d’IFN de type I I 

suggère également que ces cytokines seront probablement des médiateurs clé dans l’activation des 

cellules NK. Afin de mieux comprendre le rôle de la réponse IFN de type I dans l’activation des 

cellules NK, des LASV recombinants générés au laboratoire par génétique inverse ont été utilisés. 

Les virus doubles mutants LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A décrits 

précédemment ont été utilisés car ils induisent une production importante d’IFN de type I par les 

cellules infectées. Ces virus ont été comparés avec un LASV sauvage également obtenu par 

génétique inverse (LASV-Rec) et avec un recombinant LASV NP-R393A n’induisant d’une faible 
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production d’IFN de type I. Les cellules NK ont été cultivées avec des DC ou des macrophages 

infectés par ces virus mutants et l’activation des cellules NK, la production de cytokines et la 

cytotoxicité ont été évaluées. Nous avons ensuite analysé le rôle des IFN de type I sécrétés par les 

CPA en réponse aux LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A sur l’activation des cellules 

NK. 

Enfin, nous avons analysé le rôle des cellules NK dans le contrôle de l’infection des DC et 

macrophages et sur l’induction des réponses immunes mises en place lors de l’infection par EBOV., 

Une souche Zaïre de l’épidémie de 2001 a été utilisée lors de l’infection par EBOV (ex-ZEBOV). 

Ces travaux permettront de mieux comprendre les réponses immunitaires et les mécanismes de la 

pathogenèse mis en place lors des FH Lassa et Ebola mais également lors de l’infection par d’autres 

virus responsables de FH. 
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Résultats 
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Infection des cellules NK par LASV et MOPV 

Nous avons étudié la susceptibilité des cellules NK à l’infection par LASV et MOPV. Pour cela, les 

cellules NK purifiées ont été mises en contact avec ces virus à une multiplicité d’infection (MOI) de 

0, 1. Les surnageants récoltés les jours suivants ont été titrés afin d’analyser la capacité des cellules 

NK à répliquer les virus. Aucune particule infectieuse n’a été détectée dans les surnageants 

indiquant que les cellules NK n’étaient pas capables de produire des particules virales. Ensuite, nous 

avons étudié l’entrée et la réplication des virus par immunofluorescence. Aucune cellule NK infectée 

n’a été détectée, suggérant que LASV et MOPV n’étaient pas en mesure d’infecter cette population 

cellulaire.  

Les cellules NK expriment les TLR3, TLR7 et TLR8 qui permettent la détection de l’ARN viral 

endocyté. Nous avons analysé le statut d’activation des cellules NK au contact de LASV et MOPV de 

façon comparative avec celui observé lors de la stimulation par plusieurs molécules induisant 

l’activation des cellules NK (IL-2/phytohémagglutinine (PHA)) [431], la sécrétion d’IFN-γ (phorbol 

12-myristate 13-acétate (PMA)/ionomycine ou IL-12/IL-18) ou la stimulation des TLR3,  TLR7 et 

TRL8  (par de l’acide polyinosinic:polycytidylic (Poly (I:C)), imiquimod et ssRNA40 respectivement) 

[389, 391, 438].  

La stimulation par l’IL-2/PHA induit une augmentation de l’expression de CD69, CD25 et de NKp30 

et l’ajout d’un agoniste de TLR7 entraîne aussi une augmentation de l’expression de CD69, 

cependant bien plus modeste. En revanche, une diminution modérée de l’expression de NKp30 et 

CXCR3 est observée en réponse à ce stimulus (figure 20A). 

Par ailleurs, nous n’avons observé aucune activation des cellules NK en présence de LASV ou MOPV 

infectieux au regard de l’expression de CD69, HLA-DR et CD25 (figure 20A). L’expression des 

récepteurs activateurs NKp30, NKp44 et NKG2D et du récepteur inhibiteur CD158b n’est pas non 

plus modifiée. La présence de LASV ou MOPV n’induit pas non plus la prolifération des cellules NK 

au regard de l’expression de Ki67. En revanche, l’expression de CXCR3 a significativement augmenté 

au contact de LASV. Cela semble également être le cas en réponse à MOPV bien que les résultats ne 

soient pas significatifs. Les virus inactivés n’induisent aucune modulation de l’expression de CD69, 

NKp30, NKp44 et Ki67 (données non présentées) mais ils sont responsables de l’augmentation de 

l’expression de CXCR3 (figure 20A).  

Ensuite, nous  avons observé une absence de synthèse des gènes codant l’IFN-γ, le TNF-α et le TNF-

β en réponse à LASV et MOPV (figure 20B et données non présentées) alors que c’était le cas lors de 

la stimulation par une combinaison PMA/ionomycine.  
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Par ailleurs, nous n’avons pas observé de modification des capacités cytotoxiques des cellules NK au 

contact de LASV ou MOPV. En effet, l’expression de GrzB au niveau ARNm et protéine n’est pas 

modifiée en réponse à LASV, MOPV ou aux virus inactivés (figure 20C et données non présentées). 

Enfin, lors de l’ajout de cellules cibles K562 (sensibles à la lyse par les cellules NK car n’exprimant 

pas les molécules de CMH I), une augmentation de la dégranulation des cellules NK est mise en 

évidence par la détection de l’exposition de CD107a à la surface [439]. Cette observation suggère 

que les cellules NK sont fonctionnelles et capables de lyser les cellules K562. En revanche, le 

potentiel cytotoxique des cellules NK n’est pas modifié en présence de LASV ou MOPV (figure 20D). 
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 Figure 20. Infection des cellules NK par LASV et MOPV. Analyse de l’activation, de la prolifération (A), de la 

production de cytokines (B) et des capacités cytotoxiques (C et D) des cellules NK au contact de LASV et MOPV. 

Dans certaines conditions, du virus inactivé (in. LASV ou in. MOPV), de l’IL-2/PHA, du Poly (I:C) (TLR3-L), de 

l’imiquimod (TLR7-L) ou du ssRNA40 (TLR8-L) ont été utilisés dans les cultures. A. Analyse de l’expression des 

molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKp44, NKG2D, CD158b, CD25, CXCR3 à la surface des cellules NK ainsi que 

de l’expression intracellulaire de Ki67 par cytométrie en flux après 3 jours de culture. Les graphiques représentent 

plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un point. La moyenne des expériences est indiquée par une 

barre horizontale. B. Analyse de la transcription d’IFN-γ par RT-PCR en temps réel après 24h de culture. Une 

combinaison PMA/ionomycine a été ajoutée dans les cultures dans certaines conditions. Les graphiques 

représentent la moyenne de 3 (MOPV et PMA/iono), 5 (LASV) et 11 (Mock) expériences et l’erreur standard est 

indiquée. C. Analyse de l’expression intracellulaire de GrzB par cytométrie en flux après 3 jours de culture. D. 

Analyse de la dégranulation des cellules NK (expression à la surface de CD107a) après 2 jours de culture. Des 

cellules cibles K562 ont été ajoutées dans certaines conditions. Analyse statistique par le test de Mann-Whitney : 

* : p≤0.05, ** : p≤0.01, *** : p≤0.001. 

 

Nous avons ainsi pu conclure que la présence de LASV ou MOPV n’a pas d’influence sur 

l’activation et la prolifération des cellules NK, ni sur leur production de cytokines ou leur 

capacité cytotoxique. Une augmentation de CXCR3 est toutefois induite par LASV ou LASV 

inactivé.  
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Présentation du modèle in vitro de coculture NK/CPA 

Un modèle de coculture de CPA primaires humaines avec des cellules NK autologues a été mis au 

point. Les conditions de préparation des cellules primaires et de coculture ont été comparées. La 

présence de cellules T, qui pourraient influer sur les interactions NK/CPA, a été évitée par 

l’utilisation d’un kit de purification des monocytes (Miltenyi Biotech). Nous avons également 

préféré utiliser des cellules NK non activées. A cette fin, elles ont été congelées pendant le temps de 

la différenciation des monocytes en DC et macrophages plutôt que cultivées avec des quantités 

sub-optimales d’IL-2 ou IL-15. Le ratio optimal NK/CPA permettant une analyse précise a été 

déterminé. En effet, il a été montré que le ratio NK/CPA était important et qu’un ratio NK/DC 

proche de 5/1 conduisait à la lyse des DC immatures par les cellules NK [408]. Ainsi, un ratio NK/CPA 

de 1/5 a été utilisé pour analyser l’activation des cellules NK, leur prolifération, leur capacité 

cytotoxique et la production de cytokines. En revanche, un ratio NK/CPA de 5/1 nous a permis 

d’analyser l’activation des CPA infectées en présence de cellules NK. Ce même ratio a été utilisé afin 

d’évaluer l’influence des cellules NK sur la réplication virale lors des expériences de titrages des 

surnageants de coculture NK/CPA. 

Une cinétique d’étude ainsi que des méthodes permettant une analyse rigoureuse, efficace et 

pouvant être réalisée au laboratoire P4 ont été mises au point (figure 21). Les CPA ont été soit 

infectées avec nos stocks viraux produits sur VeroE6, soit mises en contact avec un surnageant de 

VeroE6 non infecté (Mock) puis cultivées en présence de cellules NK. Les durées de coculture 

appliquées avant de procéder aux différentes analyses ont été déterminées après avoir testé 

plusieurs temps. L’activation des cellules NK a été étudiée après 3 jours de coculture par analyse de 

l’expression des molécules de surfaces reflétant l’activation (CD69, CD25, NKp44, HLA-DR), des 

récepteurs activateurs (NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D), des récepteurs inhibiteurs (CD158b), des 

récepteurs de chemokines (CXCR3) et des molécules d’adhésion (CD62L) par cytométrie en flux. De 

même, l’activation des CPA a été étudiée après 3 jours de coculture en analysant l’expression des 

molécules de costimulation des cellules T (CD80, CD86, CD40), de présentation de l’antigène (HLA-

DR, HLA-abc) et de ligands de récepteurs activateurs NK (Mic-A/B) après 3 jours de coculture. La 

prolifération des cellules NK a été évaluée par l’analyse de l’expression intracellulaire de Ki67 ainsi 

que par une technique d’incorporation de BrdU. La production de cytokines ou chemokines par les 

cellules NK (IFN-γ, TNF-α et TNF-β) et par les CPA (IFN-α1, IFN-α2, IFN-β, TNF-α, IL-1β, IL12p35, 

IL12p40, IL-15, IL-18, CXC chemokines) a été analysée par RT-PCR en temps réel après un jour de 

coculture ou par tests ELISA et ELISpot.  
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Le potentiel cytotoxique des cellules NK a quant à lui été déterminé en analysant l’expression des 

molécules GrzB et Perforine par RT-PCR en temps réel (après 1 jour de coculture), cytométrie en 

flux intracellulaire (après 3 jours de coculture), tests ELISA ou ELISpot. L’expression des ARNm 

codant FasL et TRAIL a également été étudiée par RT-PCR en temps réel. Enfin, la lyse des cellules 

de la lignée K562 par les cellules NK a été quantifiée après 2 jours de coculture par l’analyse de 

l’expression à la surface de la molécule CD107a.  

L’activation des cellules NK et des CPA a été comparée avec celle observée lors de la stimulation par 

des molécules activatrices. Le lipopolysaccharide (LPS) a ainsi été utilisé comme témoin positif 

d’activation des CPA. Les cellules NK ont quant à elles été directement activées avec une 

combinaison d’IL-2/PHA. Enfin, la sécrétion de cytokines par les cellules NK a été induite par 

l’addition de PMA/ionomycine ou d’IL-12/IL-18. Dans certaines conditions, les populations de 

cellules NK et de CPA ont été séparées par une membrane semi-perméable laissant passer les 

facteurs solubles, cette condition sera appelée « Transwell » par la suite. Dans d’autres conditions, 

les interactions entre les récepteurs et leurs ligands ont été inhibées en ajoutant des anticorps 

neutralisants lors de l’infection.  

                   

Figure 21. Représentation du modèle de coculture NK/CPA utilisé pour étudier le rôle des cellules NK dans le 

contrôle des infections LASV, MOPV et EBOV.  
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Coculture NK/CPA et infection par LASV et MOPV 

Les résultats publiés au laboratoire avaient mis en évidence que les macrophages (contrairement 

aux DC) infectés par MOPV étaient activés et sécrétaient des IFN de type I. En revanche, l’activation 

était faible et ces cytokines n’étaient produites qu’en quantité limitée lors de l’infection par LASV 

[75, 217]. Le statut d’activation des CPA a été analysé dans notre modèle en présence de cellules NK 

et a été comparé à celui observé dans les cultures de CPA seules. L’expression des gènes des IFN de 

type I ainsi que de l’IL-12, IL-15 et IL-18 impliqués dans l’activation des cellules NK a également été 

analysée par RT-PCR en temps réel dans notre modèle de coculture NK/CPA. La production de TNF-

α sera analysée dans la partie suivante. La production d’IFN-α et de CXCL11 a été analysée par test 

ELISA dans les cocultures NK/macrophages seulement.  

Etat d’activation des DC et macrophages en présence de cellules NK 

A l’instar des DC infectées par LASV ou MOPV et cultivées seules, la présence des cellules NK ne 

conduit pas à l’activation des DC. En effet, l’expression des molécules CD40, CD80, CD86, CD83, 

HLA-DR (CMH II), HLA-abc (CMH I) et Mic-A/B (ligand de NKG2D) n’est pas modifiée à la surface 

des DC seules ou dans les cocultures NK/DC (données non présentées). L’infection par LASV ou 

MOPV n’induit pas non plus la transcription des gènes IFN-β, IFN-α1, IFN-α2 et IL-12p35, IL-12p40, 

IL-15 et IL-18 dans les cocultures NK/DC (données non présentées). 

Ainsi, la présence de cellules NK ne permet pas de modifier la réponse des DC à l’infection par 

LASV et MOPV.  

Comme cela avait déjà été montré [75, 217], une augmentation de l’expression des molécules CD40, 

CD80 et CD86 est observée à la surface des macrophages infectés par MOPV ainsi qu’une 

augmentation de l’expression de CD86 lors de l’infection par LASV, lorsque les macrophages étaient 

cultivés seuls (figure 22A). En revanche, dans notre modèle de coculture avec les cellules NK, la 

proportion de macrophages exprimant les molécules CD40, CD80 et CD86 est augmentée lors de 

l’infection par MOPV et aussi par LASV. L’expression des molécules HLA-DR, HLA-abc et Mic-A/B 

n’est pas modifiée à la surface des macrophages seuls ou en présence de cellules NK (données non 

présentées). L’infection par MOPV mais pas par LASV conduit à une synthèse modérée d’ARNm 

codant IFN-β, IFN-α1 et IFN-α2 (données non présentées). En revanche, la transcription des gènes 

IL-12p35, IL-12p40, IL-15 et IL-18 n’est pas modulée dans les cocultures NK/macrophages lors de 

l’infection par LASV ou MOPV. Enfin, les ELISA révèlent que les macrophages infectés par MOPV 
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sécrètent des quantités significatives d’IFN-α et de CXCL11 en présence de cellules NK alors ces taux 

sont réduits lors de l’infection par LASV (figure 22B).  

En revanche, la présence de cellules NK induit l’augmentation significative de l’activation des 

macrophages infectés par MOPV par rapport à la réponse des macrophages infectés seuls. De 

façon surprenante, la présence des cellules NK conduit à une activation des macrophages 

infectés par LASV quasi similaire à la réponse observée avec MOPV, alors que les macrophages 

infectés seuls ne sont pas du tout activés. Donc, les cellules NK semblent capables d’induire une 

augmentation de l’activation des macrophages infectés par LASV et MOPV. 
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Figure 22. Analyse de l’activation et de la sécrétion d’IFN-α et CXCL11 par les CPA infectées ou non (Mock) par 

LASV ou MOPV après 3 jours de culture, en l’absence ou en présence de cellules NK (ratio NK/CPA de 5/1). A. 

L’expression des molécules CD40, CD80 et, CD86 à la surface des macrophages a été analysée par cytométrie en 

flux. Les graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un point. La moyenne des 

expériences est indiquée par une barre horizontale. B. Analyse de la sécrétion d’IFN-α et CXCL11 dans les 

surnageants de cocultures NK/macrophages par ELISA. Les graphiques représentent la moyenne de 4 expériences 

et l’erreur standard est indiquée. Analyse statistique par les tests de Student ou Mann-Whitney. Les conditions 

LASV et MOPV ont été comparées avec les conditions Mock (barres et *, ** ou ***) ainsi que les conditions dans 

les cocultures NK/macrophages avec les mêmes conditions dans les cultures de macrophages seuls ([a], [b] et [c]) : 

* ou [a]: p≤0.05, ** ou [b] : p≤0,01, *** ou [c] : p≤0,001. 
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Activation/prolifération des cellules NK en présence de CPA 

infectées par LASV et MOPV 

Afin d’étudier la capacité des CPA infectées par LASV et MOPV à moduler l’activation des cellules 

NK, les DC et macrophages ont été infectés par LASV ou MOPV puis cultivés avec des cellules NK 

autologues. L’activation et la prolifération des cellules NK a été analysée trois jours après l’infection 

par cytométrie en flux. 

 Expression des molécules de surface du répertoire NK 

Les DC stimulées par du LPS (DC-LPS) induisent une augmentation significative de l’expression de 

CD69 et CD25 et une diminution de l’expression de NKG2D et CXCR3 à la surface des cellules NK. 

De même, les cocultures NK/DC stimulées par l’IL-2/PHA montrent une augmentation de 

l’expression de CD69, CD25 et NKp30 ainsi qu’une diminution de l’expression de NKG2D et CXCR3 

(figure 23A). En revanche, aucune modulation de l’expression de CD69, de HLA-DR, des récepteurs 

activateurs (NKp30, NKp44, NKp46 et NKG2D), du récepteur inhibiteur (CD158b), du récepteur de 

cytokine CD25 et du récepteur de chemokines CXCR3 n’est détectée à la surface des cellules NK 

cultivées en présence de DC infectées par LASV ou MOPV (figure 23A). Cette observation suggère 

ainsi que les cellules NK ne sont pas activées en présence de DC infectées par LASV ou MOPV.  

Les macrophages stimulés par du LPS (macrophages-LPS) induisent une augmentation significative 

de l'expression de CD69, HLA-DR, NKp44 et CD25 et une diminution de l’expression de NKp30, 

NKG2D et CXCR3 à la surface des cellules NK. Dans les cocultures NK/macrophages, la stimulation 

des cellules NK par l’IL-2/PHA entraîne également une augmentation significative de l'expression de 

CD69, HLA-DR et CD25 ainsi qu'une diminution de l’expression de NKG2D et CXCR3. En présence 

de macrophages infectés par LASV ou MOPV, le nombre de cellules NK exprimant CD69, NKp30, 

NKp44 (lors de l’infection par LASV seulement) augmente de façon significative (figure 23B et C). 

Toutefois, l'expression de HLA-DR, NKp46, NKG2D, CD158b et CD25 par les cellules NK reste 

inchangée. Malgré une diminution de l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK en présence 

de macrophages infectés par LASV et MOPV, l'analyse des quantités d’ARNm codant CXCR3 n'a 

révélée aucune différence entre les cocultures Mock et infectées (données non présentées).  

De plus, aucun changement dans l'expression de la plupart des molécules du répertoire NK n’est 

observé en présence de macrophages stimulés par les virus inactivés suggérant que la modification 

du répertoire des cellules NK est liée à la réplication virale dans les macrophages (figure 23B). 

L'infection des macrophages par du LASV inactivé induit cependant une diminution significative de 

NKp30 et une augmentation de CXCR3 à la surface des cellules NK (figure 23B).  
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 Prolifération des cellules NK 

La prolifération des cellules NK a été évaluée en analysant l’expression intracellulaire de Ki67 (figure 

23A, B et C).  

Aucune modulation de l’expression de Ki67 n’est observée en présence de DC infectées par LASV ou 

MOPV. Les DC-LPS ne semble pas induire la prolifération des cellules NK. En revanche, elles 

prolifèrent lors de la stimulation par l’IL-2/PHA dans les cocultures NK/DC. 

Contrairement aux DC, les macrophages infectés par LASV ou MOPV induisent la prolifération des 

cellules NK. En revanche, les cellules NK ne semblent pas proliférer en réponse aux macrophages-

LPS ainsi que les cocultures NK/macrophages stimulés par de l’IL-2/PHA.  

Des résultats similaires ont également été observés par incorporation de BrdU (données non 

présentées) mais le peu d’expériences réalisées n’a pas permis de réaliser des statistiques 

rigoureuses. 

Les résultats démontrent que les cellules NK sont fortement activées et prolifèrent en présence 

de macrophages infectés par LASV et MOPV, mais pas en présence de DC infectées.                                         
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Figure 23. Analyse de l’activation et de la prolifération des cellules NK en présence de DC (A) ou de macrophages 

(B) infectés ou non (Mock) par LASV, MOPV ou stimulées par les virus inactivés (ratio NK/CPA de 1/5) après 3 jours 

de culture. Le LPS et l’IL-2/PHA ont été utilisés pour induire directement l’activation des CPA ou des cellules NK, 

respectivement. L’expression des molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, CD158b, CD25 et 

CXCR3 a été analysée à la surface des cellules NK par cytométrie en flux, ainsi que l’expression intracellulaire de 

Ki67. A et B. Les graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un point. La 

moyenne des expériences est indiquée par une barre horizontale. Analyse statistique par les tests de Student ou 

Mann-Whitney: * : p≤0.05, ** : p≤0,01, *** : p≤0,001. ND : non déterminé. C. Exemples de dot plots de 

cytométrie obtenus lors de l’analyse des cocultures NK/macrophages.  

 

Production de cytokines par les cellules NK 

La production de cytokines par les cellules NK purifiées et cultivées avec les CPA a ensuite été 

étudiée par l’analyse de la transcription des gènes par RT-PCR en temps réel, la détection de la 

présence de cytokines intracellulaires par cytométrie en flux et dans les surnageants de culture par 

ELISA et ELISpot. 

Contrairement aux DC, les macrophages infectés par LASV et MOPV induisent la transcription 

d’ARNm codant l’IFN-γ, le TNF-α et le TNF-β par les cellules NK (figure 24A). Cependant,  les 

quantités de protéines détectées dans les cellules NK et dans les surnageants de coculture 

NK/macrophages étaient très faibles (figure 24B et C et données non présentées).  
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Une augmentation de la transcription et la sécrétion de l’IFN-γ par les cellules NK en présence de 

DC-LPS et macrophages-LPS est observée (figure 24A et C). La stimulation IL-2/PHA induit une 

augmentation significative de la synthèse des ARNm codant l’IFN-γ et la sécrétion de l’IFN-γ (figure 

24 A et C). De même, l’ajout de PMA/ionomycine ou l’IL-12/IL-18 dans les cultures de cellules NK 

seules et dans les cocultures NK/macrophages induisait la production d’IFN-γ alors que le TNF-α 

était produit uniquement lors de la stimulation PMA/ionomycine (figure 24B et données non 

présentées).  

Ces résultats montrent que les cellules NK ne produisent que très peu d’IFN-γ, de TNF-α ou de 

TNF-β en présence de DC ou de macrophages infectés par LASV et MOPV.  
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Figure 24. Analyse de la production de cytokines par les cellules NK purifiées et cultivées avec des DC ou 

macrophages infectés ou non (Mock) par LASV ou MOPV à un ratio NK/CPA de 1/5. Dans certaines conditions, les 

CPA ont été activées par du LPS et les cellules NK par de l’IL-2/PHA, PMA/ionomycine ou IL-12/IL-18. A. Analyse 

de la transcription des gènes TNF-α (CPA seules et NK/CPA), TNF-β et IFN-γ  (NK/CPA) par RT-PCR en temps réel 

après 24h de culture. Les graphiques représentent la moyenne de 3 à 9 expériences (DC) et de 5 à 11 (MP) et 

l’erreur standard. B. Exemple de dot plot obtenu lors de l’analyse de l’expression d’IFN-γ par cytométrie en flux 

intracellulaire après 2 jours de culture. C. Exemple de test ELISpot permettant la détection de la sécrétion d’IFN-γ 

par les cellules NK en coculture. Analyse statistique par les tests de Student ou Mann-Whitney : ** : p≤0,01, *** : 

p≤0,001. 

 

Fonctions cytotoxiques 

Les capacités cytotoxiques des cellules NK ont été étudiées par l’analyse de l’expression de GrzB, 

Perforine, FasL et TRAIL par RT-PCR en temps réel, cytométrie en flux intracellulaire, tests ELISA ou 

ELISpot selon les molécules analysées. 

Les DC-LPS augmentent la synthèse des ARNm codant GrzB par les cellules NK. L’IL-2/PHA active 

également la production de GrzB par les cellules NK (ARNm et protéines) en présence de DC. Les 

DC infectées par LASV ou MOPV n’induisent pas l’augmentation de la synthèse de GrzB et Perforine 

au niveau ARNm ou protéine (figure 25A et B). En revanche, les DC infectées n’induisent pas non 

plus la dégranulation des cellules NK en présence de cellules K562 comme en témoigne l’exposition 

à la surface de CD107a (figure 25C). 

La présence de macrophages infectés par MOPV semble induire la synthèse d’ARNm GrzB au 

(figure 25A). L’expression de GrzB est augmentée au niveau protéique de façon significative dans 

les cellules NK en présence de macrophages infectés par LASV et MOPV (figure 25B et E). Les 

macrophages-LPS induisent l’augmentation des taux d’ARNm et de protéine intracellulaire de 

GrzB, tout comme la stimulation par l’IL-2/PHA dans les cocultures NK/macrophages. Les taux de 
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Perforine (ARNm et protéine) ne sont pas modulés dans les cocultures NK/macrophages lors de 

l’infection par les deux virus. Une augmentation significative des niveaux d'ARNm de FasL et TRAIL 

est en revanche observée dans les cocultures NK/macrophages lors de l’infection par LASV ou 

MOPV (figure 25A). Une augmentation significative de la dégranulation des cellules NK est détectée 

en réponse à des cellules K562 en présence de macrophages lors de l’infection par LASV et MOPV 

(figure 25C), tout comme lors de la stimulation par l’IL-2/PHA. Les cellules K562 ne sont pas lysées 

par les cellules NK en présence de macrophages infectés par des virus inactivés, confirmant la 

nécessité d'une réplication virale dans les macrophages pour induire l’augmentation du potentiel 

cytotoxique des cellules NK.  

Ainsi, les cellules NK acquièrent des propriétés cytotoxiques en présence de macrophages, mais 

pas en présence de DC, lors de l’infection par LASV ou MOPV. 

 Analyse de la lyse des CPA infectées 

Nous avons ensuite déterminé si les cellules NK étaient capables de lyser les CPA infectées dans les 

cocultures.  

Nous n'avons observé aucune différence d'exposition de CD107a à la surface des cellules NK 

cultivées avec des CPA infectées ou non par LASV ou MOPV (en l’absence de cellules K562), 

suggérant que les cellules NK ne sont pas capables de lyser les CPA infectées (figure 25C). Les 

particules virales infectieuses produites par les CPA ont ensuite été quantifiées en présence ou non 

de cellules NK. Dans chacune de nos expériences, la réplication de LASV et MOPV dans les DC et 

macrophages était plus importante en présence de cellules NK. Ces différences n’étaient cependant 

pas significatives du fait de la grande variabilité des expériences (figure 25D). La réplication de 

LASV semblait par contre être réduite à partir de 3 jours de coculture NK/macrophages. Il est à 

noter que les titres viraux sont similaires dans les cultures de CPA seules et dans les cocultures 

NK/CPA lors de la stimulation par l’IL-2/PHA (données non présentées). De plus, des études de la 

viabilité des CPA en présence de cellules NK par un marquage Annexin-V/7AAD n’a pas permis de 

mettre en évidence une différence de la mort cellulaire dans les cultures infectées ou non (données 

non présentées). 

Malgré l’augmentation des capacités cytotoxiques des cellules NK en présence de macrophages 

infectés par LASV ou MOPV, les cellules NK ne semblent pas être capables de lyser les CPA 

infectées ni de contrôler la réplication virale. 
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Figure 25. Etude des capacités cytotoxiques des cellules NK cultivées avec des DC ou des macrophages infectés 

ou non (Mock) par LASV ou MOPV à un ratio NK/CPA de 1/5 (A, B, C et E) ou 5/1 (D). Dans certaines conditions, 

les CPA ont été activées par du LPS et les cellules NK par de l’IL-2/PHA. A. Analyse de la transcription des gènes 

GrzB (NK/DC et NK/macrophages), Perforine, FasL et TRAIL (NK/macrophages) par RT-PCR en temps réel après 

24h de culture. Les graphiques représentent la moyenne de 3 à 10 expériences et l’erreur standard. B. Analyse de 

l’expression de GrzB et Perforine par cytométrie en flux intracellulaire après 3 jours de culture. Les graphiques 

représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un point. La moyenne des expériences est 

indiquée par une barre horizontale. ND : non déterminé. C. Analyse de la dégranulation des cellules NK 

(expression à la surface de CD107a) après 2 jours de culture. Des cellules cibles K562 ont été ajoutées dans 

certaines conditions. D. Titrage des virus dans les surnageants de culture de CPA seules ou de cocultures NK/CPA. 

Les graphiques représentent la moyenne de 5 à 6 expériences et l’erreur standard. E. Exemple de la sécrétion de 

GrzB par les cellules NK en coculture déterminée par ELISpot. Analyse statistique par les tests de Student ou 

Mann-Whitney: * : p≤0.05, ** : p≤0,01, *** : p≤0,001.  
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Etude de l’importance du contact cellulaire dans 

les interactions NK/macrophages 

Nous avons analysé l’importance des contacts entre les cellules NK et les macrophages. Pour cela, 

les deux populations en coculture ont été séparées par une membrane semi-perméable empêchant 

le contact cellulaire mais permettant le passage de molécules solubles (« Transwell »). Les résultats 

obtenus dans les cocultures « Transwell » NK/macrophages ont été comparés avec ceux décrits 

précédemment et reportés dans la figure 26A. L’expression de CD69 ou des récepteurs activateurs 

NKp30 et NKp44 n’est plus augmentée à la surface des cellules NK lors de l’infection des 

macrophages par LASV et MOPV par rapport à ce qui a été décrit précédemment. De même, la 

prolifération des cellules NK est abolie. L’inhibition du contact cellulaire empêche également 

l’augmentation de l’expression de GrzB et de la lyse des cellules K562 par les cellules NK. Seule 

l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK reste modifiée dans les cultures « Transwell ».  

Les contacts cellulaires entre les cellules NK et les macrophages infectés par LASV ou MOPV 

sont donc essentiels pour l'activation des cellules NK et permettent d’augmenter la 

cytotoxicité. Au contraire, ils ne semblent avoir aucun rôle dans la modulation de l'expression 

CXCR3.  

Afin de déterminer plus précisément les molécules impliquées dans l’activation des cellules NK, des 

anticorps neutralisants ont été utilisés pour inhiber l’engagement de certains récepteurs des cellules 

NK avec leur ligand (figure 26B). Un anticorps IgG2a de spécificité inconnue a été utilisé comme 

contrôle. La modulation de l’expression de CD69, NKp30, CXCR3 et GrzB n’est pas altérée en 

présence des anticorps neutralisants CD40L et NKG2D en comparaison avec l’IgG2a contrôle. 

Malgré le petit nombre d’expériences réalisées, il s’est avéré qu’en présence des anticorps dirigés 

contre les NCR (NKp30, NKp44 et NKp46), seule l’expression de CD69 demeurait augmentée tandis 

que l’expression de NKp30 et GrzB ne semblait plus modulée.  

Donc, l’engagement de CD40L ou des récepteurs activateurs ne semble pas influer sur 

l’activation des cellules NK en présence de macrophages infectés par LASV et MOPV compte 

tenu de l’expression de CD69. En revanche, l’engagement des NCR pourrait jouer un rôle dans 

la modulation de l’expression de NKp30 et GrzB par des cellules NK. 
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 Figure 26. Analyse des contacts cellulaires dans les cocultures NK/macrophages. Les cellules NK ont été cultivées 

en présence de macrophages infectés ou non (Mock) par LASV ou MOPV à un ratio NK/macrophages de 1/5 A. Les 

cellules NK et les macrophages ont été séparés par une membrane semi-perméable (« Transwell »). Les résultats 

ont été comparés avec ceux décrits précédemment et reporté ici. Les graphiques représentent plusieurs 

expériences différentes, chacune figurée par un point. La moyenne des expériences est indiquée par une barre 

horizontale. B. L’interaction entre ces deux populations a été inhibée par des anticorps neutralisants CD40L, 

NKG2D, NKp30, NKp44, NKp46. Un anticorps IgG2a de spécificité inconnue a été utilisé comme contrôle. 

L’expression des molécules CD69, NKp30, NKp44, CXCR3 à la surface des cellules NK et l’expression 

intracellulaire de GrzB ont été analysées par cytométrie en flux après 3 jours de culture. Analyse statistique par les 

tests de Mann-Whitney et Student : * : p≤0,05, ** : p≤0,01*** : p≤0,001. 
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Etude du rôle des facteurs solubles dans les 

interactions NK/macrophages 

Lors du développement des réponses immunitaires, les IFN de type I participent à l’activation des 

cellules NK. Afin de déterminer leur rôle dans les interactions NK/macrophages, ils ont été inhibés 

par une combinaison d’anticorps neutralisants anti-IFNAR et anti-IFN-α (figure 27). Des anticorps 

ont également été utilisés pour bloquer l’engagement de CXCR3 avec les chemokines CXCL9, 

CXCL10 et CXCL11 qui sont notamment sécrétées en réponse aux IFN de type I et II. CXCR3 a été 

directement inhibé par un anticorps anti-CXCR3 ou bien l’action des chemokines a été bloquée par 

une combinaison d’anticorps dirigés contre CXCL9, CXCL10 et CXCL11. Un anticorps contrôle IgG2a 

a été utilisé comme anticorps de référence. 

Lorsque les IFN de type sont inhibés, l'augmentation de l'expression de CD69 et NKp30 par les 

cellules NK est moindre qu’avec l’anticorps contrôle plus particulièrement lors de l’infection par 

MOPV. Cependant, la neutralisation des IFN de type I n’altère pas la diminution de l'expression de 

CXCR3 à la surface des cellules NK. Cette diminution est toutefois plus modérée qu’en présence de 

l’IgG2a. Nous avons par ailleurs observé une augmentation globale de l’expression de CXCR3 dans 

toutes les conditions lorsque la réponse IFN de type I est inhibée. La prolifération des cellules NK et 

l'augmentation de l’expression intracellulaire de GrzB en présence de macrophages infectés par 

LASV ou MOPV sont également inhibées après neutralisation des IFN de type I.  

Lors de la neutralisation de CXCR3, les cellules NK restent activées (augmentation de l’expression 

de CD69 et NKp30, de la prolifération et de l’expression de GrzB). L’utilisation d’une combinaison 

d’anticorps dirigés contre CXCL9, CXCL10 et CXCL11 a donné des résultats similaires. En outre, ces 

anticorps induisent une diminution de l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK mais moins 

importante qu’avec l’IgG2a contrôle. 

Nos résultats démontrent que les IFN de type I sécrétés par les macrophages infectés par 

MOPV, et dans une moindre mesure LASV, et sont nécessaires à l'activation des cellules NK 

alors que les chemokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 semblent avoir un rôle plus mineur.  
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Figure 27. Les cellules NK ont été cultivées en présence de macrophages infectés ou non (Mock) par LASV ou 

MOPV à un ratio NK/macrophages de 1/5. L’action des IFN de type I a été inhibée par une combinaison d’anticorps 

neutralisants IFN-α et IFNAR (anti-IFN-α/IFNAR). L’engagement de CXCR3 a été bloqué par un anticorps 

neutralisant CXCR3. L’action des chemokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 a été inhibée par une combinaison 

d’anticorps neutralisants CXCL9, CXCL10 et CXCL11 (anti-CXCL9/CXCL10/CXCL11). Un anticorps IgG2a de 

spécificité inconnue a été utilisé comme contrôle. L’expression des molécules CD69, NKp30, NKp44, CXCR3 à la 

surface des cellules NK et l’expression intracellulaire de GrzB ont été analysées par cytométrie en flux après 3 

jours de culture. Les graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un point. La 

moyenne des expériences est indiquée par une barre horizontale. Analyse statistique par les tests de Student et de 

Mann-Whitney : * : p≤0,05, ** : p≤0,01, *** : p≤0,001. 
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Utilisation de LASV recombinants pour l’étude du 

rôle des IFN de type I 

Des LASV recombinants NP-R393A, NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A générés au laboratoire 

par génétique inverse [174] ont été utilisés afin de disséquer le rôle de la réponse IFN de type I dans 

l’activation des cellules NK. Ces virus ont été comparés avec un LASV identique à la souche sauvage 

également obtenu par génétique inverse (LASV-Rec). La technique d’obtention de ces virus est 

décrite dans la partie Introduction. Il a été montré que LASV-Rec se comporte exactement comme 

LASV sauvage et en particulier, n’induit pas de production d’IFN de type I par les DC ou les 

macrophages. En revanche, les LASV NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A se répliquent plus 

faiblement dans les CPA et induisent une production importante d’IFN de type I par les 

macrophages. Comme LASV-Rec, LASV NP-R393A n’induit qu’une très faible synthèse des gènes 

des IFN de type I [174].  

L’activation des CPA (expression des molécules de costimulation des cellules T, de présentation de 

l’antigène, du CMH I, des ligands des récepteurs activateurs NK et production de cytokines) en 

réponse aux LASV recombinants NP-R393A, NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A a été étudiée 

au laboratoire en commun avec Stéphanie Reynard. Les résultats ne seront pas tous détaillés ici car 

ils seront présentés prochainement dans le cadre d’un mémoire EPHE (S. Reynard). 

Etat d’activation des DC et macrophages infectés par des LASV 

recombinants 

Lors de l’infection par LASV NP-R393A, il n’a pas été observé d’activation des DC et des 

macrophages.  

En revanche, nous avons observé que l’infection des macrophages mais aussi des DC par les LASV 

NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A induit une forte activation cellulaire au regard de 

l’augmentation significative de l’expression de CD80, CD83, CD86, CD40 (données non présentées). 

L’expression de HLA-abc augmente à la surface des macrophages mais cela semble être moins 

marqué pour les DC. L’expression de HLA-DR diminue à la surface des macrophages et l’expression 

de Mic-A/B ne semble pas être modifiée de façon majeure à la surface des DC et des macrophages 

lors de l’infection par ces deux virus double mutants. Enfin, l’infection par les LASV recombinants 

NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A semble induire la transcription des gènes IL-12p35, IL-

12p40, IL-15 par les DC et macrophages et IL-18 par les macrophages seulement (données non 

présentées). 
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Dans notre modèle de coculture NK/CPA, ces mêmes résultats ont été observés (données non 

présentées) suggérant que les cellules NK n’influaient pas sur l’activation des DC et des 

macrophages. 

Activation des cellules NK par les CPA infectées par des LASV 

recombinants 

Dans notre modèle, LASV-Rec se comporte comme LASV sauvage. Ainsi, les cellules NK sont 

activées en présence de macrophages, mais pas en présence de DC, lors de l’infection par LASV-Rec 

(figure 28).  

A l’exception d’une diminution de l’expression de CXCR3, l’expression des autres molécules 

détectées n’est pas modifiée par les cellules NK en présence de DC infectées par LASV NP-R393A 

(figure 28A). En revanche, en présence de macrophages infectés par ce virus mutant, une 

augmentation significative de l’expression de CD69, HLA-DR, NKp30 et CD25 et une diminution de 

l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK sont observées (figure 28B). L’activation est 

d’ailleurs significativement supérieure à celle observée en présence de macrophages infectés par 

LASV-Rec comme en témoigne l’expression de CD69 et CD25. L’expression de Ki67 n’est pas non 

plus modifiée suggérant que les DC et macrophages infectés par LASV NP-R393A n’induisent pas la 

prolifération des cellules NK (figure 28A et B). 

De façon surprenante, une forte activation des cellules NK en présence de DC infectées par les LASV 

recombinants NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A a été observée comme en témoigne 

l’augmentation significative de l’expression de CD69 et CD25 (figure 28A). De plus, une diminution 

significative de l’expression de NKG2D et de CXCR3 est notée. Les macrophages infectés par ces 

virus activent également très fortement les cellules NK (augmentation de l’expression de CD69, 

HLA-DR et CD25 et diminution des récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D ainsi que de CXCR3) 

(figure 28B). L’activation des cellules NK est également significativement supérieure à celle 

observée en présence de CPA infectées par LASV-Rec et par le mutant NP-R393A. L’expression de 

Ki67 n’est pas modifiée indiquant que les DC et macrophages infectés par les LASV recombinants 

double mutants n’induisent pas la prolifération des cellules NK (figure 28A et B). 

Ainsi, contrairement aux DC infectées par LASV et MOPV, les DC infectées par LASV NP-

D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A induisent une forte activation des cellules NK ainsi 

qu’une absence de prolifération. De plus, l’activation induite par les macrophages infectés par 

les LASV double mutants est plus intense qu’avec LASV sauvage.  
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Figure 28. Analyse de l’activation et de la prolifération des cellules NK en présence de DC (A) ou de macrophages 

(B) infectés ou non (Mock) par les LASV recombinants (Rec, NP-R393A, NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A) 

(ratio NK/CPA de 1/5). L’expression des molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, CD25 et 

CXCR3 à la surface des cellules NK a été analysée par cytométrie en flux, ainsi que l’expression intracellulaire de 

Ki67 après 3 jours de culture. Les graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par 

un point. La moyenne des expériences est indiquée par une barre horizontale. Analyse statistique par les tests de 

Student ou Mann-Whitney en comparaison avec les conditions Mock (barres noires), LASV-Rec (barres rouges) ou 

LASV-NP-R393A (barres vertes): * : p≤0.05, ** : p≤0,01, *** : p≤0,001. 
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Fonctions effectrices des cellules NK 

 Production de cytokines 

Dans les cocultures NK/DC et NK/macrophages, nous avons observé une augmentation de la 

synthèse des ARNm codant TNF-α, TNF-β et IFN-γ lors de l’infection par les LASV recombinants 

NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A (données non présentées). 

Ainsi, il semble que les DC et macrophages infectés par les LASV double mutants puissent 

induire la production de cytokines par les cellules NK. Cependant, de plus amples investigations 

sont nécessaires pour confirmer ce résultat. 

 Cytotoxicité 

Comme en réponse au LASV sauvage et contrairement aux DC, les macrophages infectés par LASV-

Rec dans notre modèle de coculture induisent une augmentation de l’expression intracellulaire de 

GrzB ainsi qu’une augmentation de la dégranulation des cellules NK contre la lignée K562 mais pas 

contre les cellules infectées (figure 29A et B).  

Les macrophages infectés par LASV-R393A, mais pas les DC, stimulent également la lyse des 

cellules K562 par les cellules NK, et ce malgré l’absence de modulation de l’expression de GrzB et 

Perforine dans les cellules NK (figure 29A et B). 

Lors de l’infection par les LASV recombinants NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A, une 

augmentation de la synthèse des ARNm codant GrzB, Perforine, FasL et TRAIL est observée dans 

les cocultures NK/macrophages (données non présentées). Les taux intracellulaires de GrzB sont 

modérément augmentés dans les cellules NK en présence de DC ou macrophages infectés par ces 

virus, bien que l’analyse statistique ne soit pas significative (figure 29A). Par contre, l’expression de 

Perforine n’est pas modifiée. Une augmentation significative de la dégranulation des cellules NK en 

réponse à des cellules K562 est observée en présence de DC et de macrophages lors de l’infection 

par les LASV NP- D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A comme en témoigne l’expression de 

CD107a (figure 29B). La dégranulation des cellules NK est également significativement supérieure à 

celle observée en présence de DC infectées par LASV-Rec et par LASV NP-R393A. 

Enfin, nous avons observé une dégranulation significative des cellules NK dans les cocultures NK/DC 

et NK/macrophages lors de l’infection par les LASV recombinants NP-D389T/G392A et LASV NP-

D389A/G392A suggérant que les cellules NK étaient capables de lyser les DC et macrophages 

infectés (figure 29B). 
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Ces résultats démontrent que les DC et macrophages infectés par les LASV recombinants NP-

D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A induisent une augmentation du potentiel cytotoxique 

des cellules NK et leur permettent de plus de lyser les cellules infectées. 
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Figure 29. Etude des capacités cytotoxiques des cellules NK en coculture avec des DC ou des macrophages 

infectés ou non (Mock) par les LASV recombinants (Rec, NP-R393A, NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A) 

(ratio NK/CPA de 1/5). Les graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune figurée par un 

point. La moyenne des expériences est indiquée par une barre horizontale. A. Analyse de l’expression de GrzB et 

Perforine par cytométrie en flux intracellulaire après 3 jours de culture. B. Analyse de la dégranulation des cellules 

NK (expression à la surface de CD107a) après 2 jours de culture. Des cellules cibles K562 ont été ajoutées dans 

certaines conditions. Analyse statistique par les tests de Student ou Mann-Whitney en comparaison avec les 

conditions Mock (barres noires), LAS-Rec (barres rouges) ou LASV-NP-R393A (barres vertes): * : p≤0.05, ** : 

p≤0,01, *** : p≤0,001.  

 

Contact cellulaire 

L’importance des contacts cellulaires entre les CPA et les cellules NK lors de l’infection par LASV 

NP-D389A/G392A a ensuite été étudiée. Les résultats obtenus dans des cocultures « Transwell » ont 

été comparés avec ceux décrits précédemment. 
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Une réduction de l’activation des cellules NK est observée illustrée par la diminution de l’expression 

de CD69, CD25 (NK/DC et NK/macrophages) et HLA-DR (NK/macrophages) (figure 30). Cependant, 

l’expression de NKG2D et CXCR3 (NK/DC et NK/macrophages) et NKp30 (NK/macrophages) à la 

surface des cellules NK en coculture avec les CPA infectées par LASV NP-D389A/G392A reste 

diminuée. 

Ces expériences démontrent que le contact cellulaire entre les cellules NK et les CPA infectées 

par LASV NP-D389A/G392A participe à l’activation des cellules NK (expression de CD69, HLA-

DR et CD25) mais pas à la modulation des récepteurs activateurs NKp30 et NKG2D.  
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Figure 30. Analyse de l’activation des cellules NK en présence de CPA infectées ou non (Mock) par le LASV 

recombinant NP-D389A/G392A (ratio NK.CPA de 1/5). Les deux populations cellulaires ont été séparées par une 

membrane semi-perméable. Les résultats ont été comparés avec ceux décrits précédemment et reporté ici. 

L’expression des molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKG2D, CD25 et CXCR3 à la surface des cellules NK a été 

analysée par cytométrie en flux après 3 jours de culture. Les graphiques représentent 3 expériences différentes et 

la moyenne est indiquée par une barre horizontale. Analyse statistique par le test de Student : * : p≤0.05, ** : 

p≤0.01, *** : p≤0.001. 

 

Neutralisation des IFN de type I 

Contrairement à ce qui a été observé lors de l’infection par LASV sauvage, l’inhibition de la réponse 

IFN n’altère pas l’activation des cellules NK induites par les DC ou les macrophages infectés par 

LASV NP-D389A/G392A comme en témoigne l’expression de CD69, HLA-DR, NKp30, NKG2D, CD25 

et CXCR3 (figure 31). 

De façon surprenante, les IFN de type I ne semblent pas être impliqués dans l’activation des 

cellules NK par les CPA lors de l’infection par le LASV double mutant NP-D389A/G392A. 
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Figure 31. Analyse de l’activation des cellules NK en présence de CPA infectées ou non (Mock) par le LASV 

recombinant NP-D389A/G392A (ratio NK/CPA de 1/5). Des anticorps neutralisant IFN-α et IFNAR ont été ajoutés 

dans les cultures pour inhiber la réponse aux IFN de type I. Un anticorps contrôle IgG2a a été utilisé. L’expression 

des molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKG2D, CD25 et CXCR3 à la surface des cellules NK a été analysée par 

cytométrie en flux après 3 jours de culture. Les graphiques représentent 3 expériences différentes et la moyenne 

des résultats est indiquée par une barre horizontale. Analyse statistique par le test de Student : * : p≤0.05, ** : 

p≤0.01, *** : p≤0.001. 

 

Nos résultats démontrent que les LASV recombinants double mutants sont capables d’activer 

fortement les macrophages mais aussi les DC, permettant ensuite d’induire l’activation des 

cellules NK. Le contact cellulaire avec les CPA est crucial pour l’augmentation de l’expression de 

CD69 et de CD25 alors que la diminution de NKG2D et de CXCR3 semble plutôt impliquer des 

facteurs solubles. De façon surprenante, les IFN de type I, produits en très forte quantité en 

réponse à ces deux virus mutants, ne semblent pas participer à l’activation des cellules NK, au 

contraire des réponses observées avec LASV sauvage et MOPV. 
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Activation des cellules NK lors de l’infection par 

EBOV 

Effet d’EBOV sur les cellules NK 

 Activation/prolifération 

En premier lieu, les cellules NK ont été mises en contact d’EBOV ou du virus inactivé par la chaleur 

et leur statut d’activation a été analysé par cytométrie en flux afin d’évaluer une éventuelle action 

directe du virus sur ces cellules (figure 32).  

Des travaux ont montré qu’EBOV ne se répliquaient pas dans les populations lymphocytaires [423 , 

440]. Nous n’avons pas observé d’activation ou de prolifération des cellules NK en présence d’EBOV 

au regard de l’expression de CD69, HLA-DR, CD25 ou Ki67. Une diminution de l’expression de 

NKp30 et une augmentation modérée de l’expression de CXCR3 ont été observées en présence 

d’EBOV mais n’étaient pas significatives. L’expression des autres récepteurs activateurs NKp44, 

NKp46 et NKG2D ainsi que de la molécule d’adhésion CD62L est restée cependant inchangée.  

En revanche, la modulation de l’expression de NKp30 et CXCR3 est significativement augmentée en 

présence d’EBOV inactivé. 

 Productions de cytokines 

La synthèse des gènes codant TNF-α, TNF-β ou IFN-γ n’est pas modulée au contact d’EBOV alors 

qu’elle augmente lors de l’ajout de PMA/ionomycine (figure 32B).  

 Cytotoxicité  

Nous avons également observé qu’EBOV n’induit pas la transcription de GrzB ou FasL par les 

cellules NK. Au niveau protéique, l’expression intracellulaire de GrzB et Perforine n’est pas modifiée 

au contact d’EBOV. Enfin, les cellules NK ne lysent pas les autres cellules NK, ni les cellules cibles 

K562 en réponse au virus (figure 32C, D, E). 

En présence d’EBOV inactivé, l’expression intracellulaire de GrzB par les cellules NK est par contre 

significativement diminuée (figure 32C, D, E). 
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Figure 32. Analyse de l’activation, de la prolifération (A), de la production de cytokines (B) et des capacités 

cytotoxiques (C, D et E) des cellules NK au contact d’EBOV virulent et EBOV inactivé. A. L’expression des 

molécules CD69, HLA-DR, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, CD25, CXCR3 et CD62L à la surface des cellules NK et 

l’expression intracellulaire de Ki67 ont été analysées par cytométrie en flux après 3 jours de culture. Les 

graphiques représentent différentes expériences, chacune figurée par un point. La moyenne des résultats est 

indiquée par une barre horizontale. B, C. Analyse de la transcription des gènes TNF-α, TNF-β et IFN-γ (B) et GrzB 

et FasL (C) par RT-PCR en temps réel après 24h de culture. Une combinaison PMA/ionomycine a été ajoutée dans 

les cultures dans certaines conditions. Les graphiques représentent la moyenne de 5 expériences et l’erreur 

standard. D. Analyse de l’expression de GrzB et Perforine par cytométrie en flux intracellulaire après 3 jours de 

culture. E. Analyse de la dégranulation des cellules NK (expression à la surface de CD107a) après 2 jours de 

culture. Des cellules cibles K562 ont été ajoutées dans certaines conditions. Analyse statistique par les tests de 

Student ou de Mann-Whitney : * : p≤0.05, ** : p≤0.01, *** : p≤0.001.  

 

Ces premiers résultats montrent que les cellules NK ne sont pas activées et ne prolifèrent pas au 

contact d’EBOV. La production de cytokines ou leur potentiel cytotoxique n’est pas non plus 

modulé. EBOV inactivé est cependant capable d’induire la modulation de l’expression de 

NKp30, de CXCR3 et de GrzB. 

Coculture NK/CPA lors de l’infection par EBOV 

 Activation des CPA 

Le statut d’activation des CPA infectées par EBOV a été étudié dans notre modèle de coculture 

NK/CPA et a été comparé à celui observé dans les cultures de CPA seules. 

 Expression des molécules de surface 

Malgré le petit nombre d’expériences réalisées, l’infection des DC par EBOV semble induire une 

diminution de l’expression de CD80 et HLA-DR (DC) et Mic-A/B (DC et NK/DC) et l’infection des 

macrophages semble induire une diminution de l’expression de CD86, HLA-DR et Mic-A/B 

(macrophages et NK/macrophages). Ces observations suggèrent que les DC et les macrophages 

infectés par EBOV ne sont pas activés en présence ou non de cellules NK (figure 33A).  
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Figure 33. Analyse de l’activation (A) des CPA infectées ou non (Mock) par EBOV et de la production de cytokines 

(B), en présence ou non de cellules NK. A. L’expression des molécules CD40, CD80, CD86, CD83, HLA-DR et Mic-

A/B à la surface des DC et des macrophages a été analysée par cytométrie en flux après 2 ou 3 jours de culture. 

Les graphiques représentent différentes expériences, chacune figurée par un point. B. Analyse de la transcription 

des gènes IL-1β, IL-12p35, IL-12p40, IL-15, et IL-18 par RT-PCR en temps réel après 24h de culture. Les graphiques 

représentent la moyenne de 5 expériences et l’erreur standard. Analyse statistique par le test de Mann-Whitney : 

** : p≤0,01. 

 

 Production de cytokines 

Nous avons analysé la production de cytokines produites par les CPA en réponse à EBOV dans les 

cultures de CPA seules et dans les cocultures NK/DC et NK/macrophages (figure 33B). Il semble que 

l’infection des DC par EBOV induise la transcription d’IL-1β (DC et NK/DC) et d’IL12-p40 (NK/DC), 

cependant ces résultats ne sont pas significatifs en raison du petit nombre d’expériences réalisées. 

La synthèse d’IL-1β augmente significativement dans les cultures de macrophages seuls et dans les 

cocultures NK/macrophages et il semble également que la transcription d’IL-18 soit réduite. La 

présence de cellules NK ne semble pas influer sur la production de cytokines par les CPA. Enfin, les 

gènes des IFN de type I (IFN-β, IFN-α1 et IFN-α2) ne sont pas transcrits lors de l’infection des CPA 

par EBOV (données non présentées). 
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Ces résultats suggèrent que les DC et les macrophages ne sont pas activés lors de l’infection par 

EBOV comme en témoigne l’expression des molécules impliquées dans la costimulation et la 

présentation de l’antigène, et de la production de cytokines. 

 Activation des cellules NK 

 Activation/Prolifération des cellules NK 

Le statut d’activation des cellules NK cultivées avec des DC ou macrophages infectés par EBOV 

virulent et EBOV inactivé a été analysé (figure 34).  

Comme lors de l’analyse des cultures de cellules NK sans CPA, l’expression de CD69, HLA-DR, 

CD25, des récepteurs activateurs NKp30, NKp44, NKp46 et NKG2D ainsi que des autres molécules 

CXCR3 ou CD62L n’est pas modifiée à la surface des cellules NK dans les cocultures NK/CPA lors de 

l’infection par EBOV. Dans les cocultures NK/macrophages, l’activation des cellules NK augmente 

faiblement lors de l’infection par EBOV au regard de l’expression de CD69. L’expression des autres 

molécules HLA-DR, CD25, CXCR3, CD62L n’est pas modifiée et parmi les récepteurs activateurs 

analysés, seule l’expression de NKp30 diminue en présence de macrophages infectés par EBOV. 

Dans les cocultures NK/DC et NK/macrophages, nous n’observons pas de prolifération des cellules 

NK comme en témoigne l’expression de Ki67.  

De plus, comme lors de l’analyse des cultures de cellules NK sans CPA, une diminution de 

l’expression de NKp30 et une augmentation de l’expression de CXCR3 en présence de DC ou 

macrophages infectés par EBOV inactivé sont observées. En revanche, l’expression de CD69 reste 

inchangée en présence de macrophages en réponse à EBOV inactivé. 

Nos résultats démontrent que les cellules NK ne sont pas ou peu activées et ne prolifèrent pas 

en réponse aux DC et macrophages infectés par EBOV. L’infection productive des macrophages 

est nécessaire à l’augmentation de l’expression de CD69 à la surface des cellules NK. De plus, 

l’infection des CPA par EBOV inactivé induit la modulation de l’expression de NKp30 et CXCR3 à 

la surface des cellules NK comme dans les cultures de NK seules. 
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Figure 34. Analyse de l’activation et de la prolifération des cellules NK en présence de DC ou macrophages 

infectés ou non (Mock) par EBOV virulent et EBOV inactivé (ratio NK/CPA de 1/5). L’expression des molécules 

CD69, HLA-DR, NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, CD25, CXCR3 et CD62L à la surface des cellules NK a été 

analysée par cytométrie en flux, ainsi que l’expression intracellulaire de Ki67 après 2 ou 3 jours de culture. Les 

graphiques représentent plusieurs expériences différentes, chacune est représentée par un point. Les moyennes 

des résultats sont indiquées par une barre horizontale. Analyse statistique par les tests de Student pu de Mann-

Whitney : * : p≤0.05, ** : p≤0,01, *** : p≤0,001. 

 

 Production de cytokines 

La synthèse des gènes codant le TNF-α, le TNF-β ou l’IFN-γ n’est pas modulée dans les cocultures 

NK/DC ou NK/macrophages lors de l’infection par EBOV (figure 35). De même, les cytokines TNF-α 

et IFN-γ ne sont pas été détectées par ELISA dans les surnageants de cultures lors de l’infection par 

EBOV (données non présentées).  

Ainsi, les CPA infectées par EBOV ne sont pas en mesure d’induire la production de cytokines par 

les cellules NK. 

 

Figure 35. Analyse de la production de cytokines par les cellules NK cocultivées avec des DC ou macrophages 

infectés par EBOV ou non (Mock). Analyse de la transcription des gènes TNF-α (CPA seules et NK/CPA), TNF-β et 

IFN-γ (NK/CPA) par RT-PCR en temps réel après 24h de culture. Les graphiques représentent la moyenne de 5 

expériences et l’erreur standard. 
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 Fonctions cytotoxiques 

Les CPA infectées par EBOV n’induisent pas la transcription de GrzB ou FasL par les cellules NK 

(figure 36A). Au niveau protéique, l’expression intracellulaire de GrzB et Perforine n’est pas 

modifiée au contact d’EBOV (figure 36B). En revanche, en présence de DC ou macrophages et du 

virus inactivé, l’expression intracellulaire de GrzB par les cellules NK diminue significativement. 

Enfin, dans les cocultures NK/CPA, les cellules NK ne lysent pas les autres cellules NK ni les cellules 

cibles K562 (figure 36D).  

Finalement, le potentiel cytotoxique des cellules NK n’est pas augmenté en présence de DC ou 

de macrophages infectés par EBOV. L’expression de GrzB diminue toutefois dans les cocultures 

NK/CPA en réponse à EBOV inactivé.  

                   

Figure 36. Capacités cytotoxiques des cellules NK en coculture avec des DC ou des macrophages infectés ou non 

(Mock) par EBOV (ratio NK/CPA de 1/5). A. Analyse de la transcription des gènes GrzB et FasL par RT-PCR en 

temps réel après 24h de culture. Les graphiques représentent la moyenne de 5 expériences et l’erreur standard. B. 

Analyse de l’expression de GrzB et de Perforine par cytométrie en flux intracellulaire après 3 jours de culture. Les 

graphiques représentent plusieurs expériences différentes et chacune est figurée par un point. La moyenne des 

résultats est indiquée par une barre horizontale. C. Analyse de la dégranulation des cellules NK (expression à la 

surface de CD107a) après 2 jours de culture. Des cellules cibles K562 ont été ajoutées dans certaines conditions. 

Analyse statistique par les tests de Student ou Mann-Whitney: * : p≤0.05, ** : p≤0,01.  
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Discussion 
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Le modèle de coculture NK/CPA 

Les mécanismes de la réponse immunitaire et de la pathogenèse développés lors de la fièvre de 

Lassa sont peu connus. Le PNH constitue le modèle animal le plus pertinent pour étudier les 

mécanismes de la physiopathogenèse et les réponses immunes au cours des fièvres hémorragiques 

à LASV et EBOV. Cependant, l’utilisation de ces animaux pose des problèmes éthiques. De plus, la 

nécessité de manipuler ces virus en laboratoire P4 rend l’utilisation de ces animaux compliquée et 

très onéreuse. Notre laboratoire a développé plusieurs modèles in vitro permettant d’étudier les 

réponses immunitaires induites lors de l’infection par LASV chez l’homme [75, 257]. L’activation des 

cellules NK est impliquée dans le contrôle de certaines infections virales par l’intermédiaire de la 

production de cytokines et de la lyse des cellules infectées [410]. Chez l’homme, leur rôle dans la 

majorité des infections virales est toutefois controversé. En effet, les individus incapables de 

développer des réponses NK fonctionnelles ne sont pas particulièrement sensibles aux infections 

virales et les cellules NK ne jouent qu’un rôle minoritaire lors de l’infection par LCMV, un Arénavirus 

proche de LASV [381, 432 ]. L’efficacité de la réponse immunitaire réside cependant dans la 

redondance des réponses mises en jeu. Les interactions entre les cellules NK et les CPA conduisent 

à l’activation des fonctions effectrices des cellules NK et à l’activation des CPA et donc à 

l’augmentation des réponses immunitaires. De nombreux travaux ont été réalisés dans le but 

d’étudier les interactions entre les cellules NK et les DC lors des infections par des pathogènes [420, 

424, 426, 428, 431]. En revanche, les interactions entre les cellules NK et les macrophages ont été, à 

ce jour, peu étudiées. Il a été montré que lors de l’infection par le Plasmodium falciparum, les 

interactions entre les cellules NK et les macrophages conduisent à la sécrétion d’IFN-γ par les 

cellules NK par l’intermédiaire d’IL-18 sécrétée par les macrophages [404, 425]. Les macrophages 

infectés par Salmonella induisent également l’activation des cellules NK, la production d’IFN-γ et le 

contrôle de la multiplication de ces bactéries dans le cytoplasme des macrophages [427]. Les 

cellules NK sont également activées et produisent de l’IFN-γ lors du contact cellulaire avec des 

macrophages infectés par le virus de la grippe A ou le virus Sendaï [429]. Le rôle des cellules NK lors 

de l’infection par LASV et EBOV et les conséquences des interactions entre les cellules NK et les DC 

et macrophages, cellules cibles du virus, sur le développement des réponses immunes et la 

pathogenèse n’est pas connu. Dans le cadre de cette thèse, nous avons développé un modèle in 

vitro de coculture de cellules NK avec des CPA infectées afin d’étudier le rôle des cellules NK et 

l'importance des interactions NK/CPA au cours des fièvres hémorragiques à LASV et EBOV. Les DC 

et macrophages ont été différenciés à partir des monocytes du sang par un cocktail de cytokines 

[75 , 218]. Elles ont ensuite été infectées par les virus ou stimulées puis cocultivées avec des cellules 

NK autologues, isolées également du sang. 
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L’activation des cellules NK était supérieure dans les cocultures NK/DC et NK/macrophages par 

rapport à celle observée dans les cultures de cellules NK seules. Ces données démontrent que les DC 

et macrophages non infectées sont bien en mesure d’activer les cellules NK comme il est 

classiquement connu. Cette activation reste toutefois faible d’une part, car les DC sont immatures 

et ne sont pas capable d’induire une très forte activation des cellules NK et d’autre part, 

probablement en raison des conditions de culture choisies (ratio NK/CPA, absence de cytokines 

additionnelles comme l’IL-2 ou l’IL-15 même en concentration suboptimale).  

Nous avons utilisé le LPS pour activer les CPA et analyser l’activation des cellules NK médiée par les 

CPA activées. Dans notre modèle, les cellules NK acquièrent un phénotype d'activation illustré par 

la modulation de l’expression de CD69, NKp30, NKp44, NKG2D et CXCR3, de la production d'IFN-γ 

et de l’augmentation du potentiel cytotoxique en présence de CPA stimulées par le LPS. Le LPS est 

un composant de la paroi des bactéries gram (-) qui induit la maturation/activation des CPA par le 

biais du récepteur TRL4/CD14 [441]. Ce stimulus est différent des PAMP viraux, et le Poly (I:C), un 

analogue synthétique de l’ARN double brin reconnu par le TLR3, aurait pu être utilisé pour induire 

l’activation des CPA avec un stimulus plus proche de nos virus. Cependant, les cellules NK exprime 

le TLR3 et sont sensibles au Poly (I:C) [391]. En revanche, nous avons vérifié que le LPS n’activait pas 

les cellules NK (données non présentées). Nous avons ainsi choisi le LPS pour activer 

spécifiquement les CPA et induire l’activation des cellules NK médiée par les CPA. L’utilisation de ce 

contrôle a, de plus,  permis de valider la fonctionnalité des DC et macrophages et des interactions 

NK/CPA dans notre modèle. Nos résultats concernant l’activation des cellules NK par les CPA 

stimulées par le LPS sont en accord avec les études précédentes. En effet, le LPS classiquement 

induit l’activation des DC et des macrophages entraînant en retour  l’activation, la modification du 

répertoire des récepteurs, la production d’IFN-γ et la cytotoxicité des cellules NK [219, 442]. Comme 

décrit précédemment [404], les macrophages stimulés par du LPS induisent par exemple la 

diminution de l’expression du récepteur NKG2D dans notre modèle. 

Afin de disposer d’un contrôle positif d’activation des cellules NK, nous avons utilisé l’IL-2/PHA qui 

induit l’activation, la sécrétion d’IFN-γ et l’augmentation du potentiel cytotoxique des cellules NK 

dans notre modèle. D’autres inducteurs de la synthèse de cytokines tels que les combinaisons 

PMA/ionomycine ou IL-12/IL-18 ont été également utilisés afin de confirmer la capacité des cellules 

NK à produire des cytokines. En effet, comme l’IL-2, la stimulation de cellules NK par la 

combinaison PMA/ionomycine induit l’expression des gènes IFN-γ et TNF-α [443]. De plus, il a été 

montré que la coopération des cytokines IL-12 et IL-18 entraîne la production d’IFN-γ [396]. Dans 

notre modèle, les cellules NK étaient capables de produire des cytokines en présence d’IL-2/PHA, 

PMA/ionomycine ou d’IL-12/IL-18.  



 

D
is

cu
ss

io
n

 

169 

 

Lors des études in vitro, il a été montré que les  cellules NK induisent des réponses différentes selon 

le ratio entre les cellules NK et les DC [408]. Un ratio NK/DC proche de 5/1 conduit à la lyse des DC 

immatures par les cellules NK tandis qu’un ratio proche de 1/5 entraîne la production de cytokines 

par les DC. Nous avons choisi un ratio NK/CPA permettant de détecter une activation optimale des 

cellules NK. En accord avec d’autres travaux [420], la meilleure activation des cellules NK a été 

observée à un ratio NK/DC de 1/5. En revanche, un ratio de 5/1 a été utilisé afin d’évaluer l’influence 

des cellules NK sur la réplication virale et la lyse des cellules infectées lors des expériences de titrage 

des surnageants de coculture NK/CPA. 

Les CPA ont été infectées puis les cellules NK ont été mises en contact avec ces cellules le même 

jour. Le pic de réplication virale intervient entre un et deux jours après l’infection dans ces cellules 

[75, 217]. Ainsi, afin de permettre la détection d’une activation optimale, différents temps après 

l’infection ont été comparés. L’expression des gènes était similaire un ou deux jours après l’infection 

virale et la mise en culture. L’activation des cellules NK évaluée par cytométrie en flux était 

maximale après deux ou trois de coculture avec les CPA infectées. Nous avons finalement choisi 

d’analyser la modulation de l’expression des molécules reflétant l’activation, la prolifération et des 

récepteurs du répertoire des cellules NK trois jours après l’infection. La capacité cytolytique des 

cellules NK contre la lignée K562 a été évaluée après deux jours de coculture avec les CPA. L’analyse 

par cytométrie en flux de la présence d’IFN-γ dans les cellules NK en coculture avec les CPA 

infectées a donné les mêmes résultats 4h, un jour et deux jours après l’infection (données non 

présentées). Dans les contrôles positifs, les cellules NK ont été stimulées avec des combinaisons 

PMA/ionomycine ou IL-12/IL-18 classiquement 4h et 20h respectivement, avant l’analyse.  
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Les cellules NK ne sont pas infectables ni activées 

en réponse à LASV et MOPV 

Nous avons d’abord analysé la susceptibilité des cellules NK à l’infection par LASV et MOPV. 

Aucune particule virale n’a été détectée à l’intérieur du cytoplasme des cellules NK par 

immunofluorescence et analyse microscopique. L’absence de particules virales dans les surnageants 

de cellules NK a montré que les virus ne se répliquaient pas. LASV et MOPV ne semblent donc pas 

infecter les cellules NK. Ce résultat était attendu et concordant avec les études antérieures. En effet, 

il a été montré que le récepteur d'entrée de LASV et MOPV α-DG s'exprime préférentiellement à la 

surface des DC et peu sur les lymphocytes [444, 445]. De plus, lors de l’infection par LCMV, un autre 

Arénavirus proche de LASV et MOPV, moins de 1% des lymphocytes T et B sont infectés in vivo chez 

la souris [445]. Ces données indiquent que les cellules NK ne sont pas des cellules cibles de LCMV, 

LASV et MOPV. 

Les cellules NK expriment des PRR et sont capables de détecter les PAMP des virus. L’engagement 

des PRR entraîne une cascade de signalisation conduisant à l’activation des cellules et à la sécrétion 

d’IFN de type I. Afin de déterminer l’action directe de LASV et MOPV sur les cellules NK, le statut 

d’activation de ces cellules a été analysé. Lors du contact avec les virus, les cellules NK ne sont pas 

activées. Les virus n’induisent pas la production de cytokines et n’augmentent pas le potentiel 

cytotoxique de ces cellules. Ce résultat était attendu puisqu’il est admis que l’activation des cellules 

NK nécessite une coopération de signaux donnés par l’engagement des PRR mais aussi des cellules 

accessoires par l’intermédiaire des récepteurs activateurs et des cytokines sécrétées. En effet, la 

stimulation des TLR3 et TLR7/8 induit l’activation des cellules NK illustré par l’augmentation de 

l’expression de CD69 mais la sécrétion d’IFN-γ et l’induction de la cytotoxicité nécessite la 

coopération des monocytes par l’intermédiaire de l’IL-12, IL-15 ou IFN-α et de l’engagement du 

récepteur NKG2D [390, 391]. 

Toutefois, une diminution modérée de l'expression de NKp30 et une augmentation de l'expression 

de CXCR3 a été observée à la surface des cellules NK en présence de LASV ou MOPV. La diminution 

de l’expression de NKp30 pourrait être liée à la liaison de ce récepteur avec la GP de LASV ou 

MOPV. Certaines protéines virales ont été impliquées dans l’interaction avec NKp30 telle que la 

protéine pp65 du cytomégalovirus humain [371]. Cette liaison conduit à l’inactivation du récepteur 

et à l’inhibition des fonctions des cellules NK. Cependant, aucune étude à ce jour ne permet 

d’affirmer la liaison de LASV et MOPV avec les récepteurs des cellules NK. Par ailleurs, nos résultats 

suggèrent également que les cellules NK pourraient détecter LASV et MOPV par l’engagement de 

TLR7 par les ARN viraux. D’autres études ont montré que le TLR7 est exprimé par les cellules NK et 
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est fonctionnel [390, 391]. Cependant, aucune donnée n’a mis en évidence de lien entre la 

stimulation du TLR7 et la modulation du répertoire des cellules NK et en particulier, la modification 

de l’expression des molécules NKp30 et CXCR3. D’autres investigations sont donc requises pour 

préciser ces observations. Cependant, l’implication de TLR7 dans le développement des réponses 

immunitaires adaptatives lors de l’infection par LCMV chez la souris a été récemment démontrée 

[446]. Enfin, d’après nos résultats, les TRL3 et TLR8 ne semblent pas être impliqués dans la 

modulation de l’expression de NKp30 et CXCR3 dans les cultures de cellules NK seules. D’autres PRR 

pourraient également être impliqués dans la modulation de l’expression de NKp30 et CXCR3. Il a 

ainsi été récemment suggéré que les Arénavirus pourraient être reconnu par le TLR2 [225, 226] mais 

aussi par l’hélicase RIG-I [227]. Ces hypothèses nécessitent d’autres investigations. De plus, le rôle 

de TLR2 ou RIG-I dans la modulation de l’expression de NKp30 et CXCR3 n’est pas connu. 
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Les cellules NK ne s’activent pas en présence de DC 

infectées par LASV et MOPV 

Le dialogue qui a lieu lors des interactions entre les cellules NK et les CPA comme les DC permet 

d’augmenter les réponses des cellules NK. Afin de déterminer l’importance de ces interactions lors 

de l’infection par LASV et MOPV, nous avons analysé le statut d’activation des cellules NK et leurs 

fonctions effectrices en présence de DC infectées. 

Les molécules CD69, HLA-DR, CD25 et le récepteur activateur NKp44 sont exprimés uniquement  à 

la surface des cellules NK activées. Nos résultats ont montré que l’expression de ces molécules à la 

surface des cellules NK n’est pas modifiée en réponse à des DC infectées par LASV ou MOPV. Les 

DC infectées par LASV et MOPV n’induisent pas non plus la modification du répertoire des 

récepteurs activateurs et inhibiteurs, ni la prolifération des cellules NK, la production de cytokines et 

l’augmentation de leur potentiel cytotoxique. L'absence de réponse des cellules NK en présence de 

DC infectées par LASV et MOPV est probablement due à l'absence d'activation des DC lors de 

l’infection par ces deux virus. En effet, les expériences de cultures de DC seules ou en présence de 

cellules NK ont montré que l’infection par LASV ou MOPV n’induit pas l’augmentation de 

l’expression des molécules de costimulation à la surface des DC [75, 217]. Ces cellules ne produisent 

pas d’IFN de type I lors de l’infection par LASV et seuls de faibles taux d’ARNm codant les IFN de 

type I sont détectés dans les DC infectées par MOPV [217, 238]. De plus, les résultats obtenus avec 

les DC activées par le LPS confirment que les DC activées sont capables de stimuler les cellules NK. 

Nous avons également étudié le rôle des cellules NK sur l’activation des DC dans notre modèle in 

vitro. Il a été observé que la présence de cellules NK n’augmente pas la production de IFN de type I, 

ni n’active la production d'IL-12, IL-15 et IL-18 par les DC. Les cellules NK ne semblent donc pas 

jouer un rôle sur l’activation des DC. Les DC infectées par LASV et MOPV expriment les molécules 

du CMH-I, permettant la lyse par les lymphocytes T cytotoxiques. À ce jour, le contrôle de l'infection 

par LASV semble être probablement lié au développement d’une immunité cellulaire T et à la 

réponse des lymphocytes T cytotoxiques [102 , 257]. En effet, dans un modèle in vitro, il a été 

montré que les DC infectées par LASV induisaient des réponses T CD4+ et CD8+ faibles et retardées 

tandis que son homologue non pathogène MOPV activait les cellules T CD4+ et CD8+ conduisant au 

développement de cellules mémoires et au contrôle de l’infection [257].  

Des travaux ont montré que, lors des interactions NK/DC, les cellules NK permettaient d’orienter les 

DC vers un profil conduisant à l’initiation des réponses T Th1 et cytotoxiques [350]. Il serait ainsi 

intéressant d’étudier l’influence des cellules NK sur la stimulation des cellules T par les DC infectées 
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et sur l’orientation Th1 de la réponse induite à l’aide de modèles in vitro classiquement utilisés [350 , 

431]. De plus, des investigations in vivo sont nécessaires afin de préciser le rôle des cellules NK sur 

l'activation des DC et les conséquences des interactions NK/DC sur l’induction des réponses 

immunitaires adaptatives. 

Des travaux in vitro ont montré que les cellules NK activent la maturation des DC infectées par HIV-1 

et également des DC non infectées par l’intermédiaire du facteur HMGB1 [431]. Cependant, les DC 

ainsi activées par les cellules NK ne sont pas capables d’induire l’orientation Th1 de la réponse T. 

L’IL-12 et l’IL-18 sont impliquées dans la non fonctionnalité de ce dialogue. HMGB1 est une protéine 

nucléaire qui agit comme un facteur de transcription et induit l’expression de nombreux gènes. Ce 

facteur est sécrété par les cellules NK, les DC et les macrophages activés et il est impliqué dans 

l’activation et la migration des DC, la prolifération et la survie des cellules T spécifiques et 

l’orientation Th1 des réponses adaptatives [447]. La présence de HMGB1 n’a jamais été évaluée in 

vivo chez les patients ou les PNH infectés par LASV ni dans des modèles in vitro. D’autres 

expériences sont donc requises afin de déterminer si ce facteur est sécrété lors de la fièvre de Lassa 

et s’il pourrait jouer un rôle dans l’induction des réponses T. 

Les cellules NK peuvent également avoir un rôle immunopathologique lors d’une infection virale et 

interférer avec le développement des réponses immunitaires. Des données récentes ont montré que 

les cellules NK affectent la réponse des cellules T in vivo chez la souris infectée par LCMV [448, 449]. 

En effet, des souris ne possédant pas de cellules NK sont capables de contrôler rapidement 

l’infection par LCMV via la réponse des lymphocytes T CD8+ et ainsi d’empêcher l’inflammation du 

foie médiée par le virus. Les cellules NK participent ainsi à cette inflammation en éliminant les 

cellules T CD4+ et donc les réponses des cellules T CD8+. Ces données sont cependant 

controversées car une autre étude a montré que chez les souris immunocompétentes, les cellules 

NK n’influencent pas la réponse des cellules T en réponse à LCMV [450]. D’autres études sont donc 

nécessaires afin de préciser si les cellules NK sont en mesure de lyser les cellules T cytotoxiques 

spécifiques de LASV et si elles sont ainsi susceptibles de participer à la pathogenèse lors de la fièvre 

de Lassa. 
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Les cellules NK s’activent en présence de 

macrophages infectés par LASV et MOPV 

Ensuite, l’activation des cellules NK a été analysée en présence de macrophages infectés par LASV 

ou MOPV. Les résultats sont regroupés dans le tableau VI ci-dessous. 

Tableau VI. Bilan des réponses des cellules NK induites en présence de macrophages infectés par LASV et 

MOPV, en comparaison avec la stimulation par du LPS ou l’IL-2/PHA. Le signe ≈ indique que le résultat a été 

observé au cours des expériences mais n’est pas significatif. 

 
Infection Stimulation 

LASV MOPV LPS IL-2/PHA 

Activation ↑ CD69 ↑ CD69 
↑↑ CD69 

↑ HLA-DR, CD25 

↑↑ CD69 

↑ HLA-DR, CD25 

Prolifération ↑ Ki67 ↑ Ki67   

Migration ↓ CXCR3 ↓ CXCR3 ↓ CXCR3 ↓ CXCR3 

Production de 

cytokines 

↑ IFN-γ, TNF-α 

(ARNm) 

↑ IFN-γ, TNF-α, 

TNF-β (ARNm) 

↑↑ IFN-γ (ARNm 

et protéine) 

↑ TNF-α, TNF-β 

(ARNm) 

↑↑ IFN-γ (ARNm 

et protéine) 

↑ TNF-α, TNF-β 

(ARNm) 

Cytotoxicité 

↑ NKp30 

↑ NKP44 

 

↑ NKp30  

≈↑ NKP44 

 

↓ NKp30 

↑ NKP44 

↓ NKG2D 

 

≈↑ NKP44 

↓ NKG2D 

↑ GrzB (protéine) ↑ GrzB (protéine) 
↑ GrzB (ARNm et 

protéine) 

↑ GrzB (ARNm et 

protéine) 

↑ FasL, TRAIL 

(ARNm) 

↑ FasL, TRAIL 

(ARNm) 
? ? 

↑ lyse des cellules 

K562 

↑ lyse des cellules 

K562 
 

↑ lyse des cellules 

K562 

 

Contrairement aux cocultures NK/DC, l’expression de CD69 et dans une moindre mesure de NKp44 

est augmentée en présence de macrophages infectés par LASV et MOPV. Ces résultats démontrent 

que les cellules NK s’activent dans les cocultures NK/macrophages lors de l’infection par ces virus. 

De plus, l’augmentation de l’expression de CD69 à la surface des cellules NK n’est pas modulée en 

réponse aux virus inactivés suggérant que la réplication virale est nécessaire à l’activation des 

cellules NK. Le répertoire des récepteurs activateurs et inhibiteurs est modulé lors de certaines 

infections virales. En effet, l’expression de NKG2D augmente lors de l’infection par le virus de 
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l’hépatite B humaine [415]. L’expression de certains KIR et des récepteurs NKp30, NKp44 et NKp46 

est diminuée à la surface des cellules NK chez les patients infectés par HIV-1 [418 , 419]. Lors de 

l’infection par LASV et MOPV, l’expression de NKp30 et NKp44 augmente en présence de 

macrophages alors que l’expression de CD158b, NKp46 et NKG2D n’est pas affectée. Les résultats 

présentés dans cette thèse ont montré que le contact cellulaire entre les cellules NK et les 

macrophages est requit pour l’augmentation de l’expression de CD69 et NKp30, mais que 

l’engagement des molécules CD40L et NKG2D n’est pas impliqué. NKp44 et NKp46 semblent 

intervenir dans l’augmentation de NKp30 probablement par un mécanisme de coopération entre les 

NCR. L’influence d’autres molécules comme par exemple 2B4 et CD48 dans l’activation des cellules 

NK et dans les interactions avec les macrophages infectés par LASV et MOPV reste à déterminer. Il 

est apparu, en effet, que ces deux récepteurs étaient cruciaux pour l’induction de l’activation des 

cellules NK par les macrophages [404]. En plus du contact cellulaire avec les macrophages, les IFN 

de type I sécrétés sont impliqués dans la modulation de l’expression de CD69 et NKp30.  

L'activation des cellules NK observées en réponse aux macrophages infectés par LASV et MOPV est 

particulièrement intéressante car elle presque aussi robuste que celle induite par les macrophages-

LPS ou l’IL-2/PHA (tableau VI). Les cellules NK présentent néanmoins un phénotype différent. Les 

marqueurs d’activation CD69, HLA-DR et CD25 sont fortement exprimés à la surface des cellules NK 

lors de la stimulation par le LPS ou l’IL-2/PHA, alors que seule l’expression de CD69 est augmentée 

lors de l’infection par LASV et MOPV. Contrairement au LPS et à l’IL-2/PHA, la stimulation par des 

macrophages infectés par ces virus induit la prolifération des cellules NK comme en témoigne 

l’augmentation de l’expression de Ki67. De façon surprenante, l’expression des récepteurs 

activateurs NKp30 et NKG2D diminue à la surface des cellules NK en présence de macrophages 

stimulés par le LPS ou lors de l’addition d’IL-2/PHA ce qui n’est pas le cas lors de l’infection par LASV 

et MOPV.  

L’activation des cellules NK lors de l’infection par MOPV est attendue car il a été montré lors de 

travaux précédents au laboratoire, et au cours de cette thèse, que les macrophages sont fortement 

et rapidement activés lors de l’infection par MOPV [217]. De façon surprenante, les macrophages 

induisent également la réponse des cellules NK lors de l’infection par LASV. Or, il a été montré que 

les macrophages infectés par LASV ne sont que faiblement activés et ne produisent que de faibles 

taux d’IFN de type I [75, 238]. Il a de plus été observé que la présence de cellules NK n’augmente pas 

la production de IFN de type I, ni n’active la production d'IL-12, IL-15 et IL-18 par les macrophages. 

Une explication probable est que l’activation modeste des macrophages pourrait permettre d’initier 

une boucle positive d'activation entre les macrophages et les cellules NK, et finalement conduire à 

une forte activation des cellules NK [425 , 427 , 429]. En effet, nous avons observé que l’activation 
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des macrophages semblait être plus intense en présence de cellules NK par rapport aux cultures de 

macrophages seuls au regard de l’expression des molécules CD40, CD80 et CD86. Il serait 

intéressant de déterminer si cette activation réciproque des macrophages et des cellules NK se 

produit chez les patients ou les PNH lors de la fièvre de Lassa. Les résultats obtenus dans le cadre de 

cette thèse, en accord avec ceux publiés précédemment par notre laboratoire [75, 217], démontrent 

ainsi que l’activation des macrophages semble être cruciale dans le contrôle de l'infection par les 

Arénavirus. Un tel mécanisme d’activation réciproque des cellules NK et des macrophages pourrait 

jouer un rôle chez les survivants. Malgré des différences d’activation des macrophages lors des 

infections par LASV et MOPV, nous n’avons pas observé de différences majeures de réponses des 

cellules NK. Nos résultats n’ont donc pas permis de corréler l’état d’activation des cellules NK à la 

différence de pathogénicité entre LASV et MOPV. Cependant, il est possible que leurs capacités 

différentes à activer les macrophages jouent un rôle non négligeable dans la différence de 

patogénicité. Des investigations in vivo chez les PNH sont cependant nécessaires afin de préciser le 

rôle des cellules NK sur l'activation des macrophages in vivo et les conséquences sur l’issue de la 

maladie. 

De nombreuses études ont montré que les contacts entre les cellules NK et les DC ou macrophages 

sont primordiaux pour induire l’activation optimale des cellules NK [394, 408, 427]. Nos résultats ont 

démontré que le contact entre les cellules NK et les macrophages infectés par LASV et MOPV est 

requis pour permettre l’activation et augmenter le potentiel cytotoxique des cellules NK comme en 

témoigne l’expression de CD69 et GrzB. L’engagement de CD40L ainsi que des récepteurs 

activateurs NKG2D, NKp30, NKp44 ou NKp46 ne semble pas être impliqué dans l’activation des 

cellules NK. Ces observations indiquent que d’autres molécules interviennent dans les interactions 

entre les cellules NK et les macrophages lors de l’infection par LASV et MOPV. Des travaux ont 

montré que les cytokines produites par les DC peuvent être délivrées directement dans le 

cytoplasme des cellules NK via la synapse immunologique [395]. Le contact cellulaire et notamment 

la présence du récepteur de l’IL-12 à la surface des cellules NK sont cruciaux pour l’activation des 

cellules NK par les macrophages infectés par Salmonella [427]. Un tel mécanisme pourrait être 

étudié dans notre modèle. 

Les résultats présentés ici ont montré que CXCR3 est surexprimé à la surface des cellules NK en 

réponse directe à LASV et MOPV mais que son expression diminue lors de la stimulation par des 

macrophages infectés. Le rôle de la diminution de l’expression de ce récepteur lors de la fièvre de 

Lassa n’est pas connu. Plusieurs facteurs tels que la modulation de la transcription/traduction ou 

l’internalisation et le recyclage du récepteur pourraient être à l’origine de la diminution de 

l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK. Il est cependant peu probable que la diminution 
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de l’expression de CXCR3 soit le résultat d’une modulation de la transcription car l'analyse des 

ARNm codant CXCR3 n'a révélé aucun changement au cours de l'infection par LASV ou MOPV 

(données non présentées).  

L’engagement du récepteur CXCR3 avec ses ligands entraîne l'internalisation de ce récepteur [451]. 

La diminution de l'expression de CXCR3 à la surface des cellules NK pourrait s'expliquer par 

l'internalisation du récepteur suite à la liaison par les CXC chemokines produites pendant l’infection. 

Cette hypothèse s’accorde avec les données présentées ici dans les expériences « Transwell ». En 

effet, l’expression de CXCR3 reste diminuée à la surface des cellules NK lorsque le contact cellulaire 

est inhibé suggérant que des facteurs solubles sont impliqués dans la modulation de l’expression de 

ce récepteur. CXCR3 est le récepteur des chemokines inflammatoires CXCL9, CXCL10 et CXCL11, 

initialement décrites comme attirant les lymphocytes T activés [452-454]. Lors de l’infection par 

LASV et MOPV, ces chemokines sont sécrétées en grande quantité par les macrophages in vitro 

(Pannetier et al., manuscrit en préparation). Nos résultats ont également montré que LASV et 

MOPV induisent la production de CXCL11 dans les cocultures NK/macrophages. Enfin, des taux 

importants d’ARNm codant CXCL10 et CXCL11 ont été détectés dans les PBMC et dans les 

ganglions lymphatiques de singes cynomolgus infectés par LASV [100]. Par ailleurs, lors de l’ajout 

d’anticorps neutralisants CXCL9, CXCL10 et CXCL11 dans les cocultures NK/macrophages, la 

diminution de l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK semble être plus modérée lors de 

l’infection par LASV et MOPV. Cependant, des concentrations plus élevées d’anticorps neutralisants 

sont peut être nécessaires pour bloquer totalement l’action des CXC chemokines produites par les 

macrophages.  

Nous avons observé que CXCR3 est surexprimé de façon basale lors de l’ajout d’anticorps 

neutralisant IFNAR et IFN-α. Les IFN de type I sont également impliqués dans l'induction des ligands 

de CXCR3, comme CXCL10 et CXCL11 [455]. La neutralisation des IFN de type I sécrétés par les 

macrophages pourrait entraîner la diminution de la production des CXC chemokines et ainsi la 

réduction de l’internalisation de CXCR3 suite à l’engagement avec ses ligands. Cette hypothèse 

pourrait alors expliquer d’une part l’augmentation du niveau basal de l’expression de CXCR3 et 

d’autre part la diminution plus modérée de l’expression de CXCR3 à la surfaces de cellules NK lors de 

l’infection par LASV et MOPV. 

D'autres facteurs peuvent expliquer la diminution de l’expression de CXCR3. Ainsi, il a récemment 

été montré que la forme soluble du CMH I non classique, HLA-G, entraînait la diminution de 

l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK et l’inhibition de la migration en réponse aux 

chemokines CXCL10 et CXCL11 [456]. Des isoformes de HLA-G membranaire ou sa forme soluble 

sont surexprimées lors de certaines infections virales. En effet, le virus herpès simplex de type 1 et le 
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virus de la rage induisent l’augmentation de l’expression de certaines molécules HLA-G [457]. HLA-

G joue un rôle négatif sur les réponses des cellules NK. Cette molécule inhibe les fonctions 

cytotoxiques des cellules NK et semble être capable de réguler le profil des cytokines sécrétées. En 

parallèle, elle peut activer la lyse fratricide des cellules NK entre elles. La régulation de l’expression 

de HLA-G et de sa forme soluble n’est pas connue lors de la fièvre de Lassa. D’autres investigations 

sont donc nécessaires afin d’étudier la présence de ces molécules et de déterminer si elles peuvent 

participer à la régulation de l’expression de CXCR3, de la migration et plus généralement des 

réponses des cellules NK.  

Grâce à l’expression de récepteurs de chemokines comme CXCR3, les cellules NK sont capables de 

migrer en réponse à des signaux chimiotactiques. Il a été observé chez le PNH infecté par LASV que 

les cellules NK disparaissaient transitoirement du sang circulant [100]. Ces résultats suggèrent 

qu’elles pourraient être recrutées dans d’autres tissus ou simplement éliminées. Une lymphopénie 

transitoire est également observée dans le sang lors de l'infection de macaques par LCMV [433]. 

Dans ce modèle, elle a été caractérisée d’une part par la relocalisation des cellules NK au niveau des 

tissus périphériques et d’autre part par la mort cellulaire. Il a été montré que les cellules NK 

rejoignent les tissus enflammés à la périphérie lors de la liaison avec les chemokines CXCL9, CXCL10 

et CXCL11 [381]. Les ligands de CXCR3, sécrétées par les CPA infectées par LASV dans les vaisseaux 

sanguins, pourraient induire la désensibilisation rapide et l’internalisation de CXCR3, entraînant 

ainsi la relocalisation de ces cellules dans les organes périphériques. Des études chez la souris ont 

montré que CXCR3 est impliqué dans la migration des cellules NK vers les organes périphériques 

lors de l’inflammation [458]. CXCR3 est impliqué dans le recrutement rapide des cellules NK dans les 

ganglions lymphatiques [387]. Les cellules NK rejoignent la rate en réponse à une stimulation par 

l’IFN-γ par un mécanisme dépendant de CXCR3 [459]. Lors de l’infection par LASV, les cellules NK 

pourraient rejoindre les organes dans lesquels le virus se réplique, comme les organes lymphoïdes 

secondaires ou le foie. De plus, lors de l'infection de souris par LCMV, les cellules NK sont recrutées 

au niveau du foie [460]. L’inflammation hépatique est un évènement majeur au cours de la fièvre de 

Lassa mais l’implication des cellules NK dans ce mécanisme n’est pas connue. L’augmentation de 

l’expression de CD69 à la surface des cellules NK après stimulation par les macrophages infectés 

s’accorde avec l’hypothèse de la migration des cellules NK vers les sites de l’inflammation lors de la 

fièvre de Lassa. Le rôle physiologique de CD69 est peu connu mais des travaux ont montré que 

cette molécule est impliquée dans la régulation de la migration des thymocytes lors du 

développement des lymphocytes. De façon similaire, il a été proposé que CD69 puisse participer à la 

migration des cellules NK vers les organes lymphoïdes secondaires [351 548]. 
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Il a été montré que les cellules NK prolifèrent de façon modeste mais significative en réponse aux 

macrophages infectés par LASV et MOPV. Cette faible prolifération des cellules NK peut s’expliquer 

par le fait que dans notre modèle, les cellules NK ont été isolées du sang. Elles comprennent ainsi 

plus de 90% de cellules de la sous-population CD56dim CD16+ qui ont une faible capacité de 

prolifération [352]. Une forte expansion des cellules n’était donc pas attendue. Il est toutefois à 

noter que les macrophages infectés par LASV et MOPV semblaient cependant induire la 

prolifération des cellules NK des deux sous-populations CD56bright et CD56dim CD16+ dans notre 

modèle (données non présentées). 

 L’existence d’une prolifération des cellules NK similaire à l’expansion clonale des cellules T est 

controversée chez l’homme. Il semble que les cytokines telles que l'IL-2 permettraient d’induire en 

priorité l'expansion clonale des lymphocytes T et non la prolifération des cellules NK. Cette 

hypothèse s’accorde avec nos observations démontrant que les cellules NK n’expriment pas CD25, 

la chaîne α du récepteur de l’IL-2, lors de l’infection par LASV et MOPV. L’expansion clonale est 

définie comme une prolifération intense et spécifique de l’antigène des lymphocytes T et B. Or, la 

réponse des cellules NK est à priori non spécifique de l’antigène. Des études ont cependant montré 

que certaines sous-populations de cellules NK peuvent subir une phase d’expansion clonale en 

réponse à certains virus et ce, de façon similaire aux lymphocytes T et B. En effet, les cellules NK 

caractérisées par une forte expression de NKG2C prolifèrent fortement et contrôlent l’infection par 

le cytomégalovirus humain [461]. De plus, les cellules NK NKG2C+ prolifèrent et persistent 

longtemps chez les patients lors de l’infection par l’Hantavirus Puumala [462].  

L’importance de la prolifération des cellules NK dans le contrôle des infections virales in vivo est peu 

connue. Certains ont proposé que la prolifération des cellules NK puisse être associée au 

développement d’une mémoire immunitaire innée. En effet, des cellules NK ayant des 

caractéristiques de cellules mémoires ont récemment été découvertes chez la souris lors de 

l’infection  par le cytomégalovirus murin [463]. En effet, ces cellules NK Ly49H+ sont capables de 

subir plusieurs phases d’expansion en réponse au virus lors d’un transfert adoptif et de plus, 

apparaissent spécifiques de l’antigène. L’existence de telles cellules NK mémoires n’est pas connue 

chez l’homme mais certains travaux suggèrent qu’elles sont présentes lors de certaines infections 

virales. En effet, lors de l’infection par le cytomégalovirus humain, la sous-population de cellules NK 

NKG2Chigh prolifère puis acquiert l’expression de la molécule CD57, suggérant que cette molécule 

pourrait être un marqueur de cellules NK mémoires, come c’est le cas pour les lymphocytes T [461]. 

D’autres études sont requises afin de mettre en évidence la présence de cellules NK CD57+ et 

NKG2Chigh notamment parmi les cellules NK qui prolifèrent dans notre modèle. Il n’y a aucune 

donnée indiquant le développement de telles cellules NK mémoires lors de la fièvre de Lassa. De 
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plus, des analyses sont nécessaires pour étudier l’existence de cellules NK ayant des caractéristiques 

de cellules mémoires in vivo chez les patients survivants ou dans un modèle animal.  
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Les cellules NK activées par les macrophages 

infectés ne produisent pas de cytokines 

 

Les cellules NK activées peuvent sécréter de nombreuses cytokines comme le TNF-α, le TNF-β et 

l’IFN-γ.  

Le TNF-α est produit majoritairement par les macrophages activés au niveau systémique. Il joue de 

nombreux rôle dans la régulation de l’inflammation dont l’induction de la mort cellulaire par 

l’intermédiaire du récepteur de mort TNF-R. Le TNF-β est sécrété par les lymphocytes T et les 

cellules NK. Comme le TNF-α, le TNF-β joue un rôle dans l’inflammation mais plus localement 

[464]. Les résultats présentés ici ainsi que les études précédentes réalisées au laboratoire ont 

démontré que les macrophages infectés par MOPV induisent la production des ARNm codant le 

TNF-α mais cette cytokine n’est pas détectée dans les surnageants de culture [217]. Ces quantités 

de TNF-α sont similaires dans les cocultures de cellules NK et de macrophages infectés par LASV et 

MOPV. Ces observations indiquent que les cellules NK ne produisent pas de TNF-α, ni n’augmentent 

la sécrétion de cette cytokine par les macrophages infectés. L’infection par MOPV, mais pas par 

LASV, induit la transcription du gène codant le TNF-β dans les cocultures NK/macrophages mais la 

présence de la protéine n’a pas été étudiée.   

Parmi les cytokines sécrétées par les cellules NK, l’IFN-γ est une cytokine essentielle dans l’initiation 

et la régulation des réponses d’adaptatives [387] mais aussi pour le contrôle de la réplication de 

nombreux virus. Cependant, il a été montré que l’IFN-γ ne contrôle pas la réplication de LASV dans 

les CPA ainsi que dans d’autres populations cellulaires [238, 465]. Ces données suggèrent que les 

cytokines classiquement sécrétées par les cellules NK ne semblent pas jouer un rôle primordial dans 

le contrôle de la fièvre de Lassa.  

Dans notre modèle in vitro, de très faibles niveaux d’expression d’ARNm codant l’IFN-γ sont induits 

par les cellules NK en réponse à des macrophages infectés par LASV. Cependant, cette cytokine 

n’est pas détectée au niveau protéique ni à l’intérieur des cellules NK ni dans les surnageants de 

coculture. Ces résultats sont cohérents avec les études chez les patients et les PNH indiquant que 

l'IFN-γ n’est pas détecté lors de l’infection par LASV [100]. La production d’IFN-γ par les cellules NK 

se limite également à la synthèse d’ARNm lors de l’infection par MOPV. Ces observations suggèrent 

ainsi que la différence de pathogénicité entre LASV et MOPV n’est pas corrélée à une différence de 

production d’IFN-γ. L’IFN-γ produit par les cellules NK dans les ganglions lymphatiques joue un rôle 

important dans la différenciation des lymphocytes T et permet d’orienter la réponse T vers un profil 



 

D
is

cu
ss

io
n

 

182 

 

de type Th1 [387]. L’absence de production d’IFN-γ par les cellules NK lors de l’infection par LASV 

pourrait in vivo contribuer à l’absence de réponses T fonctionnelles.  

Les réponses des cellules NK ont été peu étudiées chez l’homme lors de la fièvre de Lassa. Par 

contre, il existe de nombreuses études réalisées lors de l’infection par LCMV dans un modèle souris 

[432]. Ces données permettent d’apporter des outils intéressants pour la compréhension des 

mécanismes immunitaires impliquant les cellules NK lors de la fièvre de Lassa. L'IFN-γ est rarement 

induit lors de l'infection des souris immunocompétentes par LCMV [240 553, 434 552]. Des études 

dans ce modèle ont été poursuivies afin d'expliquer l'absence de sécrétion d'IFN-γ au cours de 

l’infection par LCMV. L’IL-12, sécrétée par les CPA et les neutrophiles, est un inducteur bien connu 

de la production d’IFN-γ médiée par les cellules T et les cellules NK [394, 395]. Or, cette cytokine 

n’est induite ni in vitro lors de l’infection par LASV et MOPV d’après les résultats présentés ici, ni in 

vivo chez la souris lors de l’infection par LCMV [432]. L’absence de production d’IFN-γ par les 

cellules NK pourrait ainsi s’expliquer, au moins en partie, par l’absence de sécrétion d’IL-12 par les 

CPA infectées. Par ailleurs, d’autres études chez la souris ont montré que de forts taux d’IFN-α/β 

inhibent la sécrétion d’IL-12 par les CPA et donc la production d’IFN-γ par les cellules NK [437]. 

Malgré les faibles quantités d’IFN de type I détectées dans notre modèle en réponse à LASV, ces 

cytokines pourraient être en mesure de participer à l'inhibition de l'IL-12 par les CPA et donc à 

l'inhibition de la production d'IFN-γ par les cellules NK. L’existence de ce mécanisme lors de 

l’infection par LASV pourrait être étudiée dans notre modèle. En effet, il serait intéressant de 

déterminer si l’ajout d’IL-12 recombinante suffit à induire la production d’IFN-γ lors de l’infection ou 

si d’autres facteurs sont requis. En effet, l’IL-15 et l’IL18 entraînent également la production de 

cytokines par les cellules NK [396, 466]. Cependant, ni LASV ni MOPV n’induisent la transcription de 

ces cytokines par les CPA. Nous avons voulu confirmer que l’absence de production d’IFN-γ par les 

cellules NK était bien une caractéristique des infections par LASV et MOPV et pas un artéfact lié au 

modèle in vitro utilisé. Pour cela, la production de cytokines par les cellules NK a été évaluée au sein 

d’une population de PBMC afin de déterminer si des signaux de costimulation délivrés par les PBMC 

sont requis pour l’induction de la production de cytokines par les cellules NK [424, 425, 427]. Les 

cellules NK s’activent mais ne produisent pas de cytokine en réponse à des macrophages infectés 

par LASV ou MOPV (données non présentées). Ces observations suggèrent qu’au contact de 

macrophages infectés par ces virus, les PBMC ne délivrent pas de signaux de costimulation aux 

cellules NK et indiquent que l’absence de production d’IFN-γ par les cellules NK est une 

caractéristique des infections par LASV et MOPV.   

Les IFN-α/β se lient au récepteur IFNAR et induisent une cascade de signalisation entraînant la 

transcription de nombreux gènes via les facteurs de transcription STAT. Ils peuvent notamment 
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déclencher des réponses opposées médiées par STAT1 et STAT4. En effet, STAT4 active la 

production d'IFN-γ par les cellules NK alors que STAT1 a plutôt un rôle inhibiteur [434, 467]. En 

effet, des expériences chez la souris ont suggéré que l'IFN-γ pouvait être sécrété lors de l’infection 

par LCMV sur les premiers sites de l’inflammation par l’intermédiaire des IFN de type I et de STAT4 

jusqu’à ce que l’expression de STAT1 ne soit trop forte et inhibe ce mécanisme. L’expression de 

STAT1 est augmentée dans le sang et le foie de singes infectés par la souche WE de LCMV, un 

modèle de la fièvre de Lassa [109, 241]. Ces observations suggèrent que la surexpression de STAT1 

pourrait être à l’origine de l’absence de sécrétion d'IFN-γ par les cellules NK. L’étude de la régulation 

de la balance STAT1/STAT4 dans les cellules NK lors de l'infection par LASV pourrait fournir des 

informations intéressantes afin de comprendre la régulation des réponses des cellules NK. De plus, 

STAT4 est également impliqué dans l’orientation de la réponse T [468]. Ainsi, l’étude de ce facteur 

pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes de la réponse immunitaire globale mis en 

jeu lors de la fièvre de Lassa.  
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Les cellules NK activées par les macrophages 

infectés par LASV et MOPV ont des capacités 

cytotoxiques augmentées 

L’activation de la lyse médiée par les cellules NK est régulée par un ensemble de signaux activateurs 

transmis par les NCR ou NKG2D et de signaux inhibiteurs donnés par les molécules du CMH de 

classe I. Les cellules NK activées peuvent lyser les cellules cibles par deux mécanismes différents : la 

voie des récepteurs de mort et la voie Perforine/Grz. Lors de la reconnaissance d’une cellule 

infectée, les cellules NK peuvent exprimer les ligands TNF-α, FasL et TRAIL des récepteurs de morts 

et/ou dégranuler le contenu des vésicules cytolytiques (Perforine/Grz). Nous avons étudié le 

potentiel cytotoxique des cellules NK en analysant l’expression des récepteurs activateurs (NKp30, 

NKp44, NKp46 et NKG2D) et inhibiteur (CD158b) et les molécules lytiques FasL, TRAIL, Grz et 

Perforine. Enfin, l’étude de l’expression de du marqueur CD107a, exposé à la surface cellulaire après 

dégranulation [439], a permis d’analyser la lyse de cellules sensibles telles que la lignée K562 ou les 

cellules infectées. 

Les résultats ont montré que, lors de l’infection des macrophages par LASV et MOPV, les cellules 

NK acquièrent des propriétés cytolytiques contre la lignée cellulaire sensible K562. L’expression des 

récepteurs activateurs NKp30 et NKp44, impliqués dans la cytotoxicité naturelle, augmente à la 

surface des cellules NK en présence de macrophages infectés ainsi que l’expression intracellulaire de 

la molécule lytique GrzB. De plus, des ARNm codant FasL et TRAIL ont été détectés dans les 

cocultures de macrophages infectés par LASV ou MOPV et de cellules NK. 

Lors de l’infection par LASV et MOPV, les IFN de type I produits par les macrophages semblent être 

requis pour l’activation des cellules NK, même à faible dose. De plus, les résultats présentés ici ont 

montré que les IFN de type I étaient impliqués dans la modulation de l’expression de Grz. De même, 

Il a été également montré que la cytotoxicité médiée par les cellules NK lors de l’infection par LCMV 

nécessitait l’IFN-α/β [432]. En revanche, il a été montré que le TGF-β pouvait inhiber la cytotoxicité 

des cellules NK [469]. Lors de l'infection des souris LCMV, le TGF-β induit le développement de 

cellules T qui régulent négativement les cellules NK [470]. Bien qu'il n'existe aucune donnée à ce 

jour, le TGF-β pourrait être impliqué dans l'inhibition de l'activité des cellules NK au cours de 

l'infection par LASV. 
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Les cellules NK activées ne lysent pas les cellules 

infectés 

Cependant, malgré des propriétés cytotoxiques élevées, les cellules NK demeurent incapables de 

lyser en retour les macrophages infectés. Ces résultats sont en adéquation avec d’autres études 

démontrant notamment que les cellules NK ne participent pas au contrôle de l’infection par LCMV 

[471]. A l’opposé, la cytotoxicité médiée par les cellules NK semble jouer un rôle important dans le 

contrôle de l’infection par l’arénavirus PICV chez la souris [472 556].  

La lyse médiée par les cellules NK est contrôlée par un équilibre entre les signaux activateurs et 

inhibiteurs. Ainsi, l’absence de lyse des CPA infectées par les cellules NK est en accord avec des 

données publiées au laboratoire [75] et avec les résultats décrits précédemment. En effet, les CPA 

infectées par LASV et MOPV expriment la molécule du CMH I HLA-abc délivrant potentiellement 

ainsi un signal inhibiteur aux cellules NK. De plus, l’expression de CD158b, un récepteur inhibiteur de 

la famille des KIR, n’est pas modulée en réponse à l’infection par LASV et MOPV. Les résultats 

présentés ici ont également montré que les CPA infectées n’expriment pas les molécules Mic-A/B, 

des ligands du récepteur activateur NKG2D. Ainsi, la présence de signaux inhibiteurs et l’absence de 

signaux activateurs suggérées par nos résultats pourraient expliquer l'inhibition de la cytotoxicité 

des cellules NK contre les CPA infectées par LASV et MOPV. L’inhibition de l’expression des ligands 

MiC-A/B de NKG2D est aussi une caractéristique de l’infection par le cytomégalovirus, le virus de la 

grippe A et le virus de l’hépatite C humaine [411, 429 , 442] alors que ces molécules sont induites à 

la surface des macrophages lors de la stimulation par du LPS [404]. En revanche, ils sont induits 

dans ce modèle lors de l’ajout d’IFN-α recombinant. Le rôle des IFN de type I dans l’induction de ces 

ligands reste à déterminer dans notre modèle. Nous ne nous sommes intéressés qu’à l’expression 

d’un nombre limité de récepteurs des cellules NK et de ligands sur les CPA infectées. Des travaux 

ont montré que l’expression du récepteur inhibiteur CD85j était diminuée à la surface des cellules 

NK lors de l’infection par HIV-1 [420]. Ce récepteur est impliqué dans la lyse de DC infectées par 

HIV-1 médiée par les cellules NK et les cellules NK CD85j+ sont capables de contrôler la réplication 

de HIV-1 dans les DC. L’influence de cette sous-population de cellules NK n’est pas connue lors de 

l’infection par LASV et MOPV. Par ailleurs, il existe de nombreuses molécules permettant de 

délivrer un signal activateur. Comme Mic-A/B, les ULBP se lient au récepteur NKG2D et induisent la 

cytotoxicité des cellules NK [473]. Leur expression pourrait être analysée à la surface des cellules 

infectées par LASV et MOPV. Les ligands des NCR sont également impliqués dans la lyse des 

cellules infectées par les cellules NK. Par exemple, malgré l’absence des ligands de NKG2D et la 

présence des molécules du CMH-I, les cellules NK sont capables de lyser d’une part, des cellules 
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infectées par le virus de la vaccine et d’autre part, des cellules infectées par le virus herpès simplex, 

et ce, grâce à l’induction des ligands des NCR à la surface des cellules infectées [474, 475]. En 

revanche, HIV-1 empêche l’exposition du ligand de NKp44 à la surface des cellules T CD4 infectées 

et réduit la susceptibilité de ces cellules à la lyse médiée par les cellules NK [430]. Il serait ainsi 

intéressant d’étudier l’expression d’autres ligands activateurs à la surface des cellules infectées afin 

de préciser l’absence de lyse par les cellules NK.  

L’absence de lyse des cellules infectées par les cellules NK ne semble pas être liée à un défaut 

d’activation des cellules NK car il a été observé que les cellules NK activées par de l’IL-2/PHA 

n’étaient pas capables de lyser les cellules infectées. Des stimulations par d’autres molécules 

activatrices des cellules NK sont cependant nécessaires afin de confirmer cette hypothèse. 

Finalement, il a été suggéré que LASV et MOPV pourraient inhiber la lyse médiée par les cellules 

NK, par un mécanisme lui permettant de se répliquer dans les cellules cibles sans être détecté par 

les cellules de la réponse immunitaire. LASV et MOPV pourraient ainsi inhiber l’apoptose, comme 

cela a été montré pour d’autres infections virales [476]. Cette hypothèse est conforme à la nature 

non cytopathique des infections par les Arénavirus et permettrait au virus de persister et de diffuser 

dans tout l’organisme. 

Des travaux ont montré que la protéine Z de LASV et LCMV interagissait avec la PML, une protéine 

présente au niveau des corps nucléaires et jouant un rôle dans la régulation de l’apoptose [155]. La 

présence de la protéine Z dans les cellules induit la relocalisation de la PML des corps nucléaires vers 

le cytoplasme. Ces données suggèrent que la protéine Z pourrait interférer avec le fonctionnement 

normal de la PML et ainsi inhiber l'apoptose. De plus, la PML est induite par l’IFN [477] et son 

expression est corrélée avec celle des molécules du CMH I. En effet, il a été montré que la PML 

pouvait participer à la régulation de l'expression des gènes du CMH I tels que LMP-2 et LMP-7, 

impliqués dans la dégradation des antigènes viraux permettant la formation des complexes 

CMH/peptide, ou TAP-1 ou TAP-2, impliqués dans le transport de ces complexes à la surface des 

CPA [478]. Il pourrait être intéressant d’étudier l’expression des différents gènes du CMH I lors de 

l’infection des CPA par LASV et MOPV. Toutes ces données suggèrent que LASV, LCMV et les 

autres Arénavirus pourraient entraîner une résistance à la mort des cellules infectées par 

l’interaction de la protéine Z avec la PML soit en inhibant directement l’apoptose, soit en modulant 

l’expression des molécules du CMH I et ainsi la lyse médiée par les cellules NK.  

Par ailleurs, les virus sont capables de réguler les voies de l’apoptose par de nombreux mécanismes. 

Il existe deux grandes voies de l’apoptose. La voie intrinsèque est initiée par des signaux internes et 

aboutit à la formation de pores dans la membrane de la mitochondrie et ainsi, au relargage du 
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cytochrome c. La voie extrinsèque de l’apoptose est contrôlée par les récepteurs de morts et est 

induite par des stimuli externes tels que les molécules FasL et TRAIL. Ces deux cascades de 

signalisation peuvent s’entrecroiser et aboutissent à l’activation des caspases et à la mort cellulaire. 

Un des mécanismes utilisés par les virus est la modulation de l’expression des gènes impliqués dans 

la régulation de l’apoptose. Par exemple, il a été montré que la protéine Tax du virus T-

lymphotropique humain de type 1 (HTLV-1) induit l’augmentation de la synthèse du gène anti-

apoptotique Bcl-xL dans des cellules T humaines [479]. Afin de tester cette hypothèse, nous avons 

analysé la transcription de gènes anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 et 

Bfl1/A1), ainsi que la transcription de certains gènes pro-apoptotiques. L’expression des gènes 

codant des molécules interférant avec l’apoptose induite par la voie des récepteurs de morts 

comme les protéines cellulaires inhibitrices de l’apoptose (cIAP) 1 et 2 et la protéine cFLIP, a été 

également étudiée. Des résultats préliminaires ont montré que l’expression de ces molécules par les 

DC et les macrophages ne semblait pas être modifiée de façon importante lors de l’infection par 

LASV ou MOPV. Toutefois, une augmentation modérée de la synthèse de Bcl-2 et cIAP2 par les 

macrophages infectés par MOPV a été observée (données non présentées). Ces premiers résultats 

doivent cependant être reproduits. En plus de la régulation de la transcription, les virus peuvent 

également interférer avec d’autres étapes de l’apoptose. En effet, il a été montré que la protéine 

Nef de HIV-1 ainsi que la protéine US3 du virus herpès simplex de type 1 inhibent l’activité pro-

apoptotique de la protéine Bad en induisant sa phosphorylation [480, 481]. La protéine CrmA des 

Poxvirus inhibe l’apoptose induite par la voie des récepteurs de mort [482]. Plus récemment, il a été 

montré que l’infection par JUNV, un Arénavirus du nouveau monde, conduisait à l’inhibition de 

l’apoptose par l’intermédiaire de la NP. Cette protéine sert de leurre et elle est clivée par les 

caspases à la place des autres caspases de la cascade d’apoptose [483].  

Les virus peuvent interférer avec la voie de signalisation des récepteurs de mort. Il a été observé que 

la synthèse des ligands FasL et TRAIL des récepteurs de mort était augmentée dans les cocultures 

NK/macrophages lors de l’infection par LASV et MOPV. Ce mécanisme est favorable à l’hôte 

puisqu’il peut conduire à l’élimination des cellules infectées et au contrôle de l’infection. L’induction 

de ces molécules par les virus peut également entraîner l’élimination de cellules impliquées dans la 

réponse immunitaire, contribuer à l’immunosuppression et favoriser la dissémination du virus. Par 

ailleurs, la modulation de l’expression de ces récepteurs à la surface des cellules infectées est un 

mécanisme utilisé par certains virus pour inhiber l’apoptose. En effet, les Adénovirus sont capables 

d’induire l’internalisation du récepteur Fas et ainsi d’inhiber l’apoptose [484]. Il existe des récepteurs 

de TRAIL ayant des fonctions diverses. Les récepteurs TRAIL-R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DR5) sont 

fonctionnels et induisent l’apoptose via l’activation des caspases. En revanche, TRAIL-R3 (DcR1) et 

TRAIL-R4 (DcR2) sont des récepteurs leurres (« decoy ») non fonctionnels qui interfèrent avec les 
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signaux donnés par TRAIL sur les autres récepteurs [485]. L’expression des récepteurs Fas et TRAIL-

R à la surface des CPA infectées n’est pas connue et devrait être étudiée.  
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Les cellules NK s’activent en présence de DC et de 

macrophages infectés par des LASV mutants 

 

Afin de disséquer le rôle de la réponse IFN de type I dans l’activation des cellules NK, des LASV 

recombinants générés au laboratoire par génétique inverse ont été utilisés. Des virus doubles 

mutants LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A ont été utilisés car ils induisent une 

production importante d’IFN de type I par les macrophages infectées [174].  Les LASV NP-

D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A possèdent deux mutations : en position 389, l’acide 

aspartique a été remplacé par une thréonine ou une alanine et en position 392, une alanine 

remplace la glycine. Ces virus ont été comparés avec un LASV sauvage également obtenu par 

génétique inverse (LASV-Rec), se comportant exactement comme LASV sauvage et avec un 

recombinant LASV NP-R393A, comportant une alanine en position 393 de la séquence de la NP à la 

place de l’arginine présente dans la NP de LASV sauvage et n’induisant d’une faible production 

d’IFN de type I.  

De façon intéressante, les DC et les macrophages sont activés en réponse aux double mutants LASV 

NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A, comme en témoigne l’augmentation de l’expression 

des molécules CD40, CD80, CD86, et CD83, alors qu’ils ne le sont pas lors de l’infection par LASV 

sauvage ou LASV NP-R393A. Nous avons montré que, contrairement à LASV sauvage ou LASV NP-

R393A, l’infection par LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A induit la synthèse des 

gènes codant les cytokines IL-12 et IL-15 par les DC et IL-12, IL-15 et IL-18 par les macrophages. 

Nous avons observé que les cellules NK sont activées en présence de DC et de macrophages 

infectés par LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A. En effet, l’expression de CD69 et 

CD25 est augmentée à la surface des cellules NK en présence de DC infectées et de même, les 

macrophages infectés induisent l’augmentation de CD69, CD25 et HLA-DR. L’activation des cellules 

NK en réponse aux CPA infectées par LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A est 

concordante avec nos observations précédentes indiquant que les DC et les macrophages sont 

également activés lors de l’infection. De plus, nos résultats sont particulièrement intéressants car ils 

démontrent que d’une part, les DC infectées par LASV NP-D389T/G392A et LASV NP-D389A/G392A 

sont capables d’induire l’activation des cellules NK alors qu’elles ne l’étaient pas en réponse à LASV 

sauvage et d’autre part, ils indiquent que l’activation des cellules NK en présence de macrophages 

infectés par ces virus double mutants est plus forte que lors de l’infection par LASV sauvage. Il est à 

noter que ces LASV recombinants induisent également la diminution de l’expression de NKp30 et 
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NKG2D à la surface des cellules NK, ce qui a également été observé lorsque les cellules NK sont 

mises en présence de CPA stimulées par du LPS ou lors de la stimulation par l’IL-2/PHA. 

Nous avons également observé que la transcription des ARNm codant l’IFN-γ, le TNF-α et le TNF-β 

était activée dans les cocultures NK/DC et NK/CPA en réponse à LASV NP-D389T/G392A et LASV 

NP-D389A/G392A suggérant alors que les cellules NK sont en mesure de sécréter des cytokines. Ces 

données pourraient, au moins en partie, s’expliquer par l’induction de la production d’IL-12, d’IL-15 

et d’IL-18 par les CPA lors de l’infection. En effet, le rôle de ces cytokines dans l’induction de l’IFN-γ 

est bien connu. Cependant, la production de ces cytokines par les cellules NK et les CPA reste à 

confirmer au niveau protéique. De plus, il a été montré que les DC et macrophages infectés par les 

LASV recombinants NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A induisent une augmentation du 

potentiel cytotoxique des cellules NK. Nos résultats démontrent que, de façon intéressante, les 

cellules NK stimulées par les DC ou les macrophages infectés par les virus double mutants sont 

capables de lyser les cellules infectées dans les cocultures alors que ce n’est pas le cas lors de 

l’infection par LASV sauvage. Il serait ensuite intéressant de déterminer si ces cellules NK activées 

peuvent lyser les cellules infectées par LASV sauvage. 

Enfin, les résultats présentés indiquent que lors de l’infection par LASV NP-D389A/G392A, le 

contact cellulaire entre les CPA et les cellules NK est important pour l’activation de ces dernières, 

illustrée par l’expression de CD69, CD25 et HLA-DR, de façon similaire à ce qui a été observé lors de 

l’infection par LASV sauvage. En revanche, de façon surprenante, les IFN de type I sécrétés par les 

DC et les macrophages infectés par ce virus double mutant ne semblent pas participer à l’activation 

des cellules NK alors que ces cytokines jouent un rôle important dans l’activation des cellules NK 

lors de l’infection par LASV. Il est à noter que les IFN de type I ne semblent pas non plus être 

impliqués dans l’activation des CPA en réponse à l’infection par LASV NP-D389A/G392A (données 

non présentées). L’infection par LASV sauvage induit peu de cytokines pro-inflammatoires in vivo 

chez les patients et les PNH et dans des modèles in vitro [74, 75, 78, 100, 103, 215, 226]. Ces 

cytokines pourraient être produites par les DC et macrophages en réponse à l’infection par LASV 

NP-D389A/G392A et conduire à l’activation des CPA, entraînant l’activation des cellules NK. Cette 

hypothèse est en cours d’investigation au laboratoire. La production de ces cytokines est en partie 

régulée par le facteur de transcription NF-κB. Des travaux récents ont suggéré que les Arénavirus 

pathogènes inhibent l’activation de NF-κB. En effet, il a été montré que la souche atténuée 

Armstrong de LCMV entraînait l’induction de NF-κB alors que la souche virulente WE n’en était pas 

capable [226]. Les LASV recombinants NP-D389T/G392A et NP-D389A/G392A pourraient activer ce 

facteur de transcription, et donc la production de cytokines pro-inflammatoires conduisant alors à 
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l’activation des CPA et des cellules NK dans notre modèle. La confirmation de cette hypothèse 

requiert d’autres analyses. 

Il a été montré que les nucléotides 389 et 392 de la séquence de la NP de LASV étaient impliqués 

dans l’inhibition de la synthèse des IFN de type I par les CPA [174]. Ces nucléotides sont situés dans 

le domaine exonucléasique de la NP. L’activité exonucléasique 3’-5’ de la NP sur les ARN viraux 

pourrait empêcher la reconnaissance de ces PAMP par l’hélicase RIG-I [119, 122]. Il est suggéré que 

le domaine exonucléasique de la NP mutée à ces positions ne soit plus fonctionnel. La NP ainsi 

mutée ne serait plus capable d’empêcher la reconnaissance des ARN viraux par l’hélicase RIG-I et 

pourrait ainsi permettre l’induction des IFN de type I. Or, nos résultats démontrent que l’activation 

des cellules NK, ni celle des CPA, ne dépend pas de la réponse IFN. Ces observations suggèrent alors 

que la NP de LASV pourrait jouer un autre rôle que celui décrit précédemment dans l’inhibition de la 

production des IFN de type I. Elle pourrait ainsi être impliquée dans un mécanisme conduisant à 

l’activation des cellules NK, et ce indépendamment de la réponse IFN de type I. D’autres 

expériences sont cependant requises afin de préciser cette nouvelle fonction de la NP de LASV. 

Il est à noter que les DC et macrophages infectés par les LASV recombinants NP-D389T/G392A et 

NP-D389A/G392A entrent rapidement en apoptose comme en témoigne les observations 

microscopiques ainsi que l’analyse de l’expression de la caspase 3 active alors que ce n’est pas le cas 

lors de l’infection par LASV (données non présentées). Des travaux ont montré récemment que la 

NP de JUNV servait de leurre et inhibait le clivage des caspases et ainsi la voie de l’apoptose [483]. Il 

serait possible que les mutations introduites dans la NP de LASV en positions 389 et 392 soient 

également situées dans un domaine important pour la régulation de l’apoptose. Les nucléotides 389 

et 392 pourraient par exemple se trouver dans un site de clivage par les caspases. Les mutations 

dans ce domaine le rendrait non fonctionnel ce qui permettrait le clivage des caspases et l’induction 

de l’apoptose dans les cellules infectées par ces virus mutants. Le rôle de la NP de LASV dans 

l’inhibition de l’apoptose reste toutefois non connu et doit être étudié pour préciser cette 

hypothèse. 

Les premiers travaux ont montré que les LASV recombinants NP-D389T/G392A et NP-

D389A/G392A se répliquaient plus faiblement dans les DC et les macrophages que LASV sauvage et 

induisaient la sécrétion des IFN de type I [174]. De plus nous avons montré ici que les CPA étaient 

activées en réponse à l’infection par ces virus, entraînant l’activation des cellules NK. Tous ces 

résultats suggèrent fortement que ces virus sont atténués. D’autres expériences sont requises afin 

d’étudier les réponses T induites lors de l’infection par ces virus doubles mutants. Il serait enfin 

intéressant de déterminer si ces virus sont bien atténués in vivo chez l’animal et de plus, s’ils sont 

capables de conférer une protection immunitaire lors de l’infection par LASV sauvage.  
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Ni les cellules NK, ni les CPA ne sont activées 

lors de l’infection par EBOV 

 

Les mécanismes immunitaires et la pathogenèse sont peu connus lors de l’infection par EBOV. Les 

cellules NK sont également déplétées du sang par un mécanisme d’apoptose chez les PNH infectés 

par EBOV et dans un modèle souris [299, 413, 414 ]. Cependant, des travaux ont montré que les 

réponses des cellules NK étaient importantes dans le contrôle de l’infection dans un modèle souris 

[423]. Les cellules NK pourraient notamment être impliquées dans le contrôle de l’infection chez les 

survivants. Les interactions entre les cellules NK et les CPA et leurs conséquences sur l’initiation de 

la réponse immune ont été peu étudiées lors de l’infection par EBOV. Nous avons ainsi analysé 

l’activation et les fonctions effectrices des cellules NK en réponse à EBOV mais également en 

présence de CPA infectées par ce virus. 

Des travaux ont montré que les DC et les monocytes/macrophages étaient les premières cellules 

cibles d’EBOV lors de l’infection [299, 303] et que le virus ne se répliquaient pas dans les populations 

lymphocytaires [423, 440]. Nos résultats indiquent que les cellules NK ne sont pas activées et ne 

prolifèrent pas au contact direct d’EBOV. La production de cytokines ou leur potentiel cytotoxique 

n’est pas non plus modulé. Ces résultats sont similaires à ceux observés en réponse à LASV à 

l’exception du récepteur CXCR3 dont l’expression est augmentée à la surface des NK en réponse à 

LASV mais pas à EBOV. La stimulation des cellules NK par des VLP EBOV entraîne l’activation de 

ces cellules, la production d’IFN-γ et de TNF-α et le contrôle de l’infection par rg-EBOV dans un 

modèle souris [423]. Une étude in vitro a également montré que les cellules NK humaines sont 

directement activées par des VLP EBOV comme en témoigne l’augmentation de l’expression de 

CD69 et NKp30 [422]. Ces cellules produisent de l’IFN-γ et du TNF-α, et sont cytotoxiques en 

présence de cellules K562 ou de DC infectées par EBOV. Cette étude indique cependant que les 

cellules NK stimulées par EBOV sauvage ne sont pas activées, comme nous l’avons observé dans 

notre modèle.  

Les résultats présentés indiquent que les DC et les macrophages ne sont pas activés lors de 

l’infection par EBOV comme en témoigne l’expression des molécules impliquées dans la 

costimulation et la présentation de l’antigène. Nos résultats montrent que l’expression des 

molécules CD40, CD80, CD86, CD83 n’est pas modulée à la surface des DC infectées par EBOV et 

l’expression de HLA-DR semble même être diminuée. L’expression de CD40 et CD80 n’est pas 

modifiée à la surface des macrophages infectés par EBOV et l’expression de CD86 et HLA-DR 
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diminue légèrement. Nos résultats s’accordent avec les études précédentes indiquant que 

l’infection par EBOV conduit à une maturation défectueuse des DC. Il a été en effet montré dans des 

modèles in vitro que l’infection par EBOV n’induisait pas de maturation optimale des DC. Une étude 

a montré que l’expression des molécules CD86, CD80 et CD40 n’était pas modifiée lors de l’infection 

par EBOV [74] tandis qu’une autre a reporté que les molécules CD40 et CD80 augmentaient à la 

surface des DC en réponse à EBOV alors que l’expression de CD86 et HLA-DR diminuait légèrement 

et que l’expression de CD83 n’était pas affectée [313]. Si la maturation des DC lors de l’infection par 

EBOV a été bien analysée au cours d’études précédentes, nos travaux sont les premiers à détailler la 

modulation des molécules de costimulation et de présentation de l’antigène à la surface des 

macrophages infectés par EBOV. De plus, nous avons montré que l’infection de DC par EBOV 

n’induit pas la synthèse des gènes codant l’IFN-β, l’IFN-α1, l’IFN-α2, le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-12p35, l’IL-

12p40, l’IL-15 et l’IL-18. La transcription de ces gènes n’est pas non plus activée dans les 

macrophages en réponse à l’infection, à l’exception de l’augmentation significative de la production 

des ARNm codant l’IL-1β. Les résultats obtenus dans notre modèle sont en accord avec les études 

précédentes [74, 313 , 314 , 315]. En effet, il a été montré que les DC infectées par EBOV ne 

sécrètent pas d’IFN-α, de TNF-α, d’IL-1β ou d’IL-12. Les macrophages infectés par EBOV n’induisent 

pas la synthèse d’IFN-α ou d’IL-12 mais sont capables de produire du TNF-α et de l’IL-1β. Les 

cytokines pro-inflammatoires TNF-α et IL-1β sont sécrétées chez les patients de façon transitoire 

très tôt dans l’infection par EBOV mais uniquement chez les survivants [316]. Nous n’avons pas 

observé de synthèse des ARNm codant le TNF-α dans les macrophages infectés par EBOV. De plus, 

nos résultats sont également concordants avec les analyses réalisées chez les patients révélant 

l’absence d’IFN-α dans le sang lors de l’infection par EBOV [321] bien que des taux élevés d’IFN de 

type I soient détectés chez les PNH pendant la phase aiguë [304]. Finalement, nous avons observé 

que l’expression des molécules de costimulation et de présentation de l’antigène ainsi que la 

production de cytokines pro-inflammatoires ne sont pas modifiées en présence des cellules NK 

suggérant que les cellules NK ne sont pas capables d’induire l’activation des CPA lors de l’infection 

par EBOV. 

Les données présentées dans le cadre de cette thèse démontrent également que les cellules NK ne 

sont pas activées et ne prolifèrent pas en réponse aux DC infectées par EBOV. De même, les cellules 

NK sont faiblement activées en présence de macrophages infectés par EBOV. En effet, nous n’avons 

observé qu’une augmentation modérée de l’expression de CD69 ainsi qu’une diminution de NKp30 

à la surface des cellules NK en présence de macrophages infectés par EBOV tandis que l’expression 

de HLA-DR, CD25, NKp44, NKp46, NKG2D, CXCR3 et CD62L n’était pas modulée. L’infection 

productive des macrophages est toutefois nécessaire à l’augmentation de l’expression de CD69 à la 

surface des cellules NK. L’absence d’activation des NK est concordante avec l’absence d’activation 
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des CPA décrite précédemment lors de l’infection par EBOV. Elle s’accorde également avec nos 

observations selon lesquelles l’expression de Mic-A/B, ligand de NKG2D, est diminuée à la surface 

des DC et des macrophages infectés par EBOV suggérant ainsi que les cellules infectées ne 

transmettent pas de signal activateur aux cellules NK. Par ailleurs, il a été montré que l’expression 

de la GP à la membrane des cellules infectées masque les molécules cellulaires de surface [333]. Il 

est ainsi possible que la GP d’EBOV camoufle les ligands activateurs à la surface des cellules 

infectées et qu’ils ne puissent alors pas se lier aux récepteurs activateurs des cellules NK. Ce 

mécanisme permettrait ainsi d’expliquer l’absence d’activation des cellules NK en présence de DC 

ou de macrophages infectés. 

Les cellules NK ne produisent pas d’IFN-γ en présence de DC ou macrophages infectés par EBOV. 

Ces résultats sont en accord avec les observations chez le macaque indiquant que l’IFN-γ n’est pas 

augmenté dans le sérum lors de l’infection par EBOV [304]. Chez l’homme, de forts taux d’IFN-γ 

sériques sont corrélés à l’issue fatale [321]. De plus, en accord avec d’autres études [74, 313], l’IL-12 

n’est pas induite par les DC ou les macrophages infectés par EBOV dans notre modèle. Le rôle de 

l’IL-12 sur la sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK est bien connu et discuté précédemment. Comme 

lors de l’infection par LASV, l’absence de production d’IL-12 par les DC et les macrophages infectés 

peut, au moins en partie, expliquer l’absence de sécrétion d’IFN-γ par les cellules NK. 

Le potentiel cytotoxique des cellules NK n’est pas augmenté en présence de DC ou de macrophages 

infectés par EBOV. En effet, l’expression des molécules GrzB et Perforine n’est pas modifiée et la 

lyse des cellules cibles K562 n’est pas augmentée en présence de CPA infectées par EBOV. Par 

ailleurs, des travaux in vitro ont montré que les DC infectées par EBOV sont lysées en présence de 

cellules NK stimulées par des VLP EBOV mais pas en présence de cellules NK non stimulées comme 

nous l’avons observé dans notre modèle. Les VLP comportant la VP40 et la GP d’EBOV [486] mais 

pas les protéines inhibitrices VP35 et VP24. En effet, des travaux ont montré que la VP40 est 

suffisante pour induire les réponses NK dans un modèle souris et protéger les animaux de l’infection 

létale par EBOV [423]. En revanche, la VP35 d’EBOV inhibe la production d’IFN de type I et les 

mécanismes de réponse à l’IFN [324]. La VP24 d’EBOV bloque également la voie de réponse aux IFN 

en inhibant la translocation nucléaire du facteur de transcription STAT1 [330]. La présence de ces 

protéines dans notre système pourrait ainsi expliquer l’inhibition des fonctions des cellules NK et 

l’absence de lyse des cellules infectées. Les IFN de type I ne sont pas induits par les DC et les 

macrophages infectés par EBOV dans ce modèle. Il serait intéressant d’étudier précisément le rôle 

de l’IFN dans l’activation et les fonctions des cellules NK dans notre modèle. Pour cela, des EBOV 

recombinants obtenus par génétique inverse et comportant des mutations dans la séquence de 

VP35 ou VP24 pourraient être utilisé [329, 343].   
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Les données présentées ici montrent qu’EBOV inactivé est capable d’induire la diminution de 

l’expression de NKp30, l’augmentation de l’expression de CXCR3 à la surface des cellules NK 

cultivées seules ainsi que l’expression intracellulaire de GrzB. De façon similaire, l’expression de 

CXCR3 augmente également à la surface des cellules NK en réponse à LASV inactivé. Ces 

observations sont reportées en présence de DC ou de macrophages stimulés par EBOV inactivé. De 

même, la diminution de l’expression de NKp30 et l’augmentation de l’expression de CXCR3 sont 

aussi observées à la surface des cellules NK en présence de macrophages stimulés par LASV 

inactivé. Ces résultats suggèrent que LASV et EBOV inactivés pourraient être reconnu par les PRR 

exprimés par les cellules NK et les CPA par un mécanisme similaire. 
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Conclusions 

générales/perspectives 

LASV et EBOV sont responsables de FH sévères en Afrique. Les mécanismes immunitaires 

développés lors de ces maladies et la pathogenèse restent peu connus, de par les difficultés de 

manipulation de ces virus en laboratoire P4, l’absence de modèles rongeurs pertinents et la 

difficulté d’accès aux patients situés dans des zones difficiles d’accès. Notre équipe s’attache à 

développer des modèles in vitro afin de mieux comprendre les réponses immunitaires mises en 

place lors de ces FH. Nous avons développé dans le cadre de cette thèse un modèle in vitro 

permettant d’étudier les interactions entre les CPA et les cellules NK lors de l’infection par ces virus. 

Lors de l’infection par LASV, les cellules NK ne s’activent pas au contact direct du virus, ni en 

présence de DC. La stimulation par des macrophages infectés conduit à l’activation et la 

prolifération des cellules NK et entraîne l’augmentation de leur potentiel cytotoxique. Les contacts 

cellulaires avec les macrophages ainsi que les IFN de type I et les CXC chemokines sécrétés lors de 

l’infection par LASV sont impliqués dans l’activation des cellules NK. Dans ces conditions, les 

cellules NK activées restent toutefois incapables de produire des cytokines comme l’IFN-γ, ni de 

lyser les macrophages infectés. Le rôle des cellules NK et les conséquences de leurs interactions 

avec les macrophages sont résumés dans la figure 37.  

De façon surprenante, l’activation des cellules NK est similaire lors de l’infection par ces deux virus 

et ces cellules ne sont pas en mesure de sécréter de l’IFN-γ ou de lyser les cellules infectées. Nos 

résultats suggèrent alors que les cellules NK ne semblent jouer qu’un rôle mineur dans la différence 

de pathogénicité entre LASV et MOPV car l’état d’activation des cellules NK ne semble pas différer. 

Cependant, ces résultats doivent être confirmés in vivo.  

Les cellules NK s’activent fortement en réponse aux DC et aux macrophages infectés par des LASV 

mutants induisant de fortes réponses IFN de type I. Contrairement à l’infection par la souche 

sauvage de LASV, ces virus recombinants sont capables d’induire d’une part, l’activation des cellules 

NK en présence de DC infectées et d’autre part, l’augmentation de l’activation des cellules NK en 

présence de macrophages infectés. De plus, les cellules NK acquièrent des capacités cytotoxiques et 

sont capables de lyser les cellules infectées. De façon étonnante, les IFN de type I sécrétés par les 

CPA infectées ne semblent toutefois pas participer à l’activation des cellules NK alors que c’était le 

cas lors de l’infection par la souche sauvage de LASV.  
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En revanche, lors de l’infection par EBOV, ni les cellules NK, ni les DC ou les macrophages ne 

s’activent en réponse au virus. La costimulation des cellules NK par les DC ou des macrophages 

infectés ne suffit pas non plus à entraîner l’activation mutuelle de ces populations cellulaires. Les 

cellules NK demeurent incapables de produire des cytokines ou de lyser les cellules infectées et 

contrôler l’infection par EBOV. Ces résultats montrent que les cellules NK semblent également 

n’avoir qu’un rôle minoritaire lors de l’infection par EBOV. 

  

Figure  37. Modèle décrivant les réponses immunes induites lors de l’infection par LASV.  

 

Les résultats obtenus in vitro dans le cadre de cette thèse ont permis de mieux comprendre le rôle 

des cellules NK et leurs interactions avec les CPA dans l’induction des réponses immunes induites 

lors des infections par LASV et EBOV, dans la pathogenèse et dans le contrôle de la réplication 

virale. Ils ont notamment confirmé le rôle essentiel des macrophages lors de l’infection par LASV. 

D’autres questions restent toutefois en suspens et des investigations sont nécessaires afin de mieux 

comprendre certains mécanismes probables envisagés dans le cadre de cette thèse.  
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 Pourquoi les cellules NK sont-elles activées par les macrophages en 

réponse à LASV ?  

Bien que les macrophages ne soient que faiblement activés lors de l’infection par LASV, ils sont 

capables d’activer les cellules NK. Le contact cellulaire entre les macrophages et les cellules NK ainsi 

que les IFN de type I et les CXC chemokines sécrétés par les macrophages sont impliquées dans 

l’activation des cellules NK. Ces résultats suggèrent que, bien que modérée, l’activation des 

macrophages pourrait permettre d’initier une boucle positive d'activation entre les macrophages et 

les cellules NK conduisant d’une part à la forte activation des cellules NK et d’autre part à la 

potentialisation de l’activation des macrophages. Des expériences in vitro sont nécessaires afin de 

disséquer ce mécanisme d’activation réciproque des macrophages et des cellules NK notamment en 

déterminant les facteurs solubles et les interactions récepteurs/ligands impliqués.  

 Pourquoi les LASV recombinants activent les cellules NK ? 

L’activation des cellules NK est encore plus importante en présence de CPA lors de l’infection par les 

LASV recombinants induisant la production de fortes quantités d’IFN de type I par les cellules 

infectées. Cependant, ces IFN de type I ne semblent pas participer à l’activation des cellules NK. Il 

est donc nécessaire de déterminer les facteurs impliqués dans l’activation des CPA et des cellules 

NK. Il faudra donc analyser la réponse pro-inflammatoire des DC et macrophages afin de 

déterminer quelle voie d’activation est utilisée par les virus mutants. La voie NF-κB est un candidat 

probable. Ces résultats suggèrent que la NP de LASV est probablement capable d’interférer avec 

d’autres voies d’activation que celles impliquées dans la réponse IFN de type I. D’autres 

investigations sont requises afin de disséquer le rôle de la NP et son implication dans les réponses 

immunes et la pathogenèse de la fièvre de Lassa. L’étude des partenaires cellulaires de la NP des 

Arénavirus par double hybride, actuellement initiée au laboratoire, permettra probablement de 

répondre à ces questions. 

 Pourquoi les cellules NK ne lysent pas les cellules infectées lors 

de l’infection par LASV ?  

De façon surprenante, les cellules NK activées en présence de macrophages infectés par LASV ne 

sont pas en mesure de lyser les cellules infectées. Plusieurs hypothèses pouvant être à l’origine de 

cette observation ont été discutées précédemment. Il est apparu, entre autres, que LASV pourrait 

être capable d’inhiber la mort cellulaire des cellules infectées. Cette hypothèse est en cours 

d’investigation au laboratoire. Des résultats prometteurs sont attendus afin de mieux comprendre 

les mécanismes de la mort cellulaire induite par les cellules NK et ils pourraient de plus permettre la 

découverte d’une nouvelle thérapeutique permettant le contrôle de l’infection virale.  Par ailleurs, 



 

C
o

n
cl

u
si

o
n

s 
g

én
ér

al
es

/p
er

sp
ec

ti
ve

s 

200 

 

lors de l’infection par les LASV recombinants, les cellules NK lysent les cellules infectées dans les 

cultures et elles semblent capables de contrôler l’infection virale. La comparaison de la lyse induite 

par les cellules NK lors des infections par LASV sauvage et par les LASV mutants peut permettre de 

mieux comprendre l’absence de lyse lors de l’infection par LASV. Il serait ensuite également 

intéressant de déterminer si les cellules NK ainsi activées par ces mutants sont en mesure de lyser 

des cellules infectées par la souche sauvage de LASV et ainsi de contrôler l’infection. 

 Pourquoi les cellules NK ne sont pas activées lors de l’infection 

par EBOV ? 

Les cellules NK ne s’activent pas lors de l’infection par EBOV. La comparaison des réponses des 

cellules NK en réponse à EBOV avec celles mises en place lors de l’infection par RESTV, proche 

d’EBOV mais non pathogène, constitue une perspective intéressante afin de mieux comprendre le 

rôle des cellules NK dans la pathogenèse de l’infection par EBOV. Des investigations 

complémentaires sont également nécessaires afin de déterminer si l’absence de réponse IFN de 

type I permet d’expliquer l’absence d’activation des cellules NK. Des études avec des EBOV 

recombinants comportant des mutations dans la séquence des protéines VP35 ou VP24, impliquées 

dans l’inhibition des réponses IFN de type I, permettront de disséquer cette hypothèse.  

 Quel est le rôle des cellules NK in vivo ? 

Enfin, des expériences in vivo restent cruciales pour confirmer les observations obtenues in vitro 

dans le cadre de cette thèse. Le PNH est le modèle le plus pertinent afin d’étudier la pathogenèse et 

les réponses immunes mises en place lors de l’infection par LASV, MOPV et EBOV. L’utilisation de 

ces animaux pourrait permettre de déterminer l’activation des cellules NK in vivo dans le sang 

circulant, sur le site de l’infection et dans les organes lymphoïdes secondaire. Les données in vivo 

dans un modèle PNH ou chez les patients sont requises afin de déterminer si un mécanisme 

d’activation réciproque entre les cellules NK et les macrophages est réellement mis en place lors de 

l’infection par LASV. Ces travaux permettront aussi d’étudier le rôle des cellules NK sur la mise en 

place et l’orientation de la réponse cellulaire T. Des investigations in vivo pourraient également 

permettre de mettre en évidence un éventuel rôle immunopathologique des cellules NK lors de 

l’infection par LASV par exemple dans l’inflammation du foie ou dans l’apparition de la surdité chez 

les survivants. Enfin, il serait intéressant de caractériser l’infection par les LASV doubles mutants 

chez l’animal et les réponses immunitaires induites. Le rôle des cellules NK lors de l’infection par 

EBOV dans un modèle PNH pertinent reste peu connu et des investigations in vivo chez ces 

animaux permettront d’analyser le statut d’activation des cellules NK et de déterminer s’il peut être 

corrélé avec l’issue de la maladie. 
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 Lignées cellulaires et virus 

Les cellules VeroE6 sont des cellules épithéliales de rein de singe vert. Les cellules K562 sont des 

cellules humaines qui ont été isolées chez un patient ayant une leucémie myéloïde chronique. Ces 

deux lignées cellulaires ont été cultivées en Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM) contenant 

1% de pénicilline-streptomycine et 5% et 10% de sérum de veau fœtal (SVF) (Invitrogen, Life 

Technologies) dans un environnement à 37°C et 5% CO2.  

La souche AV de LASV a été isolée chez une patiente allemande revenant d’un voyage au Ghana, 

Côte d’ivoire et Burkina Faso [22]. La souche MOPV-AN21366 a été isolée chez un rongeur de 

l’espèce Mastomys natalensis au Mozambique [207] et a été obtenue de C. Clegg et G. Lloyd 

(National Collection of Pathogenic Viruses, Centre for applied Microbiology and Research, Porton 

Down, Salisbury, Royaume Uni). Les souches LASV recombinantes NP-R393A, NP-D389T/G392A et 

NP-D389A/G392A ont été obtenues par génétique inverse [174]. La technique est décrite dans la 

partie Introduction. La souche EBOV utilisée a été isolée lors de l’épidémie de 2001 à partir du 

sérum d’un patient (E. Leroy, Centre International de Recherches Médicales de Franceville, Gabon).   

Pour la préparation des stocks viraux, tous les virus ont été amplifiés dans des VeroE6 infectées 

pendant 1h à une MOI de 0,01, rincées puis cultivées en DMEM-2% SVF dans un environnement à 

37°C et contenant 5% de CO2. Le surnageant a été récolté au bout de 3-4 jours, centrifugé puis 

congelé à -80°C. Ce surnageant a été titré et a ainsi été utilisé en tant que stock viral après 4 et 2 

passages pour LASV-AV et EBOV respectivement. De la même façon, le stock « Mock » correspond 

à du surnageant de VeroE6 non infectées. Les virus inactivés ont été obtenus après chauffage 

pendant 2h à 60°C suivi d’au moins deux cycles de congélation/décongélation.  

L’absence de mycoplasme dans les lignées cellulaires et les stocks de virus a été vérifiée grâce au kit 

MycoAlert (Lonza) selon les instructions du fournisseur. 

Toutes les expériences avec les virus LASV sauvage, LASV recombinants et EBOV ont été 

effectuées dans le laboratoire P4 Jean Mérieux-Inserm, Lyon. MOPV a été manipulé en laboratoire 

P2 et également dans le laboratoire P4 lorsque les expériences le nécessitaient. 

 Cellules primaires 

 Isolation des PBMC, monocytes et PBL 

Les poches de sang provenant d’individus sains et consentants ont été obtenues de l’Etablissement 

Français du Sang, Lyon. Les PBMC ont été isolées par gradient de densité par centrifugation du 

sang total du sang total sur Ficoll-Hypaque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suède). Après trois 
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lavages, les monocytes et les PBL ont été séparés par centrifugation sur une solution de Percoll (GE 

Healthcare) dilué à 50% dans du phosphate buffered saline (PBS) (Invitrogen).  

 Purification et différenciation des monocytes 

Les monocytes ont été purifiés par sélection magnétique négative à l’aide du kit « Monocyte 

Isolation » (Miltenyi Biotech, Auburn, USA) selon les instructions du fournisseur. La pureté des 

monocytes a été déterminée par l’analyse de l’expression de CD14 par cytométrie en flux et elle 

varie entre 97 et 99,5%. Les monocytes ont ensuite été cultivés pendant 6 jours dans du milieu RPMI 

1640 Glutamax I contenant 1% de pénicilline-streptomycine,  10% SVF  et 10 mM d’Hepes, 1% 

d’acides aminés non essentiels (Invitrogen) dans un environnement à 37°C et 5% CO2. Du M-CSF (50 

ng/ml, Miltenyi Biotech) et 10% de plasma autologue décomplémenté ont été ajoutés pour la 

différenciation des monocytes en macrophages et une combinaison de GM-CSF et d’IL-4 (1000 

IU/ml et 500 IU/ml respectivement, Peprotech, Londres, Royaume Uni) pour obtenir des DC. Tous 

les deux jours, 40% du milieu de culture a été renouvelé et les cytokines remplacées. 

 Purification des cellules NK 

Les cellules NK ont été isolées à partir des PBL par sélection négative à l’aide du kit « NK cell 

Isolation » (Miltenyi Biotech). La pureté des cellules NK a été déterminée par cytométrie en flux 

selon l’expression des molécules CD56 et CD3. Dans nos expériences, nous avons considéré que les 

cellules NK étaient pures lorsque la contamination par des cellules T CD3+ était inférieure à 1%. Les 

cellules NK ont ensuite été congelées dans une solution contenant 90% de SVF et 10% de DMSO 

(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). 

 Infection des cellules et coculture NK/CPA 

Une fois différenciés, les DC et macrophages ont été récoltés et lavés pour éliminer les cytokines. 

Les  cellules ont ensuite été mises en contact avec les stocks viraux ou avec le surnageant Mock 

pendant 1h15 à 37°C. Après infection, les cellules ont été lavées et resuspendues à 106 cellules/ml. 

Dans la majorité des expériences, les cellules ont été infectées à une MOI de 2.  

Les cellules NK purifiées ont été décongelées, lavées et resuspendues à 106 cellules/ml puis cultivées 

en présence de DC ou macrophages à un ratio NK/DC et NK/macrophage de 1/5.  

Lors des expériences menant à analyser la réplication virale et à quantifier les particules virales dans 

les surnageants des cocultures, nous avons utilisé une MOI de 0,1 pour infecter les CPA et un ratio 

NK/CPA de 5/1. 
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 Stimulation/activation des cellules primaires 

Dans certaines expériences, les DC et macrophages ont été stimulés avec du LPS (1 µg/ml, Sigma). 

Les cellules NK ont été activées par une combinaison de PHA (1 µg/ml) et d’IL-2 (200 IU/ml, 

PeproTech). L’engagement des TLR3, TLR7, TLR8 et RIG-I dans les cellules NK a été respectivement 

induit avec du Poly (I:C) (10 µg/ml), de l’imiquimod (15 µg/ml), du ssRNA40 (1 µg/ml) (InvivoGen, 

Toulouse, France).  

La sécrétion de cytokines par les cellules NK a été induite par une combinaison de PMA (20 pg/ml, 

Sigma) et ionomycine (720 ng/ml, Sigma) ou par de l’IL-12 (50 ng/ml, PeproTech) et de l’IL-18 (50 

ng/ml, MBL, Naka-ku Nagoya, Japon).  

 Inhibition des interactions cellulaires et facteurs 

solubles 

Dans certaines expériences, les CPA et les cellules NK ont été séparées par une membrane de 

polycarbonate ayant des pores de 0,4 µm, ce qui empêchait le contact entre les deux populations 

cellulaires mais laissait passer les facteurs solubles (Corning Life Sciences, Schiphol-Rijk, Pays Bas). 

Dans certaines conditions, CXCR3 a été neutralisé par un anticorps monoclonal anti-CXCR3 (5 

µg/ml, R&D Systems, Lille, France). Les interactions cellulaires entre les populations ont été 

inhibées par des anticorps neutralisants CD40L (5 µg/ml, R&D Systems), NKG2D (10 µg/ml, R&D 

Systems) ou par une combinaison d’anticorps dirigés contre NKp30, NKp44 et NKp46 (2 µg/ml 

chacun, Miltenyi Biotech). Les IFN de type I ont été neutralisés par une combinaison d’anticorps 

anti-IFN-α (2,5-5 µg/ml, PBL Biomedical Laboratory, Piscataway, New Jersey) et anti-CD118 (chaîne 

2 d’IFNAR, 5 µg/ml, PBL). L’action des CXC chemokines a été bloquée par une combinaison 

d’anticorps anti-CXCL9, anti-CXCL10 et anti-CXCL11 (8 µg/ml chacun, R&D Systems). Un anticorps 

IgG2a (R&D Systems) a été utilisé comme anticorps contrôle. 

 Titrage des virus  

Des dilutions en série des stocks viraux ou des surnageants de culture ont été réalisées en DMEM-

2% SVF. Des cellules VeroE6 ont été infectées par ces dilutions et incubées pendant 1h à 37°C. Les 

cellules ont ensuite été recouvertes de 3,2% de carboxymethyl cellulose (BDH, Poole, Royaume Uni) 

en PBS diluée au ½ dans du DMEM-5% SVF et cultivées pendant 5 à 7 jours.  

Les plaques de titrage ont ensuite été révélées par immunohistochimie. Les cellules ont été fixées 

avec une solution de formaldéhyde 4% pendant 20 minutes à température ambiante, rincées puis 

perméabilisées par une solution de PBS-0,5% Triton X100 (Sigma) pendant 4 minutes à 

température ambiante. Après rinçage, les cellules ont été marquées par des anticorps monoclonaux 
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anti-LASV, anti-MOPV ou anti-EBOV produits à partir d’hybridomes pendant 1h à 37°C. Pour le 

titrage de LASV sauvages et LASV recombinants, les anticorps utilisés sont des anti-LASV dirigées 

contre les protéines NP (hybridomes L52-54-6A, L52-189-13 et L52-158-3A), GP1 (hybridome L52-

134-23A). Pour le titrage de MOPV, les anticorps utilisés sont un mix d’anti-MOPV dirigés contre la 

NP (hybridome YQB06-AE05) et la GP2 (hybridome L53-237-5) et d’anti-LASV dirigés contre la NP 

(hybridome L52-54-6A). Pour le titrage d’EBOV, les anticorps utilisés sont des anti-EBOV dirigés 

contre les protéines GP (hybridome m-AB06-AB10), VP35 (hybridomes M-HC01-AF06-AE11 et Z-

BC03-BD09), VP40 (hybridome B-mD04-BD07-AE11), et NP (hybridomes FB03-BE08 et Z-DD4-AE8-

AA1). Ces anticorps ont été obtenus de P. Jahrling (U.S. Army Medical Research Institute for 

Infectious Disease, Fort Detrick, Maryland, USA).  

Après rinçage, les cellules ont été incubées pendant 1h à 37°C dans une solution d’anticorps 

secondaire de chèvre anti-souris couplé à la peroxydase (Sigma) dilué au 1/1000ème dans du PBS. Les 

cellules ont ensuite été lavées et les foyers d’infection révélés par l’ajout de diaminobenzidine 

(Sigma). Les foyers infectieux ont été comptés et les titres infectieux calculés en FFU/ml. 

 Cytométrie en flux 

 Méthodes  

Les cellules ont été récoltées 2 à 3 jours après l’infection, lavées et les fragments FcR ont été saturés 

par du PBS contenant 5% de plasma autologue. Les cellules ont ensuite été marquées avec une 

combinaison d’anticorps de surface (décrits dans le tableau ci-dessous) pendant 30 min à 4°C. Pour 

analyser l’expression des molécules intracellulaires, les cellules ont été perméabilisées à l’aide du kit 

Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen), lavées puis incubées avec les anticorps dirigés contre les 

molécules intracellulaires d’intérêt. Les cellules ont finalement été fixées avec du paraformaldéhyde 

4% puis analysées avec les cytomètres EPICS-XL, GALLIOS (Beckman Coulter) ou Facs-Canto (BD 

Biosciences). Les données ont été analysées à l’aide du logiciel FlowJo. 

 Anticorps 

Les anticorps commerciaux utilisés sont décrits dans le tableau ci-dessous. Les fluorochromes 

auxquels ils sont couplés ainsi que les longueurs d’onde (λ) d’excitation et d’émission sont 

également précisées. 
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Fluorochrome 
λExcitation/ 

λEmission  

Laser 

(Excitation) 
Anticorps Fournisseur 

Pacific BlueTM 401/452 nm 
Violet          

 (405 nm) 

CD1a BioLegend 

CD16 BD Pharmingen 

FITC 494/520 Bleu (488 nm) 

CD25, HLA-abc Beckman Coulter 

CD25, CD62L, CD80, CD86, 

CD107a, CD158b,  GrzB, Perforine 
BD Pharmingen 

AlexaFluor® 488 495/519 Bleu (488 nm) CD56 BD Pharmingen 

PE 496/578 Bleu (488 nm) 

CD83, NKp30, NKp44, NKp46, 

NKG2D 
Beckman Coulter 

CD80,CD86, DC-Lamp, Ki67, IFN-

γ, MIC-A/B, HLA-DR 
BD Pharmingen 

PE-CyTM5 496/667 Bleu (488 nm) 
CD1a eBiosciences 

CD56, CD69, CD40, CXCR3 BD Pharmingen 

AlexaFluor®647 650/668 Rouge (633 nm) CD56, NKp30 BD Pharmingen 

PE-CyTM7 496/785 Bleu (488 nm) 
CD14, HLA-DR Beckman Coulter 

CD3, CD14, CD16 BD Pharmingen 

APC-H7 650/785 Rouge (633 nm) HLA-DR BD Pharmingen 

APC-Cy7 650/785 Rouge (633 nm) CD25 BD Pharmingen 

 

 Test de dégranulation 

La cytotoxicité des cellules NK contre les cellules K562 a été évaluée après 2 jours de cocultures 

avec les CPA. Des cellules K562 ont été ajoutées aux cocultures à un ratio NK/K562 de 10/1 pendant 

5 heures, en même temps qu’un anticorps anti-CD107a-FITC (BD Pharmingen). De la monensine 

(GolgiStop, PB Pharmingen) a été ajoutée aux cultures pendant les 4 dernières heures d’incubation 

pour empêcher la dégradation du CD107a internalisé. Les cellules ont ensuite été récoltées, 

marquées de façon à discriminer les populations cellulaires puis analysées par cytométrie en flux 

comme décrit ci-dessus. 

 Tests ELISpot 

La sécrétion d’IFN-γ et de GrzB a été analysée avec des kits commerciaux ELISpot (BD Biosciences) 

selon les instructions du fabricant. Des plaques de 96 puits adaptées ont été recouvertes avec des 

anticorps anti-IFN-γ ou anti-GrzB la veille de l’expérience. Les cellules NK ont ensuite été mises en 

plaque de 96 puits (2 000 ou 10 000 cellules par puits, en triplicat) puis les CPA infectées par MOPV 

ou non (Mock) ont été ajoutées au ratio NK/CPA de 1/5. Du LPS ou une combinaison IL-2/PHA a été 

ajouté pour activer les cellules selon les conditions. Deux jours après, les molécules sécrétées ont 

été détectées par des anticorps monoclonaux spécifiques suivi d’une révélation 
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immunoenzymatique. Les spots colorés ont ensuite été visualisés au microscope (Carl Zeiss 

MicroImaging GmbH, Göttingen, Allemagne) puis comptés manuellement et automatiquement à 

l’aide du logiciel KS ELISPOT.  

 Tests ELISA 

Les surnageants des cocultures ont été récoltés 3 jours après l’infection et stockés à -80°C. 

L’expression de certaines protéines dans ces surnageants a été détectée à l’aide des kits 

commerciaux : IFN-α, IFN-γ, (BenderMedSystems, Vienna, Autriche), GrzB (Mabtech, Naka Strand, 

Suède) et CXCL11 (R&D Systems) selon les instructions des fournisseurs. 

 Expression des gènes 

Les ARN totaux ont été extraits 24h après l’infection à partir de 6. 105 cellules à l’aide du kit 

RNeasy® (Qiagen, Hilden, Germany). L’ADN génomique a été éliminé par une étape de digestion à 

la DNase I (RNase-free DNase set®, Qiagen).  

La RT a été effectuée avec l’ARN extrait ajouté à un mix contenant la transcriptase inverse 

SuperScript III® (100 U), un inhibiteur de RNase (RNase out, 12 U), le tampon first strand (1X), du DTT 

(20 mM), des amorces oligodT (0,05  µg/ml) et un mélange de dNTP (1 mM chacun) (tous 

d’Invitrogen). La RT a été faite en trois étapes: dénaturation des ARNm doubles brins (10 min à 

65°C), élongation des ADNc (1h à 42°C) et inactivation de la SuperScript III® (10 min à 65°C).  

Les ADNc ont ensuite été quantifiés par PCR en temps réel (thermocycleur ABI PRISM 7000, Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France) en utilisant un mix universel TaqMan® et des primers et sondes 

FAMTM-MGB commerciales Taqman® pour les gènes IFN-γ, TNF-α, TNF-β, IL-12p35, IL-12p40, IL-

15, IL-18, CXCR3, CXCL10, FasL, TRAIL, GrzB et Perforine (Applied Biosystems). Des amorces et 

sondes spécifiques ont été utilisées pour l’analyse des gènes IFN-α1 (amorces : 5’-

GTGGTGCTCAGCTGCAAGTC-3’ et 5’-TGTGGGTCTCAGGGAGATCAC-3’, sonde : 5’-

AGCTGCTCTCTGGGC-3’), IFN-α2 (amorces : 5’-CAGTCTAGCAGCATCTGCAACAT-3’ et 5’-

GGAGGGCCACCAGTAAAGC-3’, sonde : 5’-ACAATGGCCTTGACCTT-3’) et IFN-β (amorces : 5’-

TCTCCACGACAGCTCTTCCA-3’ et 5’-ACACTGACAATTGCTGCTTCTTTG-3’, sonde: 5’-

AACTTGCTTGGATTCCT-3’) [238]. Le gène GAPDH a été utilisé comme gène de référence pour 

normaliser l’expression des gènes d’intérêt (Applied Biosystems). Les taux d’ARNm ont été calculés 

suivant la formule 2-ΔCt où Δ cycle threshold (Ct) = Ct gène d’intérêt –Ct GAPDH. 
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 Analyse statistique des données 

Les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel SigmaStat®. Des tests de Student (t-

test) et des tests non paramétriques Mann-Whitney (U-test) ont été utilisés. Les résultats sont 

considérés comme significatifs lorsque p<0,05.   
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