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Résumé en Francais

Les virus du Chikungunya (CHIKV) et de la dengue (DENV) sont deux virus émergents
qui sévissent dans les régions tropicales et subtropicales du monde entier et qui sont
transmis par les moustiques du genre Aedes. Ces derniéres années, leur transmission a
surtout progressé dans les zones urbaines et périurbaines touchant des millions
d’individus et faisant de ces deux pathogénes des sujets majeurs de préoccupation pour
la santé publique.

Le Chikungunya et la Dengue sont des infections dites aigués entrainant une mise en
place rapide de la réponse immunitaire innée qui joue un role majeur dans le contrdle et
I’évolution de la maladie. Les cellules Natural Killer (NK) représentent une population
cellulaire clé de la réponse innée et jouent un rdle crucial dans les mécanismes de
défense mis en place.

A travers des études ex vivo et in vitro, nous nous sommes intéressés a la caractérisation
des cellules NK a travers (i) une étude phénotypique et fonctionnelle des cellules NK
chez des patients infectés en phase aigué par le CHIKV, DENV-2 ou par les deux virus
et (i1) a la caractérisation des interactions entre les cellules NK et les cellules cibles
infectées par le virus.

Au cours des derniéres épidémies, plusieurs cas de patients coinfectés par les deux virus
ont été répertoriés. De plus, I’expansion géographique des moustiques Aedes pourrait
amener a une augmentation du nombre de cas de coinfections sans que les mécanismes
sous jacents aux coinfections ne soient étudiés. Afin de pouvoir réponse a certaines
questions concernant ce phénoméne, nous avons mis en place un modeéle expérimental
de coinfection par CHIKV et DENV-2 chez le macaque Rhésus.

L’ensemble de ces données va contribuer a mieux identifier I’implication des cellules
NK dans le contrdle des infections par le CHIKV et DENV-2 permettant ainsi de mieux

comprendre les mécanismes a I’origine des déréglements de la réponse immunitaire.



English summary

Chikungunya (CHIKV) and Dengue (DENV) virus are both re-emerging viruses
transmitted by Aedes mosquitoes and responsible for widespread outbreaks in tropical and
subtropical countries. Recently, transmission of both viruses has emerged in urban and
peri-urban areas infecting millions of individuals.

Chikungunya and Dengue are both acute infections where innate immunity plays a crucial
role in the control and evolution of disease. Natural Killer cells (NK) represent one of the
major cellular populations of innate immunity and play a crucial role for host defense.

We havecharacterized NK cells ex vivo and in vitro by (i) phenotypic and functional
study of NK cells in CHIKV, DENV-2 infected patients or CHIKV/DENV-2 co-infected
patients and (ii) characterization of NK cells interactions with infected target cells.
During the last outbreaks, several cases of co-infected patients were reported. Moreover,
geographic spread of Aedes mosquitoes could explain the increased number of cases
suffering from co-infection without underlying mechanisms. In order to respond to
certain questions regarding co-infections, we created a co-infected CHIKV and DENV-2
experimental model in Rhesus macaques.

Together, these data will contribute to better identify the implication of NK cells in the
control of CHIKV and DENV-2 infections. This provides a better comprehension of the

underlying mechanisms resulting in immune system disorder.
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Préambule

L’incidence de la Dengue et du Chikungunya progresse actuellement de maniére
importante, inscrivant aujourd’hui ces infections aux rangs de maladies dites « ré-
émergentes ». Le nombre de cas de dengue est estimé a 50 millions par an, dont 500 000
cas de dengue hémorragique mortels dans plus de 20% des cas (WHO, 2009). Le
Chikungunya reste une infection bénigne et le nombre de cas mortels est assez faible,
mais elle est reconnue pour étre a 1’origine d’arthralgies aigues et chroniques fortement
invalidantes (Gerardin P et al. 2008; Simon F et al. 2011). Le réle de I'immunité
contre les infections a CHIKV et a DENV reste encore mal compris et 1’absence de
modéles animaux n’a pas permis de développer de traitements thérapeutiques ou de

vaccins efficaces impliquant donc une simple prise en charge symptomatique.

Au cours des formes classiques de DENV et CHIKV, la virémie est rapidement
contrélée suggérant la mise en place d’une réponse immunitaire innée robuste et
efficace. Néanmoins, les formes cliniques de Dengue et Chikungunya sont variées: il
existe des formes asymptomatiques, des formes de dengue sévéres et des formes de
Chikungunya chroniques (Harris E et al. 2000; Simon F et al. 2011). Les mécanismes
sous-jacents au développement de ces formes ne sont pas bien compris et I’exploration
des mécanismes de I'immunité innée peut apporter des pistes pour expliquer ces

différences.

Les cellules Natural Killer (NK) constituent une population cellulaire centrale de
I’immunité innée. Elles possédent des fonctions cytotoxiques mais aussi des fonctions
immuno-régulatrices pouvant influer sur les réponses immunes adaptatives. La réponse
cellulaire NK a été trés peu étudiée dans les infections a CHIKV et DENV et a fait
I’objet de mon travail de thése. Nous avons mené, en paralléle, une analyse des cellules
NK dans les infections a CHIKV, DENV-2 ou CHIKV/DENV-2 et ceci nous a permis
de mettre en évidence des points communs et des divergences dans la réponse de ces
cellules en fonction des virus impliqués. Ceci nous a également permis de comparer les
réponses des patients monoinfectés a celles de patients coinfectés par les deux virus,
amenant de nouvelles données quant au type de réponse immune induite au cours d’une

telle coinfection.

L’efficacité de la réponse immune réside dans la redondance des réponses mises en jeu.
Nous nous sommes donc également intéressés a la réponse des lymphocytes T au cours
de ces infections ainsi qu’aux interactions des cellules NK avec les cellules dendritiques

au cours de ’infection par le DENV-2.
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1. Cellules NK et immunité antivirale: modifications
phénotypiques et fonctionnelles des cellules NK au cours des
infections virales

Le role des cellules NK au cours des infections virales repose sur trois types de

données :

. les modifications phénotypiques et fonctionnelles indiquant une activation des
cellules NK

. la corrélation entre 1’activation des cellules NK et 1’évolution de 1’infection virale

(corrélation avec la charge virale) et/ou la maladie (conséquences
immunopathologiques).

. les travaux expérimentaux et d’immunodéficiences des cellules NK

1.1. Activation précoce des cellules NK

Suite a une infection virale, les cellules NK sont parmi les premiéres cellules
cytotoxiques a étre activées et recrutées sur le site de I’infection.

Plusieurs observations au cours des infections virales indiquent que les cellules NK
peuvent Etre activées: on observe l’augmentation de 1’expression des marqueurs
d’activation CD69 et HLA-DR, une sécrétion d’interféron-gamma (IFN-y) et le

développement des fonctions cytotoxiques (Muntasell A et al. 2013).

1.2. Modalités de I’activation des cellules NK

Classiquement, dans les heures suivant une infection virale, un pic de cytokines,
principalement d’interféron de type I (IFN-a/f) et d’IL-12, précéde I’activation des
cellules NK (Samuel CE et al. 2001) Le déclenchement de la réponse interféron est
spécifique de I’infection par des virus. Ce sont des protéines antivirales que toutes les
cellules de I’organisme peuvent synthétiser mais qui ne deviennent actives qu’en
présence de virus. Les IFN-I activent des voies de signalisation qui induisent
I’expression d’une centaine de génes de réponse aux IFN-I, entrainant la synthése de
multiples protéines a action antivirale. En plus de leur activité directe sur le contrdle de
la dissémination du virus, les IFN-I jouent un réle primordial dans 1’activation des
cellules NK. La stimulation des NK par les IFN-I favorise le développement de leurs

fonctions cytotoxiques effectrices ainsi que leur prolifération.

10
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Les cellules NK sont aussi activées par I’IL-12 et le TNF-a, deux cytokines produites
par les macrophages au début de nombreuses infections et qui induisent une production
de cytokines, majoritairement I’IFN-y (Nguyen KB et al. 2002; Tripp CS et al. 1993).
La présence de ces différentes cytokines entraine 1’activation des cellules NK pendant
les stades initiaux de I’infection virale pouvant bloquer ou contenir I’infection le temps

nécessaire a la mise en place de la réponse adaptative.

Une troisiéme population cellulaire, les cellules dendritiques (DCs), représentent
¢galement un ¢lément majeur dans I’activation initiale des cellules NK. Elles sont une
source importante d’IL-12, d’IL-18 et d’IFN-I qui activent les fonctions NK
(Banchereau J et al. 1998). De nombreux travaux ont montré que les cellules NK et les
DCs s’activaient réciproquement au cours d’une réponse immune (Cooper MA et al.

2004). Ce point sera développé ultérieurement dans le paragraphe 2.5.

L’activation des cellules NK peut également provenir de 1’engagement de récepteurs
activateurs NK (se référer au paragraphe 2.2.2. pour la description des récepteurs
activateurs) par des ligands exprimés a la surface de la cellule infectée et dont

I’expression est induite par le stress cellulaire.

Enfin, les cellules NK peuvent étre activées par une interaction directe des protéines ou
des peptides viraux agissant sur les récepteurs d’activation. Par exemple, I’interaction
du récepteur NKp46 avec 1I’hémagglutinine du virus influenza ou 1’hémagglutinine-
neuramidase du virus Sendai (Mandelboim O et al. 2001). 11 a également été reporté
que I’interaction du récepteur NKp44 avec la glycoprotéine E du DENV pouvait activer

les cellules NK (Hershkovitz O et al. 2009).

Une fois stimulées et activées, les cellules NK exercent leur fonctions antivirales selon
les trois grands mécanismes qui seront décrits dans la deuxiéme partie : (i) la production
de cytokines (ii) le relargage de granules cytotoxiques et (iii) la lyse de la cellule cible.
Selon le degré d’activation et les voies effectrices impliquées, la réponse NK sera plus
ou moins efficace. Cela dépendra également du pathogéne viral et des mécanismes

d’échappement qui lui sont spécifiques.

La régulation de I’activité NK jouera également un réle majeur sur la pathogénése et
I’issue de I’infection. L’IFN-y produit par les cellules NK est notamment un puissant
activateur des macrophages qui sont une source majeure d’IL-12 (Schroder K et al.
2004). On observe ainsi un systéme de rétrocontrole positif stimulant ’activation des

deux types cellulaires au niveau du tissu infecté. La production de cytokines par les

11
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macrophages est également importante dans I’initiation de la réponse T. Une fois que
les lymphocytes T effecteurs arrivent sur le site de I’infection, ils deviennent une source
d’IL-10, une cytokine inhibitrice des fonctions NK (Moore KW et al. 2001). On observe

dans ce cas un systéme de rétrocontréle négatif limitant la réponse des cellules NK.

1.3. Implications des cellules NK sur I’évolution de I’infection et/ou de la maladie

Certaines infections sont éliminées par la réponse innée mais des foyers viraux résiduels
a faible titre viral peuvent persister et occasionner des réactivations. Certains virus
peuvent également causer des infections persistantes a long terme, associées a un niveau
¢levé de virus di a une mauvaise réponse immunologique.

Ainsi, la balance entre la réponse immune fonctionnelle et le titre viral est cruciale dans
la détermination de la persistance virale. Les cellules NK peuvent ainsi directement
controler les infections par certains virus en fonction de leur activation, notamment par
la surexpression de protéines induites a la surface des cellules infectées mais peuvent

¢galement jouer un réle direct sur I’évolution de la maladie.

1.3.1. Influence des cellules NK sur P’infection

Il a été montré que la contribution des cellules NK a 1’élimination des virus de la famille
des Herpesviridae était indispensable. L’infection par le cytomégalovirus humain
(HCMYV) illustre le mieux le réle crucial des cellules NK dans le contréle de ces
infections. De nombreux travaux ont montré que les cellules NK contrélaient le HMCV
en stimulant la production d’IFN-f par les cellules infectées, inhibant ainsi la
propagation du virus (Iversen AC et al. 2005). Les cellules NK utilisent également leurs
mécanismes cytolytiques pour lyser les fibroblastes infectés et produisent de I’'IFN-y

(Borysiewicz LK et al. 1985).

Si le role indispensable des cellules NK est clair dans les infections a herpesvirus, la
maniére dont les cellules NK influent sur 1I’évolution d’autres infections virales n’est pas
toujours aussi évidente. Par exemple, dans I’infection par le virus de I’Hépatite C
(VHCQ), il a été mis en évidence que les cellules NK, activées par I’IL-2 ou I’IFN-q.,
étaient en mesure de lyser les hépatocytes infectés avec un réplicon du VHC. Cette lyse
est dépendante des perforines/granzymes ainsi que du récepteur CD81 (Larkin J et al.
2006). Une autre ¢tude a montré que les cellules NK activées par I’IL-2 étaient capables

d’inhiber la réplication du VHC dans les hépatocytes infectés. Le mécanisme semble
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dépendre de la production d’IFN-y par les cellules NK et I’induction d’IFN-a/f par les
hépatocytes (Wang SH et al. 2008). En paralléle, de nombreux mécanismes mis en
place par le virus et venant inhiber les fonctions NK ont également été mis en évidence.
Entre autre, la protéine E2 du VHC inhibe la sécrétion de cytokines, la cytotoxicité et la

dégranulation des cellules NK (Crotta S et al. 2002; Tseng CT et al. 2002).

A T’inverse, le virus peut échapper a la lyse par les cellules NK en inhibant la fonction
des ces cellules. Ainsi, une absence d’activation totale des cellules NK est reportée dans
certaines infections, induisant des conséquences dramatiques sur I’issue de ’infection.
C’est le cas par exemple, de I’infection par le virus Ebola (EBOV). Des travaux ont
montré que le nombre de cellules NK diminuait chez les patients infectés par EBOV. De
plus il a été observé que EBOV n’entrainait pas d’activation ni de prolifération des
cellules NK chez la souris (Warfield KL et al. 2002). Elles demeurent incapables de
produire des cytokines ou de lyser les cellules infectées et donc de contrdler 1’infection
par EBOV. 1l est a noter que cette infection est associée a une absence de production
d’IFN-I ce qui pourrait expliquer I’absence d’activation des cellules NK (Chang TH et
al. 2009).

1.3.2. Influence des cellules NK sur la maladie

Il a été établi que les NK pouvaient apporter une protection précoce contre la
propagation du virus de I’immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1). Cependant, il
semble que les cellules NK aient aussi un réle immunopathogéne au cours de la phase
chronique de D’infection. En effet, les cellules NK participeraient également a la
déplétion en cellules T-CD4 et ainsi a ’augmentation de la charge virale. Les cellules
T-CD4 non infectées expriment le ligand NKp44L a leur surface, induit par un motif
spécifique de la protéine d’enveloppe gp41 du VIH-1, les rendant alors sensibles a la
lyse médiée par les cellules NK activées qui expriment le récepteur NKp44. Par contre,
le VIH-1 induit par le biais de la protéine virale Nef, I’internalisation de ce ligand dans
les cellules T-CD4 infectées les protégeant ainsi de la lyse NK (Vieillard V et al. 2005;
Fausther-Bovendo H et al. 2009).

Ainsi, les cellules NK jouent un réle primordial dans le controle de certaines infections
virales mais peuvent aussi contribuer a I’induction de réponses immunes défectueuses.
L’issue de cette réponse dépendra d’abord du type d’activation mais aussi de I’efficacité

des fonctions effectrices et des mécanismes de régulation impliqués. Le type de virus
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jouera nécessairement un role important, notamment a travers les mécanismes mis en
place pour échapper au contrdle par les cellules NK (voir paragraphe 2.5 pour les

mécanismes d’échappement viraux).

1.4. Déplétion et immunodéficience: implication directe des cellules NK

Le role déterminant des cellules NK dans le controle de certaines infections virales in
vivo a été définitivement établi dans des modéles physiopathologiques murins. Des
modeles de souris qui reproduisent certaines immunodéficiences NK humaines ont été
mis en place (Fisher A et al.). La déplétion in vivo des cellules NK par injection
d’anticorps dirigés contre des marqueurs préférentiellement exprimés sur ces
lymphocytes entraine une augmentation significative de la réplication de certains virus,
voire la mort des animaux (Biron CA et al. 1999). Réciproquement, le transfert de
cellules NK isolées de souris résistantes a 1’infection permet de protéger des souris
sensibles (Bukowski JF et al. 1985).

Une sensibilité accrue a I’infection par différents virus a également été détectée chez
des patients atteints d’immunodéficience affectant les cellules NK. Le cas le plus
emblématique reste celui, décrit en 1990, d’une adolescente atteinte d’infections sévéres
et récidivantes par plusieurs virus de la famille Herpesviridae (Biron CA et al. 1989).
Cette jeune fille était totalement dépourvue de cellules CD3'CD56 ou CD16" mais
présentait un compartiment lymphocytaire T et B normal. Une autre patiente, affectée
par des carcinomes récidivants du col de ['utérus suite a I’infection par le
papillomavirus humain, s’est également avérée déficitaire en cellules NK (Ballas ZK et
al. 1990). Ces deux cas font partie des quelques exemples connus de déficit sélectif en
cellules NK et viennent confirmer le role crucial de ces cellules dans le contrdle des

infections virales.

Ainsi, les cellules NK jouent un réle primordial dans le contréle des infections virales.
Afin de mieux comprendre le fonctionnement d’une cellule NK nous allons développer,

dans la partie suivante, les caractéristiques majeures de cette population cellulaire.
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2. Qu’est-ce qu’une cellule Natural Killer ?

2.1. Définition morphologique, phénotypique et fonctionnelle

Les cellules « Natural Killer » (NK) ont été décrites au début des années 1970, au cours
de recherches sur la capacité des lymphocytes T a lyser des cellules tumorales chez des
souris préalablement immunisées. Au cours de ces expériences, les chercheurs mettent
en évidence des cellules encore non répertoriées, exercant une cytotoxicité spontanée
dirigée contre les cellules tumorales (Kiessling R et al. 1975). Elles sont alors nommées
« Natural Killer » en référence a leur capacité fonctionnelle a lyser les cellules cibles de
maniére naturelle, c¢’est-a-dire, sans exposition préalable a la cellule cible. Elles sont
¢galement définies en opposition aux lymphocytes T cytotoxiques (LTCs) dont la
cytotoxicité est restreinte a la présentation antigénique par les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilité¢ (CMH) (Germain RN et al. 1996). Plus tard, des études ont
montré que les cellules NK ont une origine lymphoide commune avec les lymphocytes
T (Spits H et al. 1995) mais que, contrairement a ces derniers et aux lymphocytes B,
elles ne nécessitent pas de réarrangements géniques pour leur différenciation et
I’acquisition de leurs fonctions (Hackett J et al. 1986). Elles sont alors considérées

comme faisant partie de I’immunité innée.

2.1.1. Morphologie et phénotype des cellules NK

Chez I’homme, les cellules NK représentent en moyenne 5 a 20% des cellules nucléées
du sang périphérique. On les retrouve également au sein des organes lymphoides (rate,
amygdales, ganglions périphériques) et dans certains tissus (dont le foie, poumon,
placenta). Elles possédent un cytoplasme bien développé contenant des granules
cytotoxiques. Les cellules NK sont phénotypiquement caractérisées par 1’expression du
marqueur de surface CD56 et ’absence du CD3 (Robertson MJ et al. 1990) (Figure
1A). Deux sous-populations majeures de cellules NK sont communément définies selon
la densité d’expression des marqueurs de surface CD56 et CD16 (Cooper MA et al.
2001). Elles présentent des distributions et des fonctions différentes:

Les cellules NK CD56"™ CD16" représentent environ 90% des NK dans le sang, la rate
et le foie, mais 10% des NK dans les ganglions lymphatiques et les amygdales. Elles

possédent de nombreux granules lytiques les rendant fortement cytotoxiques mais un
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faible pouvoir prolifératif et produisent peu de cytokines en réponse a une stimulation
par des monokines (Cooper MA et al.).

Les cellules NK CD56""#" CD16"™", a I’inverse, représentent environ 10% des NK
dans le sang mais 90% des NK dans les ganglions lymphatiques et les amygdales. Elles
ont un fort potentiel prolifératif, sont moins cytotoxiques que les NK CD56%™ CD16"

mais produisent de grandes quantités de cytokines et chimiokines apres activation

(Cooper MA et al. 2001).

Il est a noter que des travaux récents sur la différenciation des cellules NK ont montré

bright . di : .
6" sont les précurseurs des CD56”™, mais les mécanismes

que les cellules CD5
impliqués dans cette transition restent a éclaircir (Yu et al. 2010; Beziat V et al. 2010).

L’expression CD56™" ou CD56%™ corréle également avec le nombre de récepteurs de
surface exprimés, conférant a chaque sous-population leurs propriétés fonctionnelles

spécifiques. (Figure 1B).

16



- Introduction -

B
ADCC + CD56Prisht -
Cytotoxicité Naturelle + ) ) -
CDSGbnght CD16d|m o
Q
‘] c
IFN-y 3
S ¢ ©0o0 o
00

A Qo © 400 8 oTNF-a =}
° 0% o
1054 / o o8/ em-csF © ®
. 0 (9]
{CD56M i © Perforine +/- f'_
4 1 Granzyme A/B +/- o
10 3 cps6im Granzyme K +++ =
D
1074 4

102 4 CD56dim

’ ’ : CD56%m  CD16bright
"

T T
0 10? 10° 10 10° S

o0
(X}
~\ " ° ‘.':
‘o 0 %
é Récepteurs aux = XY :: o ENy
chimiokines/ cytokines .0. O/O 00O TNF-a
% Kirs 0%

/ﬁ Récepteurs inhibiteurs

Perforine +++
Granzyme A/B +++
Granzyme K +/-

Molécules d’adhésion
Récepteurs activateurs

Cytotoxic
|

ADCC +++
Cytotoxicité Naturelle +++

Figure 1. Les sous-populations NK. A. Les cellules NK représentent 5-20% des
lymphocytes sanguins chez I’homme. En cytométrie en flux, on les défini sur la base de
I’expression de CD56 et de 1’absence de CD3. En fonction de ’intensité d’expression du
CD56, on distingue 2 sous-populations NK : NK CD56™" et NK CD56“™. B. Les sous-
populations NK CD56™¢" et CD56%™ présentent un répertoire et un arsenal cellulaire
différent pouvant expliquer les différences de fonctions observées entre les deux sous-
populations.
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2.1.2. Les fonctions effectrices des cellules NK

2.1.2.1. La cytotoxicité

Les cellules NK sont capables de fonctions effectrices directes antivirales et
antitumorales. Elles peuvent reconnaitre et éliminer, sans immunisation préalable, des
cellules tumorales ou des cellules infectées par différents agents pathogénes. Cette
fonction est nommée « cytotoxicité naturelle ». Deux mécanismes principaux sont
impliqués: (i) I’exocytose de granules cytotoxiques perforine/granzymes (granule-
associated enzymes) et (ii) la synthése de ligands se fixant aux « récepteurs de mort »
présents sur la cellule cible. Enfin, les cellules NK peuvent également détruire les

cellules cibles par (iii) une activité cytolytique dépendante des anticorps (ADCC).

(i) 1a voie perforine/granzymes

L’exocytose de granules cytotoxiques est un mécanisme commun aux cellules NK et
aux LTCs. A la différence des LTCs qui synthétisent les granules seulement aprés
rencontre avec 1’antigéne spécifique, les cellules NK forment les granules au cours de
leur développement, leur permettant ainsi de répondre trés rapidement face a une cellule
tumorale ou infectée (Colucci F et al. 2003). Les granulations azurophiles, qui sont des
lysosomes renfermant des estérases (Granzymes) et une protéine la perforine, sont
capables de lyser la membrane cellulaire.

La perforine est une protéine monomérique formant des pores, a I’instar de la protéine
C9 du complément avec laquelle elle partage des propriétés structurales et
fonctionnelles. Ce sont des travaux réalisés chez des souris déficitaires (KO) qui ont
permis de mettre en évidence le rdle crucial de la perforine dans la cytotoxicité. Les
souris KO pour la perforine présentent une sensibilité accrue aux tumeurs mais
également a différents agents pathogénes (Kagi D et al. 1994). En se fixant a la
membrane de la cellule cible et en formant des canaux transmembranaires, la perforine
permet le passage des granzymes vers le cytoplasme des cellules cibles, déclenchant
ensuite le mécanisme d’apoptose (Cullen SP et al. 2008).

Les granzymes forment un groupe de sérine-protéases composé de 5 membres
(granzyme A, B, H, K, M) qui sont aussi libérés lors de I’exocytose des granules
(Anthony DA et al. 2010). De nombreux travaux réalisés in vitro se sont surtout
focalisés sur 1’étude des granzymes A et B. Ces travaux ont montré que ’activité des

granzymes semblait étre dépendante de la perforine, qui en formant des pores leur
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permet d’accéder au cytoplasme (Cullen SP et al. 2008). 11 est intéressant de noter que

la Granzyme K est plutdt associée a un état immature de la cellule NK (CD56™ "

) alors
que les Granzymes A et B sont associées aux CD56"™ (Beziat V et al. 2011).
Ainsi, la perforine et les granzymes semblent agir en synergie, les granzymes entrant

dans la cellule cible par des pores formés par la perforine.

(ii) La voie engageant les « récepteurs de mort »

Les cellules NK expriment des ligands qui se lient a des « récepteurs de mort » présents
a la surface des cellules cibles. L’engagement de ces récepteurs induit 1’apoptose par
activation de voies dépendantes des caspases (Thorburn A et al. 2004). Ces ligands
appartiennent a la superfamille du TNF-o (Tumor Necrosis Factor) et sont des protéines
membranaires de type Il (Baker SJ et al. 1998).

Le systeme Fas. Le ligand Fas (FasL) se lie au récepteur Fas présent a la surface des
cellules cibles, induisant ainsi le recrutement de protéines impliquées dans la
transduction du signal apoptotique (Chavez-Galan L et al. 2009). Cette interaction joue
un réle majeur dans la cytotoxicité des NK mais également des LTCs.

Le systeme TRAIL (Apo-2L). Le ligand TRAIL (TNF-related apoptosis inducing
ligand) peut interagir avec cinq récepteurs (TRAIL-R1, -R2, -R3, -R4, -R5). La voie
impliquée dans I’induction de 1’apoptose est similaire a celle de Fas. L’expression de
TRAIL est dépendante du statut d’activation de la cellule. TRAIL est notamment induit
par une activation avec de I’'IL-15 (Lum J et al. 2004)

Le systéme TNF-R. Le TNF-a peut se lier aux récepteurs TNF-RI et TNF-RII. TNF-RI
est directement impliqué dans 1’induction de I’apoptose alors que TNF-RII joue un role
dans la régulation de 1’apoptose via TNF-RI et dans I’activation des voies NF-kB et AP-
1. De par leur affinité différente, TNF-RI est activé plus fortement par la forme soluble
du TNF-o, tandis que TNF-RII est stimulé majoritairement par la forme membranaire

du TNF-a a travers un contact direct de cellule a cellule (Declercq W et al. 1998).

Actuellement, le role et I’importance relative de chacun de ces systémes dans la lyse
directe médiée par les cellules NK n’est pas clairement établi bien que la voie

perforine/granzyme semble étre prédominante.
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(iii) L’ADCC

Les cellules NK expriment le récepteur de faible affinité FcyRIII (CD16), qui reconnait
préférentiellement les sous-classes d’immunoglobulines (Ig) IgG1 et IgG3 tandis que
IgG2 et IgG4 sont faiblement reconnues, induisant I’attaque cytotoxique des cellules
cibles recouvertes d’anticorps (Kipps TJ et al. 1985). Ce mécanisme est appelé
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, Antibody Dependent cell-
mediated cytotoxicity). Les cellules NK CD56™" expriment peu ou pas de CD16 et
sont donc bien moins efficaces pour ’ADCC que les CD56“™ (Nagler A et al. 1989).
D’autres populations cellulaires portent le récepteur FcyR et sont capables d’ADCC
(Perussia B et al. 1984, Rumpold H et al. 1982). Le r6le biologique de I’ADCC a été
mis en évidence dans le rejet de greffe, les maladies auto-immunes, la défense
antitumorale, antiparasitaire et antivirale. Par exemple, le Rituximab, un anti-CD20, est
couramment utilisé en clinique dans le traitement des lymphoproliférations B

(Binyamin L et al. 2008 ; Benichou G et al. 2011).

2.1.2.2. La production de cytokines

La production de cytokines et chimiokines par les cellules NK permet de réguler les
réponses immunes, la migration et la survie des cellules. En ce sens, les cellules NK ne
sont pas simplement des cellules tueuses de I’immunité innée mais également des
cellules permettant la régulation des réponses inflammatoires et la mise en place des

réponses immunes adaptatives (Fauci AS et al. 2005)

* Les cytokines

Une fois activées, les cellules NK produisent majoritairement de I’IFN-y mais aussi du
TNF-a, TGF- (Transforming growth factor), GM-CSF (Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor), 1L-3, -5, -8, -10 et -13 (Cooper MA et al. 2001). Les types
et les quantités de cytokines produites dépendent des conditions de stimulation, des
cytokines présentes dans I’environnement et de 1’état d’activation des cellules NK. La
production d’IFN-y se fait majoritairement aprés stimulation par de I’IL-12 et IL-18.
Son action oriente la réponse immunitaire vers une réponse de type Thl, active les
cellules présentatrices de I’antigéne (CPA) et augmente I’expression des molécules de
CMH de classe I (Wallach D et al. 1982). De plus, I'I[FN-y active les macrophages afin

d’éliminer les pathogénes intracellulaires et a des effets anti-prolifératifs sur les cellules
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infectées, malignes ou transformées (Filipe-Santos O et al. 2006; Maher S et al. 2007).
L’association de I’'[L-12 et I’IL-15 favorise une production importante d’IL-10 tandis
que I’IL-15 associée a I’IL-18 induit la production de GM-CSF, TGF-§ et de I’'IL-13
(Cooper MA et al. 2001). Le GM-CSF est important pour la maturation des cellules
dendritiques et des macrophages ainsi que pour la prolifération des polynucléaires (Tarr
PE et al. 1996). Le TGF-p et I’IL-10 sont deux cytokines produites tardivement, qui
jouent un réle important dans I’immunomodulation de la réponse inflammatoire
(Horwitz DA et al. 1999 ; Mehrotra PT et al. 1998). Contrairement a I’IL-2, I’'IL-12 et
I’IL-15 qui apportent des signaux positifs aux cellules NK, I’'IL-4 et I’IL-13 inhibent
I’expression et la fonction des cellules NK (Cooper MA et al. 2001). La présence de

cibles peut également déclencher la production de cytokines.

¢ Les chimiokines

La fonction principale des chimiokines est d’attirer les autres populations cellulaires sur
le site de I’inflammation. Quatre sous-familles de chimiokines ont été définies selon des
considérations structurales et génétiques: les CXC-, CC-, C- et CX;C-chimiokines.
Parmi les chimiokines produites par les NK se trouvent CCL2/MCP-1, CCL3/Mip-la,
CCL4/MIP-1p, CCL5/RANTES, CCL8/MCP-2, CCL22/MDC, CXCLS8/IL-8 et
CXCL10/IP-10 (Maghazachi AA et al. 2002). Leur production est rapide et précéde
celle des cytokines (Lum J et al. 2004). Elle est déclenchée par I’'IL-12/IL-18, IL-12/IL-

15 ou par les cellules cibles.
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2.2. Les récepteurs NK et leur mode d’activation: intégration de signaux négatifs et
positifs

On distingue classiquement deux familles de récepteurs NK : les récepteurs inhibiteurs
et les récepteurs activateurs (cf Annexe Tableau des récepteurs des cellules NK). Cette
dualité doit plutdt étre percue sous forme de complémentarité dans le sens ou les
réponses NK sont contrélées par une balance entre les signaux inhibiteurs et activateurs

transmis par les différentes familles de récepteurs (Vivier E et al. 2011).

2.2.1. Les récepteurs inhibiteurs

La cytotoxicité naturelle des cellules NK a été étudiée initialement vis-a-vis de lignées
tumorales. Des travaux précurseurs ont démontré que la cytotoxicité naturelle était liée a
I’expression du CMH de classe I par les cellules tumorales introduisant la théorie du
« soi manquant » (missing self) (Ljunggren HG et al. 1990). Les cellules NK lysent les
cellules tumorales qui n’expriment pas le CMH de classe I alors que les mémes lignées
qui ’expriment ne sont pas lysées. Dans les années 1990, la découverte de récepteurs
inhibiteurs reconnaissant les molécules du CMH de classe 1, a permis d’expliquer la
théorie du « soi manquant ». Les récepteurs inhibiteurs appartiennent a deux grandes
familles moléculaires de glycoprotéines membranaires: la superfamille des
immunoglobulines qui comprend les KIR-L (killer cell immunoglubulin-like receptors-
Long), et les LIR/ILT (Leucocyte Immunoglobulin-like Receptor/Immunoglobulin-like
Transcript) et la superfamille des lectines de type C qui comprend les complexes

CD94/NKG2A et CD94/NKG2B.

* La superfamille des immunoglobulines (Ig)

Les KIRs (killer cell immunoglubulin-like receptors)

Chez I’homme, les génes KIRs codent pour des glycoprotéines qui se lient aux
molécules du CMH de classe I (Wagtmann N et al. 1995). Jusqu’a présent, 15 genes
KIRs et 2 pseudogénes ont été décrits. Ils sont regroupés sous le «cluster de
différenciation » 158 (CD158), sur le chromosome 19 en position 19q13.4, dans le
« leucocyte Receptor Cluster » (LCR) (Kulkarni S et al. 2008). Les récepteurs KIRs
sont essentiellement exprimés sur les NK CD56"™ et faiblement sur les CD56™¢" mais
aussi sur des sous-populations de lymphocytes T-yd et T-CDS8 (Battistini L et al. 1997 ;
Anfossi N et al. 2004). Les génes KIRs sont répartis dans deux haplotypes A et B.

L’haplotype A est invariant et contient essentiellement des génes KIRs inhibiteurs alors
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que I’haplotype B est variable et contient de nombreux génes KIRs activateurs (Martin
AM et al. 2004). Une nomenclature internationale regroupe ces génes en fonction du
nombre de domaine Ig extracellulaire et de la longueur du domaine intra-cytoplasmique.
Ainsi, KIR2D et KIR3D ont respectivement 2 et 3 domaines Ig et KIRXxDL ou KIRxDS
désignent les KIRs qui ont respectivement un Long (L=Long) ou un court (S=Short)
domaine intra-cytoplasmique (Wagtmann N et al. 1995; Colonna M et al. 1995). Les
KIR-L sont inhibiteurs grace a la présence de deux ITIM (Immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif) dans leur domaine intra-cytoplasmique. Les KIR-S qui ont des
fonctions activatrices seront donc présentés en détail dans le paragraphe 1.2.2. se
référant aux récepteurs activateurs. Le géne KIR2DL4 représente une exception car a
I’inverse des autres récepteurs KIR2D, il est exprimé sur toutes les cellules NK et
reconnaitrait une molécule HLA de classe I non classique (Human Leukocytes Antigen),
le HLA-G (Le Page ME et al. 2014.). De plus ce récepteur posséde a la fois des
capacités inhibitrices et activatrices grace a un acide-aminé présent dans le domaine
transmembranaire qui interagit aussi bien avec les motifs ITIM que les motifs ITAM
(Immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (Rajagopalan S et al. 2012) (Figure
2).

Sept génes KIRs inhibiteurs (KIR-L) ont été identifiés : KIR2DL1, -2DL2, -2DL3, -
2DL5, -3DL1, -3DL2 et 3-DL3. Les KIR-L possédent des spécificités différentes pour
leur ligands HLA-1 (Kulkarni S et al. 2008). Les récepteurs KIR2DL1, -2DL2 et -2DL3
reconnaissent les ligands HLA-C. (Figure 3). Deux groupes de ligands HLA-C sont
définis en fonction de la nature de 1’acide-aminé présent en position 80 de 1’alléle HLA-
C. Ainsi, KIR2DL1 reconnait les alléles HLA-C du groupe 2 (Lysine en position 80 de
I’allele HLA-C), et KIR2DL2, -2DL3 reconnaissent les alleles HLA-C du groupe 1
(Asparagine en position 80 de 1’allele HLA-C) (Winter CC et al. 1997). Des travaux
réalisés in vitro ont montré que les récepteurs KIR2DL2 et -2DL3 se lient avec une
affinité plus faible aux HLA-C1 que le récepteur KIR2DL1 aux HLA-C2 (Moesta AK et
al. 2008). KIR3DL1 reconnait les alléles HLA-B du groupe Bw4 et quelques HLA-A. 11
présente une plus forte affinité pour les HLA-Bw4-80I (Isoleucine en position 80) que
pour HLA-Bw4-80T (tryptophane en position 80). KIR3DL2, qui s’exprime sous la
forme d’un homodimére contrairement aux autres qui sont sous la forme de monomeres,
reconnait certains alleles du HLA-A. Les ligands de KIR2DLS et KIR3DL3 ne sont
actuellement pas identifiés (Kulkarni S et al. 2008) (Figure 3).
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Figure 2. Organisation du cluster des génes KIR. Le cluster des génes KIR est localisé
sur le chromosome 19q13.4 dans le «leukocyte Receptor complex ». Il existe deux
haplotypes KIR. L’haplotype A posséde un contenu qui ne varie pas. En revanche,
I’haplotype B est caractérisé par un nombre variable de génes. Les génes présentés en jaune
sont les génes KIR de structure (« Framework »), c’est-a-dire qu’ils sont présents dans tous
les haplotypes.

HLA-C HLA-C HLA-B
Groupe 2 Groupe 1 Groupe Bw4 L1 1EILAE,
80K 80N Bw4-801 Bw4-80T
C*02 C*01 B*51 B*13 A*03 C*04
C*04 C*03 B*52 B*27 A*11 A*11
C*05 C*07 B*53 B*37
C*06 C*08 B*57 B*44
C*15 C*12 B*58
C*17 C*13 A*24
C*14

KIR2DL1 KIR2DL2/DL3  KIR3DL1

KIR2DS1 KIR2DS2 KIR3DS1 KIR3DL1 KIR3DL2 KIR2DL4 KIR2DS4

Les ligands 2DL5, 2DS3, 2DS5 et 3DL3 restent non identifiés

Figure 3. Ligands des KIR. Les KIR ont comme ligands les molécules du HLA. Des
spécificités pour chacun des 3 HLA classiques (HLA-A, B, C) ont été établies mais
é¢galement pour HLA-G, un HLA non classique. Il est postulé que KIR2DS1, KIR2DS2 et
KIR3DS1 ont les mémes ligands que leurs homologues inhibiteurs mais avec une moindre
affinité. Les HLA-C ayant une Lysine en position 80 (80K) appartiennent au groupe C2 et
les HLA-C ayant une Asparagine en position 80 (80N) appartiennent au groupe Cl.
L’interaction entre KIR3DL1 et HLA-Bw4-80I(Isoleucine en position 80) est plus forte
que celle avec les HLA-Bw4-80T (Tryptophane en position 80). Certains KIR n’ont pas
encore de ligand connu. Adapté de Kulkarni, S et col
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Les LILR/ILT (Leucocyte Immunoglobulin-like Receptor/Immunoglobulin-like
Transcript)

Les LILR ou ILT ont été récemment regroupés sous le « cluster de différenciation » 85
(CD85) (Perussia B et al. 1996). lls sont aussi exprimés par les monocytes,
lymphocytes B, cellules dendritiques (DCs) et une fraction de lymphocytes T. Cette
famille regroupe 13 génes présents sur le chromosome 19 en position 19q13.4. Outre la
localisation chromosomique, ces récepteurs présentent aussi une homologie structurale
avec les KIRs. Leurs parties extra-cytoplasmiques se caractérisent par la présence de 2
ou 4 domaines Ig-like. (Gumperz JE et al. 1996). Parmi les 13 génes ILT, seuls 2 génes
ILT2 (LILRB1/LIR1/CD85j) et ILT4 (LILRB2/LIR2/CD85d) codent pour un récepteur
inhibiteur spécifique des molécules de CMH de classe I (Colonna M et al. 1997). Seule
la molécule ILT2 est exprimée par les cellules NK et par certaines sous-populations de
LT-CDS8 ou LT-y0, ILT4 étant plutdt exprimé sur la lignée myélomonocytaire. ILT2
comprend 4 domaines Ig extracellulaires et 4 domaines ITIM intracellulaires lui
conférant ses propriétés inhibitrices. Il n’est exprimé que sur les cellules NK CD56%™ et
contrairement aux autres récepteurs NK spécifiques du CMH-I, ILT2 se lie avec une
faible affinité¢ a presque tous les CMH-I classiques, HLA-A, -B, -C, et non classiques
HLA-E, -F et —G. De plus, ILT2 reconnait aussi des molécules homologues du CMH-I
telle que UL-18, une molécule codée pour le HCMV (Guma M et al. 2006). Cette
protéine posséde une structure homologue aux molécules du CMH de classe I et permet

au virus d’échapper a la lyse par les NK ILT2" mais pas ILT2" (Guma M et al. 2004).

LAIR-1 (Leukocyte Associated Ig-like Receptor-1)

LAIR-1 est un récepteur inhibiteur dont le géne se trouve sur le chromosome 19 au
niveau du LRC, ou I’on retrouve déja les génes KIRs et LILR/ILT. Il est exprimé sur
presque toutes les cellules du systéme immunitaire, dont les cellules NK. C’est un
récepteur de forte affinité pour le collagéne, un des constituants de la matrice
extracellulaire. Au moins 4 variants sont connus (LAIRI1-a, -b, -c¢, -d) mais leur

signification biologique reste mal comprise (Meyaard L et al. 2008).
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* La superfamille des lectines de type C

CD94/NKG2A, -B

Les récepteurs de la famille des lectines de type C de type NKG2 regroupent des
protéines transmembranaires de type II et sont représentés sur les NK par les
hétérodimeres CD94/NKG2 (Brooks A et al. 1997). Actuellement, 4 génes fortement
homologues et deux variants transcriptionnels de la famille NKG2 ont été décrits :
NKG2A (et son variant NKG2B), NKG2C, NKG2E (et son variant NKG2H) et NKG2F
(Houchins JP et al. 1991). Ces génes sont localisés avec le CD94 sur le chromosome
12 au niveau du complexe NK (NKC, NK Complex) (Sobanov Y et al. 1999). Parmi
eux, seuls NKG2A et son épissage alternatif NKG2B sont des récepteurs inhibiteurs.
Les génes et variants activateurs seront présentés dans le paragraphe 1.2.2. se rapportant
aux récepteurs activateurs.

CD94/NKG2A est exprimé sur toutes les cellules CD56"™€" et sur une partie des NK
CD56%™ mais également sur des sous-populations de lymphocytes T-CDS. Il peut
transmettre un signal inhibiteur via un domaine ITIM présent dans son domaine
intracellulaire. CD94/NKG2A reconnait HLA-E, une molécule du CMH de classe I non
conventionnelle (CMH-Ib) et peu polymorphe (Braud VM et al. 1998). La molécule
HLA-E est dépendante des peptides signaux des autres molécules HLA (HLA
classiques et HLA-G).

CDY94/NKG2B est une forme épissée de NKG2A qui a été beaucoup moins étudiée. Des
travaux ont montré que NKG2B pouvait s’associer avec CD94-T4, un transcrit alternatif
de CD94. Ce dimére, qui peut s’exprimer & la membrane de cellules transformées
transmet un signal inhibiteur et son ligand est également le HLA-E (Lieto LD et al.

2006).

CD161 (NKR-P1A)

Le récepteur CD161 est codé par un géne situé sur le chromosome 12. Il est exprimé sur
les cellules NK immatures et les lymphocytes T dans le foie foetal (Lanier LL et al.
1994). Des sous-populations de lymphocytes T expriment aussi ce récepteur, et
particuliérement les cellules invariantes iNKT spécifiques du CD1d pour lesquelles il
agit comme récepteur activateur (Exley M et al. 1997). Au contraire, des études in vitro
ont montré que I’engagement de ce récepteur a la surface des cellules NK induisait une

inhibition de la cytotoxicité NK (Lanier LL et al. 1994).
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Ainsi, la reconnaissance par ces récepteurs inhibiteurs des molécules du CMH de classe
I sur une cellule cible, permet d’inhiber la cytotoxicité NK en contrdlant ainsi la survie

des cellules du soi qui expriment constitutivement des molécules du CMH-I.

2.2.2. Les récepteurs activateurs

Les mécanismes et récepteurs de 1’inhibition ayant ét¢ identifiés, il restait a mettre en
évidence ceux liés a I’activation. En effet, certaines cibles cellulaires (notamment les
érythrocytes) n’expriment pas les molécules du CMH-I et ne sont cependant pas lysées
par les cellules NK. Cela suppose qu’en plus de la levée de I’inhibition, un signal
activateur soit nécessaire. Plusieurs familles de récepteurs activateurs ont alors été mises

en évidence.

* La superfamille des immunoglobulines (Ig)

Les KIR-S (Killer Immunoglobulin-like Receptors-short)

Les KIR-S sont les pendants activateurs des KIR-L. Contrairement aux KIR-L, ils ont
un court domaine intracytoplasmique et ne possédent pas de motifs ITIM. Leur potentiel
activateur vient d’un résidu chargé positivement au niveau du domaine
transmembranaire qui leur permet de s’associer 8 DAP12, une protéine porteuse d’un
motif ITAM (Lanier LL et al. 1998). Les KIR-S identifiés sont : KIR2DS1, -2DS2, -
2DS3, -2DS4, -2DS5 et -3DS1. Comme sa contrepartie inhibitrice, KIR2DS1 reconnait
les alléles HLA-C du groupe 2. Les KIRs inhibiteurs reconnaissent cependant HLA-C
avec une plus grande affinité pour leurs ligands que les KIRs activateurs (Vales-Gomez
M et al. 1998). Un alléle HLA-C, HLA-Cw 04 a été identifi¢ comme ligand de
KIR2DS4 mais les ligands de KIR2DS2, -2DSS5, -2DS3 et -3DS1 restent a ce jour non
identifiés (Carrington M et al. 2003 NCBI).

CD16a

Le récepteur CD16a est codé par un géne se trouvant sur le chromosome 1. Il est
exprimé sur tous les CD56%™, une fraction des CD56™€" et une faible proportion de
lymphocytes T-yd, mais aussi sur les monocytes et macrophages. Il possede de
nombreuses homologies avec le CD16b qui lui n’est exprimé que sur les neutrophiles.
Comme nous I’avons vu précédemment, le récepteur CD16 est un récepteur de faible

affinité aux IgG qui est impliqué dans I’ADCC. Pour transduire un signal activateur, le
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CD16 s’associe aux chaines FceRIy ou CD3T qui contiennent des motifs ITAM (Vivier
E et al. 1991).

DNAM-1

Ce récepteur est codé par un gene situé sur le chromosome 18. Il est exprimé sur la
majorité des cellules T, des cellules NK, des monocytes/macrophages et des cellules
dendritiques (Shibuya A et al. 1996). C’est une molécule d’adhésion impliquée dans
I’induction de la cytotoxicité des cellules NK. Ses ligands sont le récepteur du
poliovirus (PVR, CD155) et la nectine-2 (CD112) qui peuvent étre exprimés par
différents types de tumeurs (Bottino C et al. 2003).

¢ La famille des NCR (Natural Cytotoxicity Receptors)

Les récepteurs de la cytotoxicité naturelle (NCR) représentent une famille de molécules
récemment décrites a la surface des cellules NK humaines incluant NKp30, NKp44 et
NKp46 (Kruse PH et al. 2014). NKp46 est codé par un géne du chromosome 19 et les
geénes codant les récepteurs NKp30 et NKp44 sont situés sur le chromosome 6. NKp30
et NKp46 sont exprimés de maniére constitutive sur toutes les cellules NK d’un
individu sain alors que NKp44 n’est exprimé qu’aprés activation. Il existe une
corrélation entre le niveau d’expression des NCRs et le potentiel cytolytique des cellules
NK, ces derniers pouvant agir en synergie les uns avec les autres. Les ligands de ces
récepteurs restent encore mal connus. Des travaux ont montré que ces NCRs peuvent
reconnaitre des éléments issus de pathogénes. Ainsi, par exemple, NKp46 reconnait
I’hémagglutinine (HA) du virus Influenza et les virus de la famille des poxvirus, NKp44
reconnait celle du virus Sendai ainsi que la protéine constituant I’enveloppe des virus de
la Dengue et West Nile et NKp30 reconnait la protéine pp65 du HCMV (Mandelboim
O et al. 2001; Jarahian M et al. 2011; Hershkovitz O et al. 2009 ; Arnon TI et al.
2001). Cependant, I’identification des ligands cellulaires de ces NCRs reste
actuellement incompléte. Celui pour NKp46 n’a toujours pas été identifié alors que des
cellules cibles non infectées sont clairement lysées par le biais de ce récepteur. Pour
NKp30, deux ligands cellulaires ont été décrits, BAT3 et B7TH6 (Brandt C et al. 2009).
Ce dernier est exprimé exclusivement sur les cellules tumorales. Récemment,
Baychelier et al. ont identifié un ligand, NKp44L, représentant un nouvel isoforme de la
protéine MLLS5 (mixed-lineage leukemia 5), exprimée a la surface de nombreuses

cellules stressées (Baychelier F et al. 2013).
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* La famille des lectines de type C

NKG2C, -E, -F

NKG2C, NKG2E (et son variant NKG2H) et NKG2F, sont les contreparties activatrices
de NKG2A (et de son variant NKG2B). Tout comme NKG2A, NKG2C et NKG2E
forment des hétérodimeéres avec CD94 et ont pour ligand HLA-E (Braud VM et al.
1998). NKG2C est faiblement exprimé sur les cellules NK CD56™" et CD56%™ d’un
individu sain (Kusumi M et al. 2006). Cependant, il est augmenté au cours de
différentes infections dont celle médiée par le cytomegalovirus humain (HCMV), le
virus de I’hépatite B (VHB), le virus de I’hépatite C (VHC), le virus de
I’immunodéficience humaine de type-1 (VIH-1) et les Hantavirus (Hendricks DW et al.
2014; Beziat V et al. 2014 ; Fausther-Bovendo H et al. 2008 ; Oliviero B et al. 2009;
Bjorkstrom NK et al. 2011). Les travaux réalisés dans le cadre de ma thése ont
¢galement montré que NKG2C était augmenté aprés infection par le CHIKV et DENV.
Je reviendrai sur ces travaux dans la partie dédiée aux résultats de ce manuscrit. Dans
ces cas, I’expression de NKG2C est corrélée a une diminution de 1’expression de
NKG2A. En revanche, NKG2E reste trés peu étudié a ce jour, et ce a cause de I’absence
d’anticorps spécifiques pour la cytométrie. NKG2F posséde un domaine cytoplasmique
et un segment transmembranaire mais pas de domaine extracellulaire (Plougastel B et
al. 1997). 11 ne s’associe pas au CD94 et transmet un signal activateur mais sa fonction

exacte reste encore inconnue (Kim D et al.2004).

NKG2D

NKG2D est un récepteur transmembranaire activateur codé par un géne situé sur le
chromosome 12 mais qui a trés peu d’homologie avec les autres NKG2 (Houchins JP
et al. 1991; Wu J et al. 1999). 11 est exprimé a la surface de toutes les cellules NK,
d’une partic des LT-yd et T-CD8. NKG2D est I'un des récepteurs NK les mieux
caractérisé. Il reconnait une famille de molécules de stress présentant des homologies de
structures avec les CMH-I1: MIC-A, MIC-B, ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3 et ULBP-4
(Chalupny NJ et al. 2003; Bauer S et al. 1999; Raulet DH et al. 2013). Ces molécules
sont absentes sur les cellules normales mais sont exprimées a la surface des cellules
stressées (Gonzalez S et al. 2006). NKG2D permet donc aux cellules NK de détecter les
modifications cellulaires induites par des processus pathologiques infectieux, tumoraux,

liés a des carcinogenes, a des chocs oxydatifs ou thermiques (Mistry AR et al. 2007).
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Globalement, I’engagement des récepteurs activateurs a pour conséquence le
déclenchement de la cytotoxicité naturelle et de I’ADCC par les cellules NK. Ceci peut

¢galement entrainer leur stimulation, prolifération et production de cytokines.

30



- Introduction -

Récepteur (CD) Nom alternatif Ligands Fonction
(D16 FCGRIIIA IgG ADCC
E (D158h/CD158j/CD158i KIR2DS1/2DS2/2DS4 HLA-C (faible affinité)
<
E  cp1sse2/?72/cD158g KIR3DS1/2D$3/2DS5 ? Immunité antivirale ?
Il
g CD159¢ NKG2C HLA-E
¥
'g (D335 NKp46 Hémagglutinine de la grippe  Surveillance du stress cellulaire ?
F
.3.)” CD336 NKp44 Hémagglutinine de la grippe  Surveillance du stress cellulaire ?
(D337 NKp30 B7H6, BAT3, Pp65 Surveillance du stress cellulaire
(D2 LFA-2 LFA-3 (CD58) Interactions cellulaires
. N
7 SECTMA, Galectin Interactions cellulaires ?
(D44 Acide hyaluronique ?
5 (D59 C8,C9 Surveillance du stress cellulaire ?
E
. -
¢ D158 KIR2DL4 HLA-G (soluble) Remodelage de la \{ascularlsatlon
g placentaire ?
I (D160 BY55 CMH-la/b, HVEM Immunité antivirale ?
[
) . oag et
5 D26 DNAM-L CDIS5 (PVR), CD112 Surveillance fie Iintégrité des
8 tissus
2 (D314 NKG2D ULBP-s, MICA, MICB Surveillance du stress cellulaire
1]
v CD244 284 CD48
(D319 CRACC CRACC Interactions cellulaires
NTB-A TB-A
NKp80 AlCL Interaction NK/cellules myéloides

Figure 4. Récepteurs activateurs des cellules NK. Les cellules NK expriment de
nombreux récepteurs activateurs. Ils transmettent un signal intracellulaire par des ITAM
ou non. Adapté de Bryceson, YT et al. 2008
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2.2.3. Les autres récepteurs

* Les co-récepteurs

2B4 (CD244)

Le récepteur 2B4 est une protéine transmembranaire de type I appartenant a la sous-
famille CD2 qui inclut d’autres récepteurs tels que le CD48, CD58, CD84 et CD150.
Les génes codant pour ces récepteurs se trouvent tous sur le chromosome 1. Le
récepteur 2B4 est exprimé par toutes les cellules NK, les monocytes, les basophiles et
une sous-population de LT-CDS8. Son ligand, la molécule CD48, est exprimé sur
I’ensemble des cellules hématopoiétiques. Des travaux ont montré que 1’engagement de
NKp46 pouvait apporter un premier signal nécessaire a I’engagement de 2B4, suggérant
ainsi la notion de co-récepteur. Son réle reste cependant encore mal compris et selon le
niveau de maturité, il pourrait jouer un rdle inhibiteur ou activateur (Sivori S et al.

2002).

NKp80

NKp80 est un co-récepteur récemment décrit, dont le géne se trouve au niveau du NKC
sur le chromosome 12. Malgré son nom, NKp80 n’appartient pas a la famille des NCR
mais a la superfamille des lectines de type C. Il est exprimé a la surface de toutes les
cellules NK et sur certains lymphocytes T CD56" (Vitale MG et al. 2001). Des études
fonctionnelles ont montré que les cellules NK présentent une réponse cytolytique
hétérogéne en réponse a 1’anticorps anti-NKp80. De la méme maniére que 2B4, cette
réponse est corrélée a la densité de surface de NKp46 suggérant également sa fonction
de co-récepteur activateur. Son ligand est le AICL (Activation-Induced C-type Lectin)
(Welte S et al. 2006). 11 s’agit d’un ligand endogéne exprimé sur les monocytes, les
macrophages et les granulocytes. L’interaction NKp80/AICL participe a 1’activation de
la cytotoxicité des cellules NK contre les cellules myéloides malignes et au cross-talk
des cellules NK avec les monocytes. Le signal activateur s’opére par un motif atypique,
appelé hémi-ITAM, et le recrutement de la protéine kinase Syk (Dennehy KM et al.
2011).

32



- Introduction -

* Les récepteurs aux cytokines et chimiokines

Les cytokines interviennent dans la différentiation, la prolifération et la production de
cytokines/chimiokines par les cellules NK. Ainsi, les récepteurs NK expriment des
récepteurs pour différentes cytokines telles que I'IL-2R (uniquement les chaines
formant le récepteur a faible affinité), I’IL-4R, I’IL-7R, I’IL-12R, I'IL-15R, I'IL-21R,
et 'INFo/pBR. Les cellules NK expriment également une multitude de récepteurs aux
chimiokines. Les NK non activées migrent en réponse aux chimiokines de type CxC
fixant le CXCR3 (CXCL10, CXCL11), le CXCR4 (CXCL12), le CX;5CR1 (CX;CL1) et
CXCR1 (CXCL1) (Inngjerdingen M et al. 2001). Elles migrent également en réponse a
plusieurs chimiokines de type CC se liant aux CCR1 (CCL3, CCL5, CCL7), CCR2
(CCL2, CCL7, CCL8), CCR3 (CCL5, CCL7, CCLB) et CCRS5 (CCL3, CCL4, CCL5,
CCLS8) (Allavena P et al. 1994). Conformément a la différence d’expression des
récepteurs aux chimiokines entre les cellules NK CD56™¢" et CD56"™, ces deux sous-
populations migrent soit spécifiquement, soit de fagon concomitante vers la cible en

fonction de la chimiokine impliquée.

* Les TLRs (Toll-like Receptors)

Ces récepteurs qui ont été trés conservés au cours de I’évolution jouent un role
important dans I’immunité innée. Ils peuvent reconnaitre des motifs moléculaires
associés aux microorganismes pathogénes qui sont nommés PAMPs (Pathogen-
associated microbia pattern). Les cellules NK expriment des TLRs permettant une
défense immédiate contre des agents infectieux. La stimulation in vitro des cellules NK
avec des PAMPs conduit a la production de défensines et de cytokines, comme I’IFN-y
et le TNF-o ainsi qu’a une augmentation de la cytotoxicité vis-a-vis des cellules
tumorales (Qiu F et al. 2011). Néanmoins, 1’importance de ces récepteurs dans la

régulation de ’activité des cellules NK reste encore mal comprise.
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2.3. Régulation du seuil d’activation des cellules NK

Le controle de I’activation des cellules NK est lié a une balance entre des signaux
activateurs et inhibiteurs mettant en jeu les différents récepteurs énoncés précédemment.

On distingue schématiquement 4 situations:

(1) Une cellule n’exprimant aucun ligand des récepteurs inhibiteurs ou activateurs, c’est

le cas de I’érythrocyte. La cellule NK est alors inhibée (figure SA)

(i1) Une cellule cible normale exprime a sa surface des molécules du CMH-I reconnues
par un récepteur inhibiteur NK : la cytotoxicité naturelle de la cellule NK est alors

inhibée (Figure 5B)

(iii) Une cellule cible exprime des ligands pour les récepteurs activateurs mais
n’exprime pas ou peu de molécules du CMH-I: il n’y a pas d’inhibition du signal

activateur, la cellule est donc lysée (Figure 5C)

(iv) Une cellule cible stressée exprime de fagon anormale des ligands reconnus par les
récepteurs activateurs mais n’a pas perdu I’expression des molécules du CMH-I: le
signal inhibiteur bloque I’activation et la cytotoxicité naturelle. Dans cette situation, le
signal inhibiteur peut étre levé lorsque la densité en ligands activateurs ou I’affinité

récepteurs/ligands est importante (Figure SD)

En plus de cette régulation par les récepteurs inhibiteurs et activateurs, de nombreuses
études ont montré que la réactivité des cellules NK dépendait également de leur

microenvironnement et de la durée d’exposition a cet environnement.
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Pas de lyse

CMH-1

Pas de lyse

Figure 5. Régulation du seuil d’activation
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2.4. Implications du polymorphisme génétique des récepteurs KIRs dans la
susceptibilité / résistance aux infections

Un niveau de complexité supérieur est apparu suite a 1’étude des récepteurs KIRs sur le
plan génétique. Comme nous 1’avons vu dans le paragraphe 2.2.1., il existe 17 génes
KIRs (dont deux pseudogeénes) définissant deux haplotypes principaux avec des
variations génétiques, en nombre et association de génes, entre les individus (Uhrberg
M et al.1997 ; Martin AM et al. 2004). A partir d’un génotype donné, 1’étude de
différents clones NK issus d’un méme individu montre une expression restreinte et
variable de différents récepteurs KIRs (Valiante NM et al. 1997). Les ligands des KIRs,
certaines molécules du HLA de classes I, sont codées sur le chromosome 6, a la
différence des KIRs codés sur le chromosome 19. Ainsi, I’héritage et I’expression des
génes codant ces récepteurs et leurs ligands sont physiquement indépendants 1’un de
I’autre. Il est donc possible qu’un certain KIR, son ligand, ou les deux soient absents
chez un individu, résultant a une situation fonctionnelle particuliére. Ceci ajoute une
dimension supplémentaire a la variabilité et a la complexité du systéme. Par exemple,
différentes études sur les interactions entre les récepteurs inhibiteurs KIR2D et leurs
ligands HLA-C, montrent que ’interaction KIR2DL1/HLA-C2 confére des réponses
inhibitrices plus fortes que KIR2DL3/HLA-C1 (Markeljevic J et al. 1991; Gonzalez-
Amaro R et al. 1988). La variation allélique joue également un rdle dans la force des
interactions. Certains allotypes de KIR3DL1 sont par exemple exprimés a des niveaux
plus importants que d’autres, corrélant avec le niveau de liaison aux ligands HLA-Bw4
(Martin MP et al. 2002; Nelson GW et al. 2004). 11 est devenu évident que le type et la
force des interactions KIR/HLA peuvent avoir une influence significative sur la

susceptibilité/résistance aux infections.

Généralement, les génotypes qui conférent une inhibtion faible et une forte activation
apparaissent bénéfiques dans les infections virales telles que le VIH-1. En effet, il a été
observé chez les individus infectés par le VIH-1, que la combinaison de KIR3DS1 avec
son ligand HLA-Bw4-80I était associée a une progression plus lente vers le SIDA, une
charge virale plus faible et une protection contre les infections opportunistes (Velardi A
et al. 2002; Farag SS et al. 2002). De plus, des travaux ont également démontré que les
cellules NK exprimant KIR3DS1 inhibaient significativement plus la réplication du
VIH-1 dans les cellules exprimant HLA-Bw4-80I par rapport aux NK qui ne
I’exprimaient pas (Costello RT et al. 2002). Un autre modele a également montré
I’importance de I’inhibition dans 1’éducation des cellules NK (Kim S et al. 2005). Ces

auteurs ont montré que la forte interaction inhibitrice conférée par KIR3DLI1 lors du
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développement des NK conduit a une réponse plus forte quand le ligand est down-

régulée ou perdu lors de I’infection virale.

Les récepteurs KIR2D semblent a I’inverse étre impliqués dans le contrdle de ’infection
par le VHC. Chez les individus infectés avec une faible dose virale, la combinaison
KIR2DL3/HLA-C1 s’aveére étre protectrice en corrélation avec une meilleure
¢limination du virus (Khakoo SI et al. 2004). Les cellules NK des individus
KIR2DL3/HLA-C1 sécrétent plus d’IFN-y au début de I’infection et présentent une
dégranulation plus efficace que les NK KIR2DL1/HLA-C2. Ces résultats mettent en
évidence la différence d’inhibition associée a la présence du génotype KIR2DL3/HLA-
C1 comparée a KIR2ZDL1/HLA-C2 (Romero V et al. 2008).

Un autre exemple intéressant est le cas d’un enfant avec un syndrome
d’immunodéficience associée a une infection récurrente au CMV. L’ensemble de la
population NK de cet enfant exprimait KIR2DL1 et il possédait également le ligand
HLA-C2, suggérant alors une inhibition totale de 1’activit¢ NK. Une nouvelle forme de

déficit immunitaire associée au CMV est alors envisagée (Gazit R et al. 2004).

De nombreux autres exemples viennent illustrer le role important de ces interactions
KIR/HLA dans la susceptibilité/résistance aux infections virales. Des études ont
¢galement montré le role crucial de ces interactions dans les maladies auto-immunes ou
les cancers qui ont une composante inflammatoire (Kulkarni S et al. 2008). 11 est
important de rappeler que I’expression des récepteurs KIRs n’est pas restreinte aux
cellules NK mais peut étre retrouvée a la surface de certaines sous-populations
lymphocytaires T. Ainsi, toutes les études génétiques d’associations entre les génotypes
KIR et les pathologies impliquent les cellules NK mais aussi certaines sous-populations

lymphocytaires T.
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2.5. Les interactions NK/DCs

Plusieurs études ont montré que les interactions NK/DCs conduisent a I’activation, a la
maturation et méme a la mort cellulaire. Bien que les cellules NK et DCs soient
présentes dans plusieurs organes, les interactions seraient concentrées au niveau des
organes lymphoides secondaires et au niveau des sites d’inflammation (Bajenoff M et

al. 2006 ; Ferlazzo G et al. 2004).

2.5.1. Les cellules NK induisent la maturation des DCs

L’importance des interactions NK/DCs pour leur expansion et leur activation optimale a
été observée in vivo au cours de différentes infections virales (Andrew DM et al. 2003).
Plusieurs études ultérieures in vitro ont montré que les interactions entre les NK et les
DCs induisaient une activation et une production de cytokines par les deux types
cellulaires, amenant a la prolifération et la cytotoxicité des cellules NK ainsi qu’a la
maturation des DCs (Gerosa F et al. 2002; Osada T et al. 2001). A des faibles ratios
NK:DC, les cellules NK activées induisent 1’augmentation de 1’expression des
molécules de co-stimulation a la surface des DCs telles que le CD86, CD83 et HLA-
DR, puis induisent la sécrétion de cytokines telles que I’'IL-12 et le TNF-a par les DCs
(Gerosa F et al. 2002; Piccioli D et al. 2002). Ce mécanisme fait intervenir les
cytokines produites par les cellules NK mais aussi le contact entre les deux types de
cellules. Ce phénoméne semble en effet étre régulé par le récepteur activateur NKp30 et
médié par une sous-population de NK exprimant le récepteur inhibiteur CD94/NKG2A
et ne possédant pas de récepteurs KIRs (Ferlazzo G et al. 2002; Wilson JL et al. 1999).
Le fait que les cellules NK induisent 1’expression de molécules de co-stimulation, la
sécrétion de cytokines et surtout 1’expression du CCR7, suggeére que les cellules NK
incitent les DC a migrer a partir des sites d’inflammation vers les organes lymphoides

secondaires afin d’initier la réponse immunitaire adaptative (Figure 6).

2.5.2. Lyse des DCs par les cellules NK

A des ratios élevés de NK:DC, les cellules NK sont capables de lyser les DCs
immatures (iDCs) in vitro. La lyse des iDCs par les NK in vivo n’est pas clairement
établie, mais une des hypothéses est que ceci participerait a la régulation de la réponse
immune (Chiesa MD et al. 2003). La lyse des DCs induite par les cellules NK est

dépendante du contact entre ces deux types de cellules et plus particuliérement de la
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liaison des récepteurs inhibiteurs et activateurs de cellules NK a leurs ligands. Les iDCs
expriment de faibles niveaux de CMH de classe I et donc de molécules HLA-E. Elles
sont par conséquent sensibles a la lyse médiée par les cellules NK malgré I’expression
du récepteur inhibiteur NKG2A. En revanche, les DC matures (mDCs) expriment
fortement le CMH de classe I les rendant plus résistantes a la lyse médiée par les
cellules NK. La lyse des DCs requiert la présence de récepteurs activateurs dont
NKp30, NKp46 et DNAM-1 sur les cellules NK (Spaggiari GM et al. 2001; Ferlazzo G
et al. 2002). Aprés engagement de ces récepteurs activateurs, les cellules NK induisent
I’apoptose des iDCs via la voie TRAIL-DR4 (Hayakawa Y et al. 2004; Melki MT et al.
2010) ou par dégranulation via la voie perforine/granzymes (Laffont S et al. 2008)
(Figure 6).

2.5.3. LesDCsactivent les cellules NK

Les mDCs ont la capacité d’activer les cellules NK au repos. Cette activation dépend a
la fois du contact cellulaire et de la production de cytokines par les DCs. La sécrétion
d’IFN-I, d’IL-12 et d’IL-18 par les DCs active les cellules NK et permet la sécrétion
principalement d’IFN-y (Gerosa F et al. 2005; Nguyen KB et al. 2002). De plus, la
présentation en trans de I’IL-15 par I’'IL-15Ra a la surface des DCs est cruciale pour la
survie et la prolifération des cellules NK exprimant les chaines IL-15Rp et y (Brilot F et
al. 2007; Huntington ND et al. 2007). D’autres mécanismes dépendants du contact
cellule-cellule, notamment la reconnaissance de ligands par le NKG2D (Jinushi M et
al. 2003) ont été également décrits comme étant important pour 1’activation des cellules

NK par les DCs (Figure 6).
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Figure 6. Régulation des réponses immunes par les interactions entre les cellules
NK et les cellules dendritiques (DC).
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2.5.4. Exemples d’interactions NK et DCs dans le contréle d’infections virales

Plusieurs exemples viennent illustrer le role majeur de la coopération des NK avec les
DCs au cours des infections virales. Les NK reconnaissent les DCs infectées par le virus
de la grippe par le biais des récepteurs NKp46 et NKG2D (Draghi M et al. 2007). Les
interactions avec les DCs infectées permettent 1’activation des NK et la sécrétion d’IFN-
y. Au cours de I’infection par le VIH-1, il a été montré que les NK ILT-2" sont capables
de contrdler la réplication virale dans les DCs par le biais d’un contact direct NK-DCs
impliquant ILT2 (Scott-Algara D et al. 2008). Chez des patients chroniquement infectés
par le VHB, il a ét¢ démontré que la capacité des DCs a activer les cellules NK est
réduite. Ceci semble étre li¢ a la faible production de cytokines pro-inflammatoires par
les DCs apres stimulation du TLR3. Au contraire, certaines infections n’induisent pas la
fonctionnalité des interactions NK/DCs. C’est le cas par exemple, du virus de Lassa
(LASV). Des études récentes ont montré que les cellules NK sont activées par LASV
mais qu’elles ne sont pas capables de sécréter d’IFN-y, ne tuent pas les cellules cibles et
ne contrélent pas I’infection. En contrepartie, il a été observé que les DCs n’étaient pas

non plus activées au cours de cette infection (Russier M et al. 2012).

41



- Introduction -

2.6. Echappement viral a la reconnaissance par les cellules NK

Cinq catégories de mécanismes capables d’inhiber I’activation des cellules NK ont été
mis en évidence: (i) I’expression d’homologues des molécules du CMH de classe-I
codées par les virus, (ii) la modulation de I’expression des molécules du CMH de
classe-I par des protéines virales, (iii) I’inhibition médiée par les virus des récepteurs
NK activateurs (iv) la production de protéines virales se liant aux cytokines ou
production d’antagonistes se liant aux récepteurs des cytokines et (v) 1’effet direct du

virus sur les cellules NK.

(i) La production par les virus de molécules homologues aux molécules du CMH de
classe I représente le premier mécanisme identifié d’échappement aux cellules NK. Un
intérét particulier a été porté a 1’étude de 1’échappement aux réponses NK par le
HCMV. Ces travaux ont montré que le virus code une glycoprotéine homologue des
molécules HLA de classe I, la molécule UL18 (Beck S et al. 1988). Cette protéine lic la

2m et fixe le récepteur inhibiteur ILT2 avec 1000 fois plus d’affinité que les molécules

HLA de classe-I, inhibant ainsi les cellules NK ILT2" (Cosman D et al. 1997;
Chapman T et al. 1999). Le VHC et VIH-1 ont également développé des stratégies
similaires pour inhiber I’activité NK. La proté¢ine E2 du VHC lie le CD81 qui bloque la
sécrétion de cytokines et des granules cytotoxiques (Scalzo A et al. 2002). L’infection
par le VIH-1 interfére également avec les fonctions antivirales NK en modulant
I’expression des ligands des récepteurs activateurs de cellules NK a la surface des

cellules infectées.

(i1)) La modulation de I’expression des molécules de classe I est une caractéristique
commune a de nombreux virus. Généralement, les virus diminuent 1’expression des
molécules HLA-A et HLA-B, impliquées dans la présentation des peptides antigéniques
aux lymphocytes T-CD8 et au contraire, augmentent 1’expression des molécules HLA-C
et HLA-E, les principaux ligands reconnus par les récepteurs NK inhibiteurs. C’est le
cas par exemple du VIH-1 qui, par le biais de la protéine virale Nef diminue
préférentiellement 1’expression des molécules HLA-A et HLA-B mais pas celle des
molécules HLA-Cw (Cohen GB et al. 1999). A I’inverse, de nombreuses études ont
montré que les flavivirus augmentent 1’ensemble des molécules de classe I inhibant

ainsi la lyse par les cellules NK (Ye J et al.2013).
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(iii) L’interférence avec les récepteurs activateurs des cellules NK constitue également
un mécanisme d’échappement efficace pour les virus. Un exemple bien connu est celui
de la protéine UL16 du HCMYV qui se lie aux molécules ULBPs et MICB, des ligands
du récepteur NKG2D/DAP10. L’interaction entre le récepteur et ses ligands est ainsi
bloquée ce qui a pour conséquence d’inhiber la réponse NK (Cosman D et al. 2001). Le
virus influenza utilise le biais des NCRs pour échapper aux cellules NK en modifiant la
glycosylation de I’Hémaglutinine HA, un des ligands de NKp46 et NKp44. Le virus

diminue ainsi la reconnaissance par les cellules NK (Owen RE et al. 2007).

(iv) Les virus peuvent également échapper a la reconnaissance NK en codant pour des
protéines virales qui modulent I’interaction entre les cytokines ou chimiokines avec
leurs récepteurs. De nombreux poxvirus ou herpesvirus codent pour des homologues de
cytokines et chimiokines avec des fonctions agonistes ou antagonistes. IlIs peuvent
¢galement sécréter des protéines ou récepteurs se liant avec une grande affinité aux
cytokines et chimiokines (Lalani AS et al. 2000). Ainsi plusieurs exemples montrent
une inhibition ou un antagonisme des cytokines IL-12, IL-18, TNF-a, IL-10/p} et IL-15,
impliquées dans I’activation de la production d’IFN-y ou de la cytotoxicité par les
cellules NK (Biron CA et al. 1999). lls peuvent aussi, alternativement, faciliter la

surproduction ou coder des homologues de cytokines ayant une activité inhibitrice sur

les cellules NK telle que I’IL-10 (D’Andres A et al. 1993).

(v) Les cellules NK peuvent étre infectées par le virus d’Epstein-Barr (EBV), ce qui
constitue un mécanisme supplémentaire d’échappement au contréle par le systéme
immunitaire. Des cellules NK ont été détectées dans le sang de nombreux patients
souffrant de mononucléose et plusieurs cas de lymphomes ou de proliférations
chroniques de cellules NK ont été corrélés avec une infection par ’EBV. Les cellules
NK acquiérent la molécule CD21, récepteur d’entrée du virus, au cours de leur

interaction avec des lymphocytes B infectées (Tabiasco J et al. 2003).
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Ainsi, nous avons mis en évidence dans cette premicre partie que les cellules NK étaient
fortement impliquées au cours des infections virales. La réponse NK est capitale dans la
réponse initiale aux infections et notamment au cours des infections virales aigues. La réponse
NK reste encore peu caractérisée au cours des infections par le CHIKV et DENV. Nous
développerons, dans cette troisiéme partie, les caractéristiques de ces deux virus et des

maladies qu’ils induisent.
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3. Le Chikungunya et la dengue : unité et divergences de deux
arbovirus

3.1. Caractérisation des virus

Le Chikungunya et la Dengue sont deux arbovirus (arthropod-borne virus) transmis a
I’homme par les moustiques du genre Aedes. Ils sont responsables de deux maladies
tropicales émergentes entrainant des syndromes aigus fébriles dont les diagnostics
cliniques initiaux sont souvent difficiles a distinguer. Le virus du Chikungunya
(CHIKYV) et le virus de la Dengue (DENV) appartiennent néanmoins a deux familles de

virus différentes et présentent des caractéristiques qui leurs sont propres.

3.1.1. Taxonomie et classification

* Le virus du Chikungunya

Le CHIKYV est un arbovirus de la famille des Togaviridae, du genre Alphavirus (Powers
AM et al. 2000). Le groupe des alphavirus comprend au moins 30 virus divisés en deux
sous-groupes, les alphavirus de 1’Ancien Monde qui provoquent principalement des
arthralgies, et les alphavirus du Nouveau Monde qui provoquent principalement des
encéphalites (Strauss JH et al. 1994). Le CHIKV appartient aux alphavirus de 1’Ancien
Monde et fait partic du complexe antigénique Semliki Forest. On y retrouve les virus
O’Nyong-Nyong, Ross river et Mayaro, des pathogénes également important en
Afrique, Australie et Amérique du Sud respectivement (Smith DW et al. 2009).

Des études phylogénétiques ont montré que les souches de CHIKV appartiennent a trois
lignages différents selon des considérations génotypiques et antigéniques : 2 lignages
africains, Afrique de 1’Ouest et Afrique de I’Est/Centrale/Sud (ECSA) et un lignage
asiatique (Yergolkar PN et al. 2006; Arankalle VA et al. 2007). Ces résultats
supportent I’hypothése que le CHIKV est originaire d’Afrique et introduit en Asie par
I’ Afrique de I’Est.
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*  Levirus de la Dengue

Le DENYV est responsable de I’arbovirose la plus fréquente et la plus largement répandue. 11
appartient a la famille des Flaviviridae, du genre Flavivirus. Actuellement plus de 70
flavivirus ont été identifiés. Avec le DENV, les virus de la Fiévre Jaune, du West Nile, de
I’Encéphalite Japonaise et de I’Encéphalite a tique sont les plus connus (Gubler DJK et al.
2007 DMKaPM Howley Editor).

Quatre sérotypes de DENV sont décris : DENV-1, -2, -3 et -4, lesquels sont sérologiquement
liés mais antigéniquement distincts. Chaque sérotype comprend une variété de sous-types
classés par I’analyse phylogénétique de leur génome, essenticllement sur des parties ou sur la

totalité de la séquence du géne d’enveloppe E (Kalayanarooj S et al. 1997).
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3.1.2. Structure, organisation des génomes et cycles de réplication

* Le virus du Chikungunya

L’étude du CHIKV en microscopie électronique a permis d’identifier des particules
virales ayant les caractéristiques morphologiques des alphavirus. C’est un virus
enveloppé, sphérique de 60 a 70 nm de diametre, possédant une capside icosaédrique.

Comme les autres alphavirus, le CHIKV est un virus a ARN linéaire simple brin de
polarité positive, pourvu d’une coiffe a I’extrémité 5’ et d’une queue poly-(A) a
I’extrémité 3’ (Sourisseau M et al. 2007). Son génome fait environ 11,8 kb et code
deux phases de lecture ouvertes (ORF), une ORF non structurelle et une ORF
structurelle. La premiére (7424 nt) code pour les protéines nécessaires a la transcription
et a la réplication de I’ARN viral et la seconde (3732 nt) code pour quatre protéines de
structure : la protéine de capside C, les glycoprotéines d’enveloppe El1, E2 et E3
(Simizu B et al. 1984). Les protéines non structurales NSP1, NSP2, NSP3 et NSP4 sont
codées par 2 polyprotéines traduites a partir de I’extrémité 5’ du génome et constituent
I’hélicase, la protéase et I’ARN polymérase virale (Fros JJ et al. 2010). Ces protéines
virales assurent la réplication du génome qui passe par la synthése d’un brin ARN de
polarité négative complémentaire a I’ARN génomique. L’ARN viral est infectieux, et

peut donc a lui seul initier la réplication (Figure 7A).

Le CHIKYV se fixe aux membranes des cellules sensibles par I’intermédiaire de ses
protéines d’enveloppe. La glycoprotéine E2 est principalement impliquée dans
I’interaction avec le récepteur cellulaire tandis que E1 permet I’internalisation du virus
dans une vésicule d’endocytose ou le faible pH induit un changement de conformation
des protéines d’enveloppe permettant la fusion de I’enveloppe virale et de la membrane
vésiculaire (Solignat M et al. 2009). Le récepteur cellulaire reste cependant encore non
identifié. Aprés traduction de I’ARN viral, la protéine précurseur d’E2, p62, forme des
hétérodimeres avec E1 au niveau du réticulum endoplasmique. Elles interagissent avec
les nucléocapsides afin d’initier le bourgeonnement des virions au niveau de la
membrane cytoplasmique sur laquelle sont fixées les glycoprotéines de ’enveloppe

(Garoff H et al. 1974) (Figure 7B).
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Figure 7. A. Représentation de la particule virale du Chikungunya. 4 protéines non-
structurales (nsP1 a nsP4) codent pour la synthése d’ARN, la protéase hélicase, les
polymérases et 3 protéines structurales (C, E1, E2). Deux petits peptides (E3 et K6)
codent pour les glycoprotéines d’enveloppe et pour la capside. B. Représentation du
génome du CHIKV.
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Un nouveau variant de CHIKV isolé en 2006, présente une mutation dans la
glycoprotéine membranaire E1. Cette mutation A226V aurait permis 1’adaptation du
virus & une nouvelle espéce de moustique Aedes albopictus devenu le principal vecteur
impliqué dans les épidémies récentes (Arankalle VA et al.; Schuffenecker L et al.

2006; Santhosh SR et al. 2008).
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* Le virus de la dengue

Les virions sont petits, sphériques, d’environ 50 nm de diamétre. Le core du virus est

composé d’une nucléocapside entourée d’'une membrane, I’enveloppe virale.

Le génome est constitué d’une molécule d’ARN simple brin, d’environ 11 kb, coiffée
en 5’ et avec une séquence poly-(A) en 3’ (Lindenbach BD et al. 2003; Harris E et al.
2006). L’ ARN génomique présente une seule ORF qui est traduite en une polyprotéine
précurseur contenant 1’ensemble des protéines virales. Les clivages co- et post-
traductionnels de la protéine précurseur sont assurés par des protéases d’origine
cellulaire ou virale (NS2B/NS3B). Les virions matures sont formés de trois protéines
structurales : la protéine de capside C, la protéine précurseur de membrane PrM et la
protéine d’enveloppe E. La protéine C et le génome forment la nucléocapside qui
présente une symétrie icosaédrique et s’entoure d’une enveloppe lipidique dans laquelle
les protéines M et E sont ancrées (Kuhn RJ et al. 2002). Le génome encode également
sept protéines non structurales : NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5. Ces
protéines participent a la réplication du génome, a I’assemblage des virions ainsi qu’a la
modulation des réponses immunitaires de 1’hote et a la pathogénicité (Liu WJ et al.

2003; Munoz-Jordan JL et al. 2005) (Figure 8).
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Figure 8. Génome du virus de la Dengue. Le génome code pour 3 protéines
structurales et 7 protéines non-structurales. Une coiffe en 5’ et deux régions non-traduites
(UTR) en 3’ et 5°. (Adaptation de Guzman GM et al. Nature Review Microbiology).
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Le virus entre dans la cellule cible par endocytose aprés fusion avec la membrane de la
cellule cible. Différents récepteurs cellulaires ont été proposés tels que des
glycoprotéines (sulfates d’héparines), DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular
Adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) une lectine de type C localisée a la
surface des DCs ou encore le récepteur au mannose (Chen Y et al. 1997;
Tassaneetrithep B et al. 2003; Miller JL et al. 2008). Derniérement, des travaux in
vitro ont permis d’identifier deux familles de récepteurs cellulaires (protéines TIM et
TAM) qui semblent jouer un role important dans I’entrée du virus (Meertens L et al.
2012). Aprés internalisation, I’ARN viral est traduit et la polyprotéine est clivée au
niveau du réticulum endoplasmique. Suite a 1’assemblage de la capside-ARN, il se
produit une association entre les protéines prM et E formant un hétérodimeére. Une fois
formés, les virions sortent par bourgeonnement en utilisant la bicouche lipidique comme

enveloppe (Kuhn RJ et al. 2002).
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3.2. Vecteurs et réservoirs

3.2.1. Vecteurs

Le vecteur est un facteur primordial dans I’émergence ou la réémergence d’une maladie.
Les vecteurs impliqués dans la transmission du CHIKV et DENV sont les moustiques
femelles Aedes, principalement Ae. aegypti et Ae. albopictus. Le moustique Ae. aegypti
est urbain, anthropophile et posséde la capacité de piquer a plusieurs reprises au cours
d’un cycle gonotrophique. Au contraire Ae. albopictus, surnommé le moustique tigre a
cause de ses pattes rayées et de son corps ponctué de tdches blanches, colonise
préférentiellement des habitats péridomestiques et se nourrit aussi bien sur les hommes

que sur les animaux (Figure 9).

Figure 9. Aedes albopictus

Pendant longtemps, Ade. aegypti a été considéré comme le vecteur épidémique du
CHIKV. Néanmoins, depuis les derniéres épidémies dans le sud-ouest de 1’Océan
Indien (SOQOI), la capacité d’Ae. Albopictus a transmettre efficacement le CHIKV a été
mis en évidence (Pagés F et al. 2006; Vazeille M et al. 2007). Ae. Albopictus, originaire
des foréts d’Asie du Sud-Est s’est progressivement adapté a 1’environnement humain
qui représente une source de sang et des réserves d’eau propices au développement des
larves (Smith CE et al. 1956). Aujourd’hui, Ae. Albopictus est présent dans de
nombreuses iles du Pacifique, en Australie, sur le continent Américain depuis 1985 et
en Afrique depuis 1989 (Gratz NG et al. 2004; Cornel AJ et al. 1991). L’Europe n’est
pas épargnée et plusieurs pays ont récemment été colonisés par le moustique. La
compétence vectorielle vis-a-vis du CHIKV varie en fonction de la souche virale et de

la population de moustiques (Vazeille M et al. 2007). Ainsi, des moustiques récoltés
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pendant le pic épidémique de la Réunion (mars 2006) se sont montrés extrémement
réceptifs vis-a-vis d’une souche virale correspondant au génotype majoritaire de cette
épidémie, qui présentait un changement d’acide aminé en position 226 dans la
glycoprotéine d’enveloppe E1, par rapport au génotype circulant en début d’épidémie
(Schuffenecker I et al. 2006). Une réplication plus importante de ce génotype pourrait

expliquer I’extréme efficacité de transmission observée au cours de cette épidémie.

Concernant le virus DENV, Ade. aegypti est le vecteur principal impliqué dans sa
transmission. Ae. albopictus joue également un réle majeur dans la transmission mais
reste considéré comme vecteur secondaire du DENV. En général, de. aegypti est moins
susceptible que Ae. albopictus a I’infection par le DENV, ce qui peut étre considéré
comme un mécanisme de sélection afin de permettre la transmission de souches DENV
plus virulentes. En effet, une plus faible susceptibilité requiert un titre viral plus fort
chez I’hdte afin de pouvoir ensuite infecter le moustique et poursuivre le cycle de
transmission. Des titres viraux élevés ont été associés a des formes hémorragiques
sévéres de dengue chez I’homme. Au contraire, Ae. albopictus transmettrait des souches
de DENV ne se répliquant pas a des titres aussi ¢élevés donnant lieu a des formes
cliniques moins sévéres. Ainsi Ade. albopictus pourrait étre impliqué dans une
transmission « silencieuse » opérant pendant les périodes inter-épidémiques (Benedict
MQ et al. 2007). Les analyses phylogénétiques des souches circulantes de type DENV-1
a 4 ont révélé que la recombinaison génétique intra-sérotypique est possible chez le
vecteur moustique qui serait alors le site privilégié pour 1’évolution de ces virus. La
recombinaison génétique du DENV pourrait étre a 1’origine de nouveaux variants

viraux, mieux adaptés a leurs vecteurs/hdtes et présentant une virulence accrue

(Seligman SJ et al. 2004 ; Holmes EC et al. 2003).

Récemment, lors d’une double épidémie de Chikungunya et Dengue survenue en 2009
au Gabon, il a été montré qu’de. albopictus était capable de transmettre le Chikungunya
et la Dengue simultanément (Caron M et al. 2012). Le cas n’a pas encore été observé
avec Ae. aegypti. L’introduction et la propagation des moustiques Ae. aegypti et Ae.
albopictus dans la région européenne sont des problémes croissants, dont les ressorts
sont la mondialisation des échanges et des voyages, |’urbanisation et les changements
climatiques. En outre de plus en plus de voyageurs revenant de pays ou le Chikungunya

et la Dengue sont endémiques introduisent ces virus dans la région européenne.
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3.2.2. Réservoirs

¢ Les réservoirs du CHIKV

En période épidémique, I’homme est le seul réservoir du CHIKV. Dans les périodes
inter-épidémiques, plusieurs animaux servent de réservoirs. On retrouve principalement
les singes, les rongeurs, les oiseaux et d’autres vertébrés non identifiés (Tsetsarkin KA
et al. 2007). En Afrique, la transmission suit un cycle sylvatique et enzootique. Les
infections chez I’homme sont dues a des débordements occasionnels et ont lieu, la
plupart du temps, dans des zones rurales. Les épidémies endémiques sont assurées par la
présence des vecteurs de. aegypti et Ae. albopictus. En Asie, les hommes ont longtemps
été considérés comme le seul réservoir. Récemment, 1’existence potentiel d’un cycle de
transmission sylvatique zoonotique impliquant les singes a été envisagé (Yusoff AF et
al. 2013; Rozilawati H et al. 2011).

Le CHIKYV sévit sous deux formes: endémique et épidémique. La forme endémique est
africaine et rurale, considérée par une grande variété d’espéces vectorielles et de
réservoirs avec une transmission forte et durable a des populations largement
immunisées (Diallo M et al. 1999; Mclntosh BM et al.). La forme épidémique est
plutdt asiatique et urbaine, transmise par Ae. aegypti et Ae. albopictus a des populations
peu immunisées. Le virus se maintient alors par un cycle moustique-homme-moustique.
Chez I’homme, le virus provoque des épidémies soudaines et massives avec des taux
d’attaque élevés (Padbidri VS et al. 1979). Dans ce modéle, les épidémies fléchissent

puis s’arrétent progressivement & mesure que la population s’immunise.

¢ Les réservoirs du DENV

Le DENYV est un des rares arbovirus a ne pas avoir de cycle enzootique. Le virus est
maintenu par un cycle de transmission moustique-homme-moustique. Un cycle
sylvatique existe dans les foréts d’Asie et d’Afrique de l’ouest entre primates et
moustiques mais la contribution de ce cycle semble mineure en comparaison au cycle
épidémique urbain (Whitehead SS et al. 2007). Grace a la virémie élevée occasionnée
lors de l’infection chez I’homme le virus ne nécessite pas d’hote intermédiaire

amplificateur.
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3.3. Historique des épidémies

* Les épidémies de Chikungunya

La premié¢re épidémie de CHIKYV a été rapportée en 1952 entre 1’actuelle Tanzanie (ex
Tanganyika) et le Mozambique (Robinson MC et al. 1955). Des études rétrospectives
ont suggéré que des épidémies de CHIKV auraient pu avoir lieu dés 1779 mais elles
¢taient alors documentées comme des épidémies de Dengue (Carey DE et al. 1971). Le
virus a été isolé pour la premiére fois a partir de sérum de patients fébriles en 1952
(Ross RW et al. 1956).

Entre 1960 et 1990, des épidémies mineures de Chikungunya ont été reportées dans
plusieurs régions du monde (faible prévalence). Le CHIKV a ainsi été isolé dans
plusieurs régions d’Afrique Centrale et d’Afrique du Sud. Des épidémies ont été
reportées en Ouganda (Weinbren MP et al. 1958), Afrique du Sud (MclIntosh et al.
1963) Zimbabwe, Zambia, Nigeria (Moore DL et al. 1974), Sudan (MclIntosh BM et al.
1963) et République Démocratique du Congo (Muyembe Tamfum JJ et al. 2003). En
Afrique de 1I’Ouest, des épidémies ont été observées au Sénégal, Cote d’Ivoire,
République de Guinée et Nigéria (Powers AM et al. 2007; Ivanov AP et al. 1992) En
Asie, durant cette période, des épidémies ont fréquemment été reportées en Thailande,
Inde, Malaisie, Indonésie, Vietnam, Philippines, Sri Lanka, Cambodge et dans les Iles
du Pacifique (Nimmannitya S et al. 1969; Porter KR et al. 2004; Deller JJ Jr et al.
1968; Sam IC et al. 2006; Mackenzie JS et al. 2001). Les épidémies les plus
importantes sont celles de Bangkok en 1960 et celles d’Inde de 1963 a 1973 (Shah KV
etal. 1964).

Entre 1999 et 2000, une grande épidémie a lieu en République démocratique du Congo
avec plus de 50 000 cas cliniques répertoriés (Muyembe-Tamfum JJ et al. 2003).
Quatre Années plus tard, en 2004, une épidémie majeure débute en Afrique de I’Est, sur
I’Ile de Lamu puis au Kenya a Mombasa (Sergon K et al. 2007). En 2005, une
dissémination du CHIKV s’en suit au niveau de plusieurs Iles de 1’Océan Indien : les
Iles Comores, La Réunion, Les Seychelles, I’'Ile Maurice et Madagascar (Sissoko D et
al. 2008). En 2006, La Réunion est touchée a son tour et un tiers de sa population est
infectée donnant lieu & environ 266 000 cas symptomatiques (WHO, 2007). Cette
épidémie touche ensuite le Cameron en 2006 puis le Gabon en 2007 (Peyrefitte CN et
al. 2007; Leroy EM et al. 2009). Au Gabon, I’épidémie touche principalement
Libreville et donne lieu a 17 618 cas. Au méme moment en Inde, une large épidémie

touche 1,39 million de cas sur 16 états. Durant cette période, le CHIKV a également
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causé des épidémies a Andaman dans les Iles Nicobar, en Malaisie, Indonésie et au Sri
Lanka. Cette année a également été marquée par la premicre transmission connue de cas
autochtones dans la province de Ravenne en Italie (Angelini P et al. 2008; Watson R et
al. 2007). Depuis ces quatre derniéres années, des épidémies mineures ont été reportées
au Gabon (2010), en République démocratique du Congo (2011), au Cambodge (2012)
et en Sierra Leone (2012) (Caron M et al. 2012; Duong V et al. 2012; Ansumana R et
al. 2013). Actuellement, des cas importés de Chikungunya ont été décrits dans plusieurs
pays d’Europe (Napoli C et al. 2012; Schwartz O et al. 2010; Hochedez P et al. 2007).
Le CHIKV représente donc de plus en plus une menace pour les pays d’Europe et

d’ Amérique, déja colonisés par les moustiques Aedes (Figure 10).
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Figure 10. Distribution géographique des épidémies de Chikungunya dans les

régions d’Afrique et d’Asie. Les pays touchés par des épidémies sont colorés en bleu
et le nom du pays ainsi que ’année sont détaillés.
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* Les épidémies de Dengue

Endémique dans 112 pays en Afrique, aux Amériques, en Méditerranée, en Asie du
Sud-Est et dans 1’Ouest Pacifique, le DENV et ses vecteurs ont une distribution trés
large dans de nombreux pays tropicaux depuis plus de 200 ans (Gubler DJ et al. 1998).

La premiere épidémie ressemblant fortement a la Dengue fut décrite en Philadelphie en
1780. Durant les 18™ et 19°™ siécles, des épidémies furent reportées en Amérique du
Nord, aux Caraibes, en Asie et en Australic (Gubler DJ et al. 2004; Ehrenkranz NJ et
al. 1971; Hayes GR et al. 1957). Le virus fut isolé pour la premiére fois en 1944 (Sabin
AB et al. 1945). Du fait de I’exposition limitée des populations non immunisées a de
nouveaux sérotypes, les premiéres épidémies étaient espacées par de longs intervalles de
temps allant de 10 a 40 ans. En 1954, la forme hémorragique fut reportée pour la
premiére fois durant une pandémie touchant 1’Asie du Sud-Est (Halstead S et al. 1988).
A partir des années 1970, les infections a DENV sont devenues cause fréquente de
morbidité et de mortalité, notamment chez les enfants. Une pandémie majeure affecta

56 pays en 1998 touchant 1,2 million de personnes (Rigau-Perez JG et al. 1998).

Durant les 30 derniéres années, la fievre Dengue (FD) est devenue la plus importante
pathologie arbovirale humaine. Les quatre sérotypes circulent actuellement a 1’état
endémique dans toutes les régions tropicales selon une distribution suivant celle du
vecteur moustique. On estime chaque année entre 50 a 100 millions le nombre de cas de
FD, et 500 000 le nombre de cas de formes hémorragiques avec un taux de mortalité
moyen de 5% mais qui peut parfois monter a 20% lors de certaines épidémies (Hasltead
SB et al. 1999). Les populations a risque habitent les régions tropicales et subtropicales
et représentent 40% de la population mondiale. Cette derniére décennie a aussi vu la
fréquence des épidémies a multiples sérotypes augmenter (Chaturvedi UC et al. 2004)

(Figure 11).
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Figure 11. Distribution géographique des épidémies de Dengue dans le
monde (D’aprés ’OMS 2012). Les pays touchés par des épidémies sont

colorés en jaune. Les traits gris indiquent les zones a risque de transmission du
DENV.
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3.4. La maladie

3.4.1. Les manifestations cliniques

Les cycles de l'infection du CHIKV et DENV suivent le schéma suivant: (i) le
moustique prend son repas sanguin a partir d’un hote infecté, devant contenir une
concentration suffisante de virus afin de lui permettre de passer du tube digestif aux
autres tissus (cycle extrinséque), (ii) il s’ensuit une période d’incubation allant de
quelques jours a quelques semaines durant laquelle le virus se réplique dans les glandes
salivaires qui deviennent infectées de facon persistante, permettant au virus d’étre
transmis a différents hotes durant toute la vie du moustique (iii) I’infection des hotes
vertébrés conduit a une multiplication virale, voire a une virémie, avec une

symptomatologie clinique (Ryman KD et al. 2008).

Le Chikungunya chez ’homme

La forme classique

Le terme Chikungunya signifie dans la langue Makondé de la Tanzanie et du
Mozambique « celui qui marche courbé », faisant référence a la posture des patients
souffrant des douleurs articulaires invalidantes. La premicre description clinique a été
rapportée par Marion Robinson lors de 1’épidémie de 1952-1953 en Tanzanie
(Robinson MC et al. 1955). 11 s’agit alors d’un syndrome dengue-like classiquement
décrit comme bénin, d’évolution aigiie ou subaigiie (Deller JJ et al.; Jeandel P et al.

2004).

Aprés une période d’incubation silencieuse de 4 a 7 jours (extrémes 1 a 12 jours), on
observe 1’apparition des symptomes cliniques caractérisés par une forte ficvre (= 38°C),
des frissons, céphalées, myalgies, polyarthralgies atteignant classiquement les genoux,
les chevilles et les petites articulations et enfin un rash maculo-papuleux. Ce dernier
peut toucher le visage, le cou, le tronc ou les membres mais surtout le thorax qui peut
étre associé a un cedéme facial (Deller JJ et al. 1967; Simon F et al. 2007; Fourie ED
et al. 1979). Des hémorragies minimes (purpura et gingivorragies) sont rarement
observées et concernent surtout les enfants (Brighton SW et al. 1973). Les atteintes
articulaires sont trés caractéristiques du Chikungunya et peuvent entrainer une

incapacité fonctionnelle importante. Elles sont aggravées chez le sujet 4gé par la
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déshydratation. Plus récemment, deux études réalisées chez 1’adulte ont montré
qu’environ 60% des patients présentaient des arthralgies chroniques 15 a 18 mois aprés
I’infection (Borgherini G et al. 2008; Sissoko D et al. 2009). Les tableaux d’arthrites
post-infectieuses ressemblent beaucoup a ceux décrits dans le cas d’une infection RRV
(Clarris BJ et al. 1975). Les formes asymptomatiques constituent environ 5-15% des
cas, taux relativement bas comparé a d’autres viroses (Biggerstaff B et al. 2003;
Gerardin P et al. 2008).

Sur le plan biologique, paradoxalement a la forte fiévre observée, les paramétres
biologiques et inflammatoires classiques (ALAT, ASAT, CRP, fibrinogéne,
complément) sont peu ou pas augmentés (Fourie ED et al. 1979 ; Kennedy AC et al.
1980, Borgherini G et al. 2007; Taubit; W et al. 2007).Néanmoins une lymphocytose

et une thrombopénie caractérisent la phase aigiie initiale (Figure 12, 14).

Les formes graves

Mis a part les atteintes articulaires qui peuvent persister pendant plusieurs mois et étre
trés invalidantes, I’évolution générale est la plus souvent bénigne, en moins de 10 jours
(Jeandel P et al. 2004; Brighton SW et al. 1983). Aucun décés ni forme clinique grave
n’avaient été rapportées jusqu’a 1’épidémie de la Réunion en 2006 (Pialoux G et al.
2006). Parmi les formes graves on peut citer des cas d’encéphalites, des cas de
syndrome de Guillain-Barré, des hépatites graves avec indication de greffe dans prés de
la moitié des cas, quelques cas de péricardite et myocardite, des complications
iatrogénes, des surinfections bactériennes probablement fortuites sous forme de
septicémie a Listeria, des pneumonies et des chocs septiques (Schuffenecker I et al.
2006; Obeyesekere I et al. 1973). Les formes graves ont été observées chez des patients
présentant de multiples comorbidités (pathologies cardiovasculaires, diabéte) (Figure

12).
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Manifestations cliniques fréquence
Fievre Habituel
Eruption J1-14

Douleurs rétro-orbitaires

Peu fréquent

Myalgies Habituel
Arthralgies Constant
Arthrites Habituel
Ténosynovites Habituel

Hypotension

Peu fréquent

Saighements mineurs

Exceptionnel

Thrombopénie

Précoce et modérée

Lymphopénie

Habituel

Evolution

Arthralgies chroniques

Figure 12. Manifestations cliniques observées chez les patients infectés par le
CHIKY (D’aprés Simon F et al. 2011).
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* La dengue chez ’homme

La dengue se manifeste par un large spectre de manifestations cliniques variant de la
forme asymptomatique, a une forme classique de fievre non différenciée jusqu’aux
infections séveéres avec les formes de dengue hémorragique ou de dengue associée a un
syndrome de choc (DHF/DSS, Dengue Hemorrhagic Fever/ Dengue Shock syndrome).
Les formes cliniques de dengue étaient précédemment décrites selon des stades I-IV
mais une classification simplifiée a été proposée en 2009 par 1’Organisation mondiale
de la Santé (OMS) regroupant les formes DHF et DSS sous forme de « dengue sévére »

(WHO, 2009) (Figure 13).

Forme classique : fiévre Dengue

Aprés une période d’incubation allant de 3 a 8 jours (extrémes 2 a 15 jours) la forme
classique de fiévre Dengue (DF, Dengue fever) se manifeste par une fievre élevée (=
39°C) qui apparait brutalement, des céphalées, myalgies ou lombagies et une congestion
des conjonctives. Durant la phase fébrile, la déshydratation peut causer des troubles
neurologiques ainsi que des convulsions chez les enfants (WHO, 2009). Les
manifestations dermatologiques sont fréquentes et apparaissent généralement 3 a 5 jours
apres le début de la fievre. Elles incluent des érythémes de la face et du cou ou encore
un rash maculo-papuleux de la face, des bras et des jambes (Henchal EA et al. 1990).
La DF est parfois nommée « maladie qui casse les os» en référence aux douleurs
musculaires et articulaires trés invalidantes ou encore « fiévre des sept jours » en
référence aux symptomes qui perdurent généralement pendant sept jours (Rush B et al.
1789). La fiévre peut néanmoins &tre biphasique sur cette période et la convalescence
reste longue, asthénie et douleurs pouvant persister pendant plusieurs semaines (Qui FX
et al. 1993; Armien B et al. 2008).

Sur le plan biologique, une leucopénie, une thrombocytopénie et une cytolyse hépatique

sont observées dans une proportion significative de patients (Figure 15).

Formes séveres et complications inhabituelles

On ne peut discerner les symptomes initiaux des formes classiques et formes séveéres
mais la forme DHF est par la suite associée & des manifestations hémorragiques, une
fuite plasmatique résultant d’une augmentation de la perméabilité vasculaire et une

thrombocytopénie (< 100 000 plaquettes/mm”). La fuite plasmatique est caractérisée par
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une hémoconcentration, le développement d’ascite ou d’effusion pleurale. La forme
DSS se distingue de la forme DHF par la présence d’une insuffisance cardiaque. Des
effusions séreuses dans les cavités pleurale et abdominale associées a des hémorragies
internes peuvent aboutir a un choc hypovolémique puis au décés du malade en moins
d’une semaine apres le début de la fiévre. Les formes sévéres sont par ailleurs 15 a 80
fois plus fréquentes au cours d’une infection secondaire (Halstead SB et al. 1982). Chez
le nourrisson elles peuvent apparaitre lors d’une infection primaire, a cause d’anticorps

anti-dengue acquis par la mére (Halstead SB et al. 2002) (Figure 13).

65



- Introduction -

T T T
DF DHF/DSS

Choc

Thrombocytopénie

Pétéchies

Rash
fievre

Maux de téte / douleurs

Signes cliniques / symptomes

virémie
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Figure 13. Signes cliniques et symptomes au cours de temps. (D ‘aprés Murphy BR,
Annu. Rev. Immunol)
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3.4.2. Le diagnostic biologique

* Détection du virus : isolement viral par culture cellulaire

La mise en évidence du virus par isolement sur cellules a partir de sérums n’est
réalisable que pendant la phase virémique, du 1¥ au 7™ jour de la maladie. Elle
s’effectue pour le CHIKV et le DENV sur des lignées stables de cellules de moustiques
Aedes C6/36 ou AP61 ou sur des cellules Vero (cellules rénales de singe vert africain)
(Pastorino B et al. 2005). L’effet cytopathogéne (ECP) est observé aprés 2 a 3 jours de
culture pour le CHIKV mais n’est pas toujours présent pour le DENV (Pastorino B et
al. 2004). La virémie peut atteindre des taux trés élevés allant jusqu’a 10" copies
d’ARN/mI pour le CHIKV et 10’ copies d’ARN/ml pour le DENV (Grivard P et al.
2007; Vaughn DW et al. 2007). Cette technique permet de poser un diagnostic dans un
délai de 3 a 10 jours et n’est donc pas adaptée aux situations d’urgence. Elle est réservée
aux laboratoires spécialisés et reste trés utile pour confirmer avec certitude la nature du

virus.

* Détection du génome viral : RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase

Chain Reaction) et RT-PCR en temps réel

La confirmation du diagnostic au cours de la phase aigiic est basée sur la détection de
I’ARN viral par RT-PCR, a partir du sérum ou du plasma, en phase virémique (entre le
1 et 7°™ jour). Cette technique permet un diagnostic rapide en phase aigue avant
I’apparition des anticorps (Pfeffer M et al. 2002; WHO, 2009). Plusieurs outils de RT-
PCR (SYBR green, Tagman probe-based technology) ont été développés sur la base du
géne de la protéine non structurale nsp/ ou du géne de la protéine d’enveloppe E1 du
CHIKYV (Chen et al. 2013). D’autres méthodes sont en cours de développement pour le
diagnostic de la Dengue comme par exemple la méthode NASBA (Nucleic Acid
Sequence Based Amplification) (WHO, 2009). Méme si la détection de I’ARN viral
n’est possible qu’en phase virémique, la RT-PCR reste la méthode de référence en
laboratoire pour la détection du CHIKV et DENV. Les avantages sont la sensibilité et la
rapidité (Figure 14, 15).
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* Les tests sérologiques

Le diagnostic sérologique repose sur la détection d’IgM et IgG dans le plasma ou le
sérum des patients en phase aiglie ou convalescente. Il repose sur les
méthodes suivantes: le test d’inhibition de [I’hémagglutination (HIA -
Hemmagglutination-Inhibition Assay), la fixation du complément,
I’immunofluorescence indirecte et le test immuno-enzymatique ELISA. La mise en
évidence des anticorps débute par celle des IgM détectables a partir du 4™ ou 5°™ jour
puis est poursuivie par la séroconversion avec I’apparition des IgG vers le 10°™ jour
(Panning M et al. 2008). Les IgM sont présents en moyenne 8 a 12 semaines mais
peuvent étre encore détectés plusieurs mois aprés le début de la maladie alors que les
IgG apparaissent en 15 ou 20 jours et persistent pendant des années. Le diagnostic d’une
infection aigue est confirmé par la séroconversion ou I’augmentation significative du
taux d’IgG sur deux sérums réalisés a deux semaines d’intervalle. Néanmoins, il faut
prendre en compte la possibilité de faux positifs due a des réactions croisées avec les
IgM dirigés contre d’autres arbovirus (Blackburn NK et al. 1995). Plusieurs études
s’accordent sur le fait que la persistance des IgM chez des sujets souffrant d’arthrite
post-CHIK serait liée a la persistance de matériel viral dans des gites sanctuaires (Kuno
G et al. 2001; Malvy D et al. 2009). Les inconvénients des méthodes sérologiques ont
poussé au développement de méthodes alternatives comme par exemple pour le DENV,
la détection de la protéine virale NS1. La quantité de protéine NS1 sécrétée dans le
sérum du patient corréle avec la virémie et la pathogénése. La protéine NS1 est
détectable dans le sérum par ELISA a partir du 1% jour et jusqu’a 9 jours aprés le début
de ’infection (Libraty DH et al. 2002, Alcon S et al. 2002). Cette méthode est devenue
un outil de diagnostic important pour les échantillons en phase aigiie pour lesquels les
IgM ne sont pas détectables et lorsque la PCR n’est pas disponible. Des Kits
commerciaux basés sur ’antigéne NS1 sont commercialisés. Le typage de DENV est
effectué par tests sérologiques et éventuellement par RT-PCR a I’aide d’amorces
spécifiques pour chacun des sérotypes. La cinétique d’apparition des IgM et des IgG
étant différente en cas d’infection secondaire et d’infection primaire, le ratio IgM/IgG
peut étre utilisé pour différencier une dengue primaire d’une dengue secondaire (WHO,

2009) (Figure 14, 15).
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Données cliniques et épidémiologiques
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Figure 14. Evolution de l’infection par le CHIKV et diagnostic clinique. Apres
transmission du CHIKV par une piqure de moustique infecté débute une période
d’incubation qui dure en moyenne de 2 a 4 jours. Aprés cela on observe I’apparition de
manifestations cliniques qui peuvent durer entre 7 et 14 jours. Pendant cette période, la
charge virale peut étre trés élevée avec une estimation de 3.3 x 10° copies de virus/ml
dans le sang. Il s’en suit une activation de I'immunité innée avec des taux élevés d’IFN.
Les anticorps anti-CHIKV sont détectés peu de temps aprés le début des symptomes,
généralement a partir du jour 2 jusqu’au jour 6 pour les IgM, par Elisa ou IIF. Les IgG
sont détectables seulement quelques jours plus tard (7-15 jours) et peuvent persister des
semaines apres I’infection.

Test de neutralisation
IgG et IgM par ELISA
Tests rapides

Isolation du virus Anticorps anti-DENV
Techniques moléculaires

Conr — /\

Capture de 1’antigéne Dengue par

hémorragique

Piqure de moustique
et transmission du DENV

Symptomes cliniques
|

virémie

Figure 15. Diagnostic clinique de ’infection par le DENYV. Le virus peut étre détecté
par culture, techniques moléculaires ou test ELISA pendant la phase virémique. Les
anticorps sont le plus souvent détectables a la fin de la période fébrile par test ELISA ou
test rapide.
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3.4.3. Traitements et pistes vaccinales

3.4.3.1. Traitements

Il n’existe pas de traitement préventif ni de traitement spécifique pour le Chikungunya
et la Dengue. En I’absence de traitement antiviral spécifique, la prise en charge est
centrée sur la surveillance et les traitements symptomatiques par la prescription
d’antalgiques et antipyrétiques. Le traitement des formes graves (neurologiques,
hépatiques, dermatologiques) associe a ces médicaments le maintien des fonctions
essentielles. L’aspirine est contre-indiquée en raison de 1’aggravation potentielle des

manifestations hémorragiques (Simon F et al. 2007).

Dans le cas du Chikungunya, un des objectifs majeurs est de pouvoir améliorer la prise
en charge des douleurs articulaires. Plusieurs traitements sont actuellement en cours de
développement, tel que la Ribavirine, les IFNs ou I’immunothérapie passive. Des études
ont montré que I’association de la Ribavirine/IFN-a induit un effet antiviral synergique
in vitro (Briolant S et al. 2004). L inconvénient de ce traitement est que la combinaison
des deux molécules est difficile a administrer et qu’il est compliqué a mettre en place
rapidement dans le cadre d’une épidémie. Des expériences basées sur le transfert passif
de sérum de sujets immunisés ont suscité un intérét, en particulier chez le nouveau-né
dont la mére serait virémique ainsi que chez certains sujets a risque (Couderc T et al.

2009).

3.4.3.2. Pistes vaccinales

Aucun vaccin n’est disponible pour le Chikungunya et la Dengue. Néanmoins plusieurs

pistes vaccinales ont déja été testées ou sont en cours de développement.

Un vaccin vivant atténué contre le CHIKV a été développé par I’institut de recherche
médicale de I’armée américaine des maladies infectieuses (USAMRIID- U.S. army
Medical Research Institute of Infectious Diseases) (Levitt N et al. 1986). Ce vaccin,
nommé CHIKYV 181/25, fut basé sur la souche virale 181/25 dérivée de la souche 15561
(souche isolée a partir d’un patient infecté par le CHIKV en Thailande) avec atténuation
par passages successifs sur des cultures de cellules M5-C. Les tests ont montré une
protection aprés challenge par le CHIKV chez des souris et des macaques rhésus. Ce
vaccin a ensuite été testé chez ’homme et 8,5% des participants développaient des

douleurs articulaires modérées (Edelman R et al. 2000). Méme si ce vaccin paraissait
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prometteur, des études récentes ont montré que cette souche n’était atténuée que de
deux mutations suggérant un potentiel de réversion trop ¢élevé en raison de I’instabilité
du génome ARN. Plus récemment, d’autres types de vaccins, ADN synthétique ou virus
chimérique, ont été testés chez la souris et semblent étre prometteurs. Derniérement, un
vaccin a également été développé sur la base de I’insertion d’une séquence IRES
(Internal Ribosome Entry Sequence) entre des génes non structuraux et structuraux du
CHIKV. Le premier effet de ce vaccin CHIK-IRES est d’empécher la transmission du
virus par le moustique infecté puisque les moustiques n’ont pas la capacité de traduire
les protéines a partir des régions IRES. Le deuxiéme effet est de permettre I’inactivation
de la production des protéines structurales en remplagant le promoteur par des régions
IRES. Ce vaccin a été testé chez la souris et aucun signe de morbidité ou moralité n’a
¢té observé (Plante K et al. 2011). Enfin, des vaccins basés sur des particules virales
(VLP- Virus-Like-Particles) ont également été développés. Des protéines de structures
du CHIKYV ont été transfectées dans des cellules HEK293 et ensuite exprimées afin de
former des VLPs. Ils ont été testés chez le singe et les résultats ont montré des titres
¢levés d’anticorps neutralisants ainsi qu’une protection contre la virémie apres
challenge (Akahata W et al. 2010). Ce vaccin est actuellement en phase I d’essai

clinique chez I’homme.

Concernant le DENV, le challenge est d’autant plus grand du fait que la vaccination doit
protéger contre les quatre sérotypes et éviter le phénoméne d’amélioration dépendante

des anticorps a I’infection (ADE- Antibody Dependent Enhancement).

Historiquement largement touché par des cas de dengue lors de ses campagnes dans des
pays endémiques, I’armée américaine a soutenu de nombreuses recherches pour la
fabrication d’un vaccin atténué. En 1971, un candidat vaccin vivant atténué tétravalent
est développé par GSK/WRAIR. 11 et composé d’un mélange de quatre souches
vaccinales (Simasathien S et al. 2008). Parallélement 1’universit¢é de Mahidol a
Bangkok, en association a Aventis puis Sanofi/Pasteur, a mis au point le vaccin
ChimeriVax-DEN tétravalent composé d’un mélange de quatre souches vaccinales
chimériques, exprimant les génes prM et E des virus DEN-1, -2, -3 et -4 (Guirakhoo F
et al. 2004). Ces vaccins vivants atténués, qui ont été les premiers candidats
prometteurs, se sont heurtés a de nombreuses difficultés d’atténuation ou d’interaction
entre sérotypes pour atteindre un équilibre satisfaisant entre immunogénicité et
réactogénicité. Il ne semble plus que ce type de vaccin représente 1’avenir de la

vaccination contre la dengue.
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Paralléelement d’autres candidats vaccins ont été élaborés tels que (i) les vaccins
recombinants TDEN1r30 et rDEN2/4r30(M/E), des vaccins recombinants/chimérique en
essais cliniques de phase I et II (ii) le vaccin ADN plasmidique élaboré par I’'US Navy
Medical Research Center qui exprime les protéines prM et E (iii) un vaccin sous-unité
tétravalent de Hawaii Biotech composé des protéines E et NS1 des différents sérotypes
de dengue ou encore (iv) un vaccin vecteur basé sur le vaccin de la rougeole qui
permettrait une double vaccination rougeole/dengue en utilisant comme machine
réplicative I’adénovirus (Men R et al. 1996 ; Widman DG et al. 2008; Raviprakash K
etal. 2008).

La vaccination contre la dengue a largement progressé depuis une quinzaine d’années
grace a 1’amélioration des techniques et plusieurs candidats pourraient se positionner
dans des stratégies vaccinales. Une meilleure compréhension des mécanismes immuno-
pathologiques entre le virus et les cellules cibles reste nécessaire a 1’élaboration d’un

vaccin efficace.

3.4.4. Mesures de prévention

En I’absence de vaccins et de traitements spécifiques, seules les mesures de protection
individuelle contre les piqires de moustiques et la lutte anti-vectorielle jouent un role

préventif pour le Chikungunya et la Dengue.

Les moyens de protection physique incluent vétements, répulsifs et moustiquaires. Les
moustiques incriminés étant diurnes, les moustiquaires sont peu efficaces mais leur
utilisation est recommandée pour les enfants et les femmes enceintes. En raison de la
forte virémie pendant la maladie, il faut également insister sur la nécessité d’isoler les

malades afin de limiter la dissémination du virus.

La lutte anti-vectorielle est mécanique, chimique et biologique. Différentes actions de
lutte sont menées pour réduire le nombre de gites larvaires telle que la suppression des
réserves d’eau stagnante a proximité des maisons. Des larvicides chimiques de type
organophosphorés, pyréthrinoides ou encore des larvicides biologiques tel que Bacillus
thuringiensis israelensis sont aussi utilisés. La difficulté de la lutte anti-vectorielle
reléve de 1’éducation et du maintien de la sensibilisation de la population, ce qui
nécessite régulierement des rappels (Delatte H et al. 2008). Malgré tous ces moyens, le
controle vectoriel est difficile & mettre en place et peu efficace. Ces échecs sont

généralement attribués au manque de connaissance de la bio-écologie de 1’insecte
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vecteur et de la stratégie inappropriée du contrdle vectoriel. Il doit aussi tenir compte du

niveau socio-culturel, de 1’éco-épidémiologie ainsi que des changements climatiques.

3.5. Physiopathologie des infections

3.5.1. Physiopathologie du Chikungunya

* Dissémination du virus et atteinte des différents organes cibles.

Suite a I’inoculation intradermique par les moustiques infectés, le virus entre
directement au niveau des capillaires sanguins sous-cutanés et débute immédiatement sa
réplication. Différents types de cellules résidentes sont susceptibles d’étre infectées
telles que les macrophages, les fibroblastes et les cellules endothéliales (Kupper TS et
al. 2004; Sourisseau M et al. 2007; Labadie K et al. 2010). Le virus pourrait ¢galement
se répliquer dans les cellules progénitrices du muscle et dans les cellules satellites,
cependant, il ne se réplique pas dans les lymphocytes et monocytes (Ozden S et al.
2007 ; Sourisseau M et al. 2007). Bien que I'immunité innée intervienne
immédiatement pour contenir la dissémination virale, le CHIKV réussit malgré tout a se
propager via des cellules immunes migratrices, ou sous forme libre, gagnant ainsi la
circulation sanguine et les ganglions lymphatiques. Une fois dans le sang, le virus a
alors acces a différentes partie du corps et atteint certains organes tels que le foie, les
muscles, les articulations et le cerveau (Rinaldo C et al. 1975; Ozden S, et al. 2007 ;
Ziegler S et al. 2008; Kam Y et al. 2009). Les événements associés a I’infection avant
méme I’apparition des symptomes se situent dans le foie (apoptose des hépatocytes) et
dans les organes lymphoides (adénopathie) alors que [Dinfiltration des cellules
mononuclées et la réplication virale au niveau des muscles et des articulations sont

associées aux fortes douleurs articulaires.

* Immunophysiopathologie

La phase aigiie de I’infection par le CHIKV est typique d’une infection virale aigiie
avec une production précoce et fulgurante d’IFN-I. Les IFNs jouent un role essentiel
dans la pathologie du CHIKV. L’IFN-a est détectable dans les premiers jours suivant
I’infection et sa concentration est corrélée a la charge virale (Borgherini G et al. 2007).
Un modé¢le souris a montré que contrairement aux souris sauvages, des souris IFN—OL/B‘/'

étaient sensibles a ’infection par le CHIKV et développaient une pathologie entrainant

73



- Introduction -

la mort de I’animal (Couderc T et al. 2008). De plus, une étude récente chez des
patients infectés montre que le CHIKV induit une production importante de médiateurs
inflammatoires avec notamment un niveau élevé d’IFN-o (Wauquier N et al. 2011).
Les données publiées par Schilte et al. mettent en évidence I’implication majeure des
fibroblastes dans la production des IFN-o/ (Schlite C et al. 2010). Au cours de la
phase aiglie, en parall¢le de cette production élevée d’IFN-I, une réponse inflammatoire
importante est observée avec une production initiale d’IL-16, IL-17, MCP-1, IP-10 et
RANTES (Sourisseau M et al. 2007). La cytokine pro-inflammatoire 1L.-12 est aussi
rapidement détectée apres le début de I’infection (Her Z et al. 2010). Avec ’IFN-a, elle
participe a I’activation des cellules NK (Gherardi MM et al. 2003). L implication des
cellules NK dans I’infection par le CHIKYV reste peu documentée et ambigué. Hoarau et
al. ont récemment montré que les cellules NK sont activées et semblent jouer un rdle
important dans la réponse antivirale aigue. A posteriori elles pourraient également
contribuer a des mécanismes immunopathologiques en infiltrant les tissus synoviaux et
en maintenant, avec les macrophages infectés résidents, un état inflammatoire persistant
qui pourrait contribuer aux douleurs articulaires chroniques (Hoarau JJ et al. 2010). La
fin de phase aigiie est marquée par une production d’autres cytokines tels que MIF,
MIP-1p, SDF-1a., IL-6 et IL-8 (Sourisseau M et al. 2007). Ces facteurs sont impliqués
dans I’activation cellulaire et la stimulation de la migration des leucocytes sur le site
inflammatoire. La réponse immune cellulaire est alors fortement impliquée avec
notamment, le relargage d’IFN-y, IL-4 et IL-7, des cytokines impliquées dans la mise en
place de 'immunité adaptative (Waugquier N et al. 2011). Les cytokines 1L-4 et IL-10
sont augmentées dans les premiers jours suivant I’infection et sont impliquées dans
I’activation des lymphocytes B qui initient la production d’IgG spécifiques du CHIKV.
Il s’ensuit une activation des lymphocytes T-CDS8". Waugquier et al. ont montré, par
cytométrie en flux, une activation des LT-CDS8" circulants au stade précoce de
I’infection, suivi d’un switch vers une réponse médiée par les LT-CD4" 4 un stade plus

tardif (Wauquier N et al. 2011).

Généralement, le Chikungunya est une infection qui se résout spontanément en une
dizaine de jours, avec une réponse immune adaptative efficace conférant une protection
contre les réinfections. Cependant, dans certains cas, une forme chronique peut s’établir,
marquée par la persistance des douleurs articulaires. Les symptdmes chroniques
persistent aprés élimination du virus au niveau de la circulation sanguine, mais il
pourrait exister des réservoirs au niveau des articulations ou le virus persisterait

localement. Des mécanismes régulateurs sont nécessaires afin de stopper le processus
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inflammatoire et d’éviter 1’établissement d’une forme chronique. L’absence de ces
mécanismes contribuerait aux arthralgies chroniques. La présence de marqueurs de
I’inflammation (IFN-a, IL-8 et MMP-2) dans les fluides synoviaux a ét¢ mise en
évidence chez des patients de la Réunion avec des douleurs chroniques et non chez les
patients ayant résolus l’infection (Hoarau JJ et al. 2010). Ces résultats sont en
concordance avec un modele macaque mettant en évidence la présence de CHIKV dans
des macrophages des tissus articulaires 90 jours aprés le début de I’infection (Labadie K
et al. 2010). De plus, Hoarau et al. ont également rapporté des concentrations d’ARNm
importantes d’IL-12 et d’IFN-a dans les cellules mononuclées du sang, 6 mois a 1 an
apreés I’infection. Récemment, une équipe a développé un modéle souris qui évoque la
contribution des LT-CD4" dans la persistance de 1’inflammation. Des LT-CD4" infiltrés
au niveau des articulations pourraient contribuer au développement des douleurs
articulaires (Teo TH et al. 2013). Ainsi, la forme chronique du Chikungunya serait
plutét associée a une dérégulation de I’inflammation pendant les phases précoces et
tardives de [D’infection. L’absence de régulation résulterait en un processus
inflammatoire qui pourrait perdurer jusqu’a un an ou plus aprés la fin des signes

cliniques (Dupuis-Maguiraga L et al. 2012) (Figure 16).

Actuellement, les mécanismes sous-jacents a I’infection par le CHIKV en phase aigiie et
chronique restent encore assez mal compris. Il semblerait néanmoins que la réponse
immune mobilisée soit bénéfique, entrainant 1’élimination du virus. La forte charge
virale observée chez certains patients pourrait étre la cause d’arthralgies persistantes,
évoluant vers un tableau clinique d’arthrite inflammatoire de type rhumatoide en lien

avec la présence possible du virus dans les macrophages synoviaux.
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Figure 16. Modéle de la physiopathologie de I’infection par le CHIKV. 1) Le virus
est transmis au niveau de la peau par la piqure d’un moustique Aedes infecté. 2) Le
CHIKYV se réplique au niveau de la peau dans les fibroblastes et dans le sang, dans les
monocytes/macrophages. 3) Le virus est disséminé dans tous le corps au niveau du foie,
des muscles, des articulations, des tissus lymphoides et du cerveau. 4) La réponse innée
est rapidement mise en place avec des taux d’IFN élevés, une activation des cellules NK
et une production de nombreuses cytokines et chimiokines induisant un état antiviral. La
réponse adaptative est ensuite mise en place permettant la résolution de I’infection et la
mise en place d’une mémoire a long terme. Dans certains cas le virus peut persister au
niveau de réservoirs et donner lieu a des formes chroniques.
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3.5.2. Physiopathologie de 1a Dengue

* Tropisme cellulaire et tissulaire

Aprés inoculation par un moustique infecté, les premiers cycles de réplication du virus
ont lieu au niveau des cellules dendritiques de la peau, les cellules de Langerhans (Ho
LJ et al. 2001; Marovich M et al. 2001). Ces cellules sont alors activées et migrent vers
les ganglions lymphatiques (Johnston LJ et al. 2000).

La réplication du virus continue au niveau des ganglions lymphatiques dans des cellules
non identifiées. Il pourrait s’agir de cellules mononuclées phagocytaires. L infection est
alors amplifiée au niveau des ganglions lymphatiques et la virémie est détectée une fois
que le virus pénétre la circulation via le systéme lymphatique efférent.

La dissémination aux organes est limitée. Des antigénes de DENV ont été détectés dans
les hépatocytes (Couvelard A et al. 1999; Huerre MR et al. 2001), au niveau de
I’endothélium (Jessie K et al. 2004; Ramos C et al. 1998), dans les neurones cérébraux

et dans les astrocytes (Bhoopat L et al. 1996) (Figure 17).

* La réponse innée

La majorité des cellules infectées par le DENV produisent des IFN-I. L’activation des
DCs notamment entraine une production robuste d’IFN-o/f et de TNF-a, ainsi qu’une
forte réponse pro-inflammatoire afin de limiter la dissémination du virus (Libraty DH et
al. 2001). Plusieurs études ont démontré in vitro et in vivo I'importance de cette
production d’IFN (type I et II) dans la protection contre I’infection a DENV dans des
modéles animaux (Shresta S et al. 2004; Johnson AJ et al. 1999; Ho LJ et al. 2005).
In vitro, le prétraitement des cellules en culture par de 'IFN-a/f et de I’'IFN-y, inhibe
I’infection par DENV (Diamond MS, et al. 2000). In vivo, la souche DENV-2 adaptée a
la souris est bien plus virulente chez des souris n’exprimant pas les récepteurs aux
I’IFN-o/f et IFN-y (Shresta S et al. 2004). De nombreux travaux ont également montré
la capacité du virus a inhiber la signalisation induite par ’IFN-a.. Les protéines virales
NS2A, NS4A, NS4B et NS5 bloquent en effet la signalisation en inhibant I’activation
de STATI1 (Munoz-Jordan JL et al. 2003; Ho LJ et al. 2005; Umareddy I et al. 2008;
Ashour J et al. 2009). En plus des IFNs, de nombreuses cytokines proinflammatoires
semblent étre importantes dans la pathogénicité du DENV. Les études menées jusqu’ici
semblent indiquer qu’une production anormale de cytokines et chimiokines durant

I’infection entraine la perte de 1’intégrité des endothéliums et participe ainsi au
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déclenchement des complications de la dengue. Une augmentation significative des
concentrations de TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18 et
MCP-1 a été observée chez les patients souffrant de DHF ou DSS. (Grenn S et al. 1999;
Dong T et al. 2007; Basu A et al. 2008).

La production de ces cytokines participe également a 1’activation des cellules NK. Peu
de données sont disponibles sur I’implication de ces cellules au cours de I’infection par
DENV. Un mod¢le de souris a montré que cette infection induisait une augmentation
rapide des cellules NK (Shresta et al. 2004). L’augmentation de la fréquence des
cellules NK a également été reportée chez des patients infectés par le DENV (Azeredo
EL et al. 2006). Aprés activation, les cellules NK produisent de grandes quantités
d’IFN-y permettant le contréle de la réplication virale ainsi que [’activation de
I’immunité adaptative subséquente. Les cellules NK semblent également é&tre
cytotoxiques vis-a-vis des cellules infectées. Kurane et al. ont montré que les NK
¢taient capables de lyser les cellules infectées via ’ADCC (Kurane I et al. 1984).
L’implication de I’ADCC dans la dengue reste néanmoins controversée. Garcia et al.
ont observé que I’ADCC était présent que dans le sérum au stade aigu des patients
développant une forme de dengue séveére DHF/DSS mais pas chez ceux développant
une forme classique de DF (Garcia G et al. 2006). Le développement de I’ADCC en
phase aigiie de I’infection pourrait étre associé aux manifestations pathologiques des
formes séveéres et le développement systématique d’ADCC aprés une infection primaire
chez les patients convalescents pourrait étre associée aux formes sévéres au cours d’une
infection secondaire. D’autres études ont cependant montré que I’ADCC pouvait aussi
avoir un role protecteur dans le cadre d’infections secondaires (Laoprasopwattana K et
al. 2007).

Néanmoins, plusieurs travaux ont aussi montré que le DENV induit une augmentation
des molécules du CMH-I a la surface des cellules infectées ce qui pourrait constituer un
mécanisme d’échappement aux cellules NK (Yossef R et al. 2012; Lobigs M et al.
2003; Hershkovitz O et al. 2008) (Figure 17).
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¢ La réponse cellulaire T

En réponse au DENV, les cellules T proliférent, lysent les cellules cibles et produisent
diverses cytokines. Les LT peuvent étre a la fois protecteurs et délétéres. Aprés
stimulation antigénique, les LT CD4" produisent de I’ITFN-y, du TNF-o et du TNF-f des
cytokines retrouvées a des concentrations ¢levées dans le plasma de patients
développant des formes sévéres, suggérant un réle dans I’immunopathogénése (Gagnon
SJ et al. 1999). La production de cytokines de type Th2 tel que I’'lL-4 est moins
courante (Mangada MM et al. 2004; Dong T et al. 2007). Le role des LT-CD8" dans
I’infection n’est pas totalement clair, ils pourraient favoriser 1’élimination de 1’infection
mais aussi avoir un réle immunopathogeéne (Mongkolsapaya J et al.; An J et al. 2004).
Le réle des LT régulateurs dans la dengue reste également peu clair pour le moment
mais une étude a suggéré leur expansion et fonctionnalité en phase aigiie de I’infection
(Luhn K et al. 2007).

Suite a une infection primaire, des cellules T mémoires spécifiques du sérotype
responsable de I’infection et qui cross-réactifs avec les autres sérotypes sont générées.
Lors d’une infection secondaire, les LT protecteurs et cross-réactifs sont activés mais
les LT mémoires non protecteurs vont amplifier I’infection (Kurane I et al. 1990). Ainsi
la mémoire de I’infection primaire altére la réponse immune de 1’infection secondaire
avec des implications cliniques. Plusieurs travaux ont en effet montré une corrélation
entre le niveau de réponse T et la sévérit¢ de la maladie (Zivna I et al. 2002;
Mongkolsapaya J et al. 2003). Ce phénoméne nommé signature antigénique originel est
I’effet d’une balance entre une issue protectrice et pathologique de [I’infection

(Mangada MM et al. 2005) (Figure 17).

* La réponse humorale

La réponse humorale semble étre vitale pour contréler 1’infection et la dissémination du
DENV. L’infection par un sérotype de DENV induit une protection de longue durée
contre ce sérotype. Néanmoins, une infection subséquente par un autre sérotype résulte
en une protection de courte durée et peut augmenter le degré de sévérité de la maladie
(Thein S et al. 1997; Recker M et al. 2009; Guzman MG et al. 2002; Burke DS et al.
1988). De nombreux facteurs influencant le phénomeéne d’augmentation de 1’infection

par les anticorps (ADE) ont été décrits in vitro (Halstead SB et al. 2003). Les récepteurs
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Fcy présents en surface de nombreuses cellules semblent jouer un réle majeur. La
fixation des complexes virus-anticorps au récepteur Fcy augmente I’efficacité de
I’attachement du virus a son récepteur cellulaire et donc le nombre de cellules infectées.
Ce phénomeéne susciterait in vivo 1’augmentation de la charge virale, la destruction des
cellules immunitaires possédant le récepteur Fc, le raccourcissement de la période

d’incubation et I’augmentation de la sévérité de la maladie.
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Figure 17. Réponses de I’héte suite a P’infection par le virus de la Dengue. Le
moustique infecté relargue des particules virales au niveau de la peau. Ces particules
virales peuvent infectent les cellules présentes localement et principalement les cellules
dendritiques. Les cellules résidentes telles que les mastocytes sont aussi activées. La
réponse inflammatoire locale induit le recrutement de leucocytes, dont les cellules NK et
les lymphocytes T qui participent a I’élimination des cellules infectées par le virus. Le
DENV peut étre disséminé au niveau des ganglions lymphatiques établissant une
infection systémique. Cette réponse inflammatoire locale se déroule avant I’apparition de

signes cliniques sévéres.
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3.6. Modéles animaux

3.6.1. Expérimentation chez la souris

* Chikungunya

Le mode¢le récemment décrit par Gardner ef al. montre que les souris C57BL6 adultes
(six semaines) sont susceptibles au CHIKV (Gardner et al. 2010) Chez la souris
nouveau-née et de moins de 14 jours, I’injection sous-cutanée entraine un tableau de
léthargie avec difficulté a la marche, faiblesse des pattes arriére et perte de poids
(Ziegler SA et al. 2008). Comme chez ’homme, des virémies élevées sont observées,
de I’ordre de 10° & 10* PFU (Particule Forming Unit) /ml de sang. L’inflammation par
la souche réunionnaise de CHIKV est plus importante que celle obtenue avec la souche
asiatique avec des virémies identiques (Gardner et al. 2010). La sévérité est
généralement corrélée a I'importance de la virémie et a la dissémination au SNC
(Couderc et al. 2008). Le modéle C57BL/6 a permis de nombreuses avancées en ce qui
concerne les manifestations arthralgiques du CHIKV mais ’efficacité et la protection
ont encore besoin d’étre explorées dans des modéles de souris qui reproduisent les
symptomes aigus de 1’infection, et notamment la réplication virale initiale. De plus, les
modéles souris ne sont pas les plus efficaces pour étudier ’efficacité d’un vaccin

(Ziegler SA, 2008).

* Dengue

Les souris sont peu susceptibles a I’infection par la dengue et ne sont donc pas un bon
modéle d’étude. De nouveaux modeles de souris ont été développés afin de rendre les
souris plus susceptibles mais aucune n’est capable de reproduire les réponses immunes
anti-DENV. Les différentes approches sont : les modéles de souris immunocompétentes,
des modeles de souris avec un syndrome SCID (Severe combined immunodeficient), des
modeles de souris humanisées et enfin des modeles de souris déficientes en interférons.
Ces différents modéles ont néanmoins contribué a comprendre certains mécanismes de

la pathogénése DEN (Mota J et al. 2011).
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3.6.2. Expérimentation chez les primates non humains

*  Chikungunya

Plus proches et plus représentatifs de la maladie humaine, les primates sont sensibles a
I’infection par le CHIKV (Binn et al. Harrison 1967; Paul et al. 1968). Ces travaux ont
permis d’étudier la transmission et la physiopathologie du CHIKV mais aussi de tester
des molécules a visée thérapeutique ainsi que des vaccins (Harrison et al. 1967,
Edelmann et al. 2000).

Récemment, Labadie er al. ont développé un modéle de macaques (Macaca
fascicularis) infectés par une souche réunionnaise de CHIKV, qui a permis de préciser
les caractéristiques virales, cliniques et pathologiques de la maladie (Labadie et al.
2010). Ainsi, comme chez I"homme, une virémie pouvant dépasser 10"’ copies /ml a été
observée, avec une négativation au bout de 10 jours, témoignant d’une réponse
immunitaire efficiente. Sur le plan clinique, on retrouve une fi¢vre supérieure a 39°C a
J1-J2, un rash morbilliforme une semaine aprés I’inoculation ainsi que des atteintes
muqueuses comme les gingivorragies. Les autres atteintes telles que les arthralgies,
céphalées ou myalgies sont difficiles a évaluer chez I’animal. Au pic de la virémie, tous
les animaux présentaient une monocytopénie, une lymphopénie, une thrombopénie et
une granulocytose. L’importance de la virémie et ’intensité des signes cliniques
s’aveérent clairement dépendantes de la dose d’inoculation. Ce modéle a également
permis de mettre en évidence I’importance des macrophages dans la physiopathologie
du CHIKV. Les macrophages semblent en effet étre des acteurs clés dans la nécrose

musculaire et un réservoir possible pour la persistance du virus.

* Dengue

Les modé¢les primates non humains ne développent pas de dengue hémorragique mais
seulement des infections peu sévéres. L’induction d’une infection type dengue a
longtemps échoué dans d’autres modéles animaux et les primates non humains ont donc
pendant longtemps été le seul modéle animal valable. Ces modéles ne permettent pas
vraiment d’explorer les mécanismes moléculaires de la pathogénése DENV mais ils ont
été beaucoup utilisés pour les tests vaccinaux car ils sont capables de développer des

anticorps neutralisants en réponse a I’infection (Weaver KA et al. 2010).
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Pendant longtemps le Chikungunya et la Dengue étaient restreints géographiquement
aux pays en voie de développement et sont donc restées trés peu étudiées. Depuis la
flambée épidémique qui a touché I’lle de la Réunion en 2005, et 1’apparition des virus
dans certains pays d’Europe, ces maladies font de plus de en plus 1’objet de recherches.
Les études menées jusqu’a présent suggeérent un role clé de 'immunité innée dans le
contrdle de ces infections. Elles décrivent un réle particuliérement important de I’IFN-o
et d’autres cytokines pro-inflammatoires au cours de la phase aigiie. Des travaux
préliminaires ont également mis en évidence 1’activation des cellules NK chez des
patients infectés par le CHIKV ou le DENV, mais aucun n’indique clairement le réle de
ces cellules dans le développement de la pathogénése ou dans le contrdle de I’infection.
En plus de leurs fonctions cytotoxiques directes et indirectes, les cellules NK possédent
des fonctions immunorégulatrices qui influent sur les réponses adaptatives et
représentent donc un élément clé des réponses immunitaires précoces. L’objectif de mes
travaux de thése a été de caractériser la réponse des cellules NK au cours des infections

par le CHIKV et DENV-2 et d’en étudier les mécanismes.

Le Gabon a récemment connu de nouvelles émergences virales et pour la premiére fois
en 2007, une épidémie simultanée de Chikungunya et Dengue (sérotype 2) a touché la
capitale, Libreville. Pour la premiére fois, des cas de coinfections sont alors observés en
Afrique. En 2010, une deuxiéme large épidémie de CHIKV et DENV-2 a lieu au
Gabon, a Franceville, avec un nombre croissant de patients coinfectés répertoriés.
L’emplacement du Centre International de Recherches Médicales de Franceville
(CIRMF) et sa capacité a prendre en charge rapidement les épidémies a rendu possible
I’accés a de nombreux échantillons en phase aigiic et en phase de convalescence de

patients infectés par le CHIKV, DENV-2 ou coinfectés par ces deux virus.

Le premier projet a eu pour objectif de caractériser les cellules NK au cours de ces deux
infections. Il a été mené a partir des prélévements des deux épidémies qui ont lieu
successivement au Gabon. Les prélévements de patients infectés par le CHIKV obtenus
au cours de 1’épidémie de 2007 nous ont permis de mener une large étude phénotypique
et fonctionnelle des cellules NK au cours de I’infection par le CHIKV et de mettre en
évidence I’expansion d’une population « clonale » NK spécifique.

Les échantillons de 1’épidémie de 2010 nous ont permis de mener une étude
longitudinale des cellules NK en comparant des échantillons provenant de patients
infectés par le CHIKV, DENV-2 ou coinfectés par ces deux virus. De plus, au cours de

ce travail, nous avons également caractérisé la réponse des lymphocytes T.
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Dans le deuxiéme projet, nous nous sommes intéressés a la signature génétique des
cellules NK au cours de ces deux infections. En effet, différents travaux ont montré que
I’interaction entre les récepteurs KIRs présents sur les cellules NK avec leurs ligands,
certaines molécules du HLA de classe-I, peut influer sur la susceptibilité ou la résistance
aux infections. L objectif de cette étude a également été d’établir un lien éventuel avec

les données phénotypiques obtenues lors des études menées dans le cadre du projet 1.

Les cellules NK n’agissent pas seules mais en interaction avec d’autres populations
cellulaires, dont les DCs. Ainsi, ’objectif de ce troisiéme projet était d’étudier le
dialogue entre les cellules NK et les DCs au cours de I’infection par le DENV-2, les
DCs étant une cible privilégiée du DENV. Afin d’¢étudier le role de ces interactions au
cours de I’infection par le DENV-2, nous avons développé un modéle in vitro
d’infection de DCs par le DENV-2. A partir de ce modéle, nous avons dans un premier
temps caractérisé les modifications phénotypiques et identifié les ligands des récepteurs
NK modulés aprés infection. Nous avons ensuite étudié les modifications fonctionnelles
des cellules NK co-cultivées en présence de DCs infectées afin d’étudier le rdle des

interactions cellulaires au cours de I’infection.

Le quatriéme projet avait pour but d’étudier les mécanismes sous-jacents aux
coinfections CHIKV/DENV-2. L’étude virologique des patients coinfectés au cours de
I’épidémie de 2010 a soulevé la question d’une éventuelle compétition au niveau de la
réplication virale entre ces deux virus. Pour répondre a cette question, nous avons
développé un modéle expérimental de coinfection CHIKV/DENV-2 chez le macaque
Rhésus. L’analyse des échantillons étant en cours, seules des données préliminaires

seront présentées dans ce manuscrit.

L’ensemble de ces travaux avait pour objectif d’apporter des éléments de réponses
quant a I’implication des cellules NK au cours des infections par le CHIKV et DENV-2.
La collaboration et les moyens mis en ceuvres entre les différentes équipes impliquées
dans ces projets a permis une approche compléte avec des études ex vivo a partir des
prélévements de patients, in vitro par un modéle de co-culture et in vivo par la mise en
place d’un modéle macaque pour 1’étude des coinfections. Au dela d’une meilleure
compréhension de la physiopathologie de ces deux infections virales, ces résultats ont
également contribué a apporter des connaissances supplémentaires sur le

fonctionnement des cellules NK au cours des infections.
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PROJET 1A : Caractérisation phénotypique et fonctionnelle des cellules NK chez des
patients infectés par le CHIKV au cours de I’épidémie de 2007 a Libreville, Gabon.

Unconventional repertoire profile is imprinted during acute chikungunya

infection for natural killer cells polarization toward cytotoxicity

Caroline Petitdemange, Pierre Becquart, Nadia Wauquier, Vivien Béziat, Patrice

Debre, Eric Leroy, Vincent Vieillard.
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Les études menées chez I’homme et dans des modeles animaux ont montré que le
CHIKYV est éliminé rapidement, avant méme la production d’IgG ou la mise en place
d’une réponse T. Ceci suggere le role important joué par la réponse immune innée dans
I’¢élimination de ce virus. Suite a I’infection, les IFN-I sont détectés trés rapidement et a
des niveaux élevés dans le sérum des individus, avec des concentrations qui sont
corrélées avec la charge virale. En plus des IFN-I et des cytokines pro-inflammatoires,
les cellules NK représentent une composante majeure de la réponse innée antivirale.
Seule une augmentation de la proportion et de 1’état d’activation des cellules NK au
cours de I’infection par le CHIKV avait été décrite avant la réalisation de notre étude.
De plus les cellules NK ont également été trés peu caractérisées au cours d’infection par

les autres alphavirus.

Le but de cette étude était de réaliser une analyse phénotypique et fonctionnelle
détaillée des cellules NK en phase aigue afin de pouvoir caractériser le role de ces
cellules au cours de I’infection par le CHIKV. Pour cela, une cohorte de 25 patients
gabonais, infectés au cours de 1’épidémie de 2007 a Libreville, a été analysée en
comparaison a 15 individus gabonais ou 15 individus caucasiens non infectés. L’état
d’activation et I’expression d’un ensemble de récepteurs NK ont été analysés par
cytométrie de flux. Les capacités cytotoxiques des cellules NK ont également été
¢valuées a 1’aide d’un test de polyfonction mesurant la dégranulation et la production
d’IFN-y par les cellules NK. Enfin, I’analyse génétique des récepteurs KIRs et des
molécules HLA de quelques patients a permis d’établir des corrélations entre les

données génétiques et les données phénotypiques obtenues.

Ces travaux ont mis en évidence une modulation du répertoire des cellules NK par le
CHIKV. Les résultats mettent en avant I’expansion d’une population de cellules NK co-
exprimant NKG2C et certains KIR spécifiques des alléeles HLA-C1, et ce en corrélation
avec la charge virale. Les caractéristiques phénotypiques particuliéres observées sont
associées a des modifications importantes de 1’état d’activation et de différentiation des
cellules NK ainsi qu’a I’augmentation de leurs fonctions cytolytiques et a la diminution
de produire de I’IFN-y. L’ensemble de ces résultats suggeére donc que les cellules NK
réagissent précocement et fortement a I’infection par le CHIKV, participant ainsi a

I’élimination du virus.
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Introduction

Emerging and re-emerging viral infectious diseases can cause
devastating illnesses in humans and are accordingly one of the
principal challenges in global health care today. Among these
viruses, arthropod-borne arboviruses are especially important
because many of them cause fatal diseases in humans and animals
[1,2]. Chikungunya virus (CHIKV) is an Aedes mosquito-borne
alphavirus from the Togaviridae family. Typically, a silent
incubation period of 2-4 days usually follows infection by
CHIKV, and symptoms arise afterwards. CHIKV-associated
disease is an acute illness characterized by fever, skin rash, and

severe incapacitating arthralgia [2-4]. Most clinical symptoms of

CHIKYV infection generally resolve within a few weeks, except for
joint stiffness and pain, the hallmark of chronic CHIKYV infection,
which can persist for months or years. Intriguingly, CHIKV,
which has historically been transmitted by Aedes aegypti mosquitoes,
has repeatedly been associated in recent years with a new vector,
Aedes albopictus, which has spread into tropical areas and dispersed
worldwide [5]. CHIKV has been identified in nearly 40 countries
and is currently present in Asia, the United States, Central Africa
and Europe; the US National Institute of Allergy and Infectious
Disease (NIAID) listed it as a category C priority pathogen in 2008
[2,6,7]. These recent outbreaks have resulted in more detailed
descriptions of its clinical manifestations, including complications

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

such as maternal-fetal transmission and fatal hemorrhagic and
neurologic manifestations [8,9].

Although much is known about this disease, the study of
immune response to CHIKV infection is in its infancy. Reports in
humans and in a macaque model show that virus elimination
occurs very rapidly, before the host can mount IgG and T cell
responses and thus suggest an effective innate immune response.
Type-1 interferon (IFN) has been detected at high levels in the
serum of infected individuals, its concentration correlated with
viral load [10-14]. Natural killer (NK) cells are also an important
mediator of the innate immune defense during early infectious
events. NK cells mediate their antiviral effects through at least
three different mechanisms: (1) the release of immunoregulatory
cytokines, particularly IFN-y, which enhance the innate immune
response and help to shape the subsequent adaptive immune
response, (2) the production of cytolytic granules for lysis of
infected cells, and (3) the induction of target-cell death through cell
surface receptors [15,16].

The variety of signaling pathways to stimulate NK cells equips
these cells with multiple detection systems for sensing and
responding to infection and thus makes it more difficult for
viruses to escape detection and defense. NK-cell function is
controlled by the integration of signals from various activating and
inhibitory cell surface receptors [17-19]. Its direct cytolytic activity
is associated with downregulation of major histocompatibility
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Author Summary

Chikungunya virus (CHIKV) infection, which is responsible
for devastating human illness, is rapidly becoming a global
concern. The spread of this disease throughout tropical
areas, where it now affects nearly 40 countries, underlines
the need to improve our understanding of this infection. In
2008, CHIKV was listed as a US National Institute of Allergy
and Infectious Disease (NIAID) category C priority patho-
gen. Natural killer (NK) cells are cytotoxic effector cells that
play a vital role in the innate immune system by limiting
acute infection, as previously described for several other
diseases. This report describes the first phenotypic and
functional analysis of NK cells soon after infection by this
virus. The key element of this study was the detailed
analysis of the expansion of NK cells. Coexpression of
NKG2C activating receptors and HLA-C1 ligands is
associated with viral load, impaired IFN-y production,
and significant cytolytic functions. We found that NK cells
were able to sense CHIKV from the beginning of infection
and contributed to the clearance of the infected cells
through the expansion of a unique NK-cell subset.

complex (MHC) class I molecules. Different types of NK-
inhibitory receptors have been identified, including the killer cell
immunoglobulin (Ig)-like receptor (KIR) family, CD94/NK2A,
and ILT-2. These inhibitory receptors recognize self-molecules
constitutively expressed on host cells. NK cells, however, are only
activated when activating receptors, including NKG2C, NKG2D,
DNAM-1, and the natural cytotoxicity receptors (NKp30, NKp44
and NKp46), are triggered on NK cells at the same time that
inhibitory receptors engage. NK functions are therefore finely
tuned by crosstalk between the expression of activating and
inhibitory receptors, and NK cells serve as important sentinels of
the immune system, working as first responders and alerting the
host of the presence of infectious organisms [18,19].

Different studies have demonstrated the importance of NK cells
in controlling human viral infections, such as EBV, CMV, and
HSV [20]. Nonetheless, the involvement of these cells in response
to alphaviruses has not been characterized either thoroughly or
consistently. For example, the i vitro culture of Ross River virus
was reported to result in enhanced rather than depressed NK cell
activity [21]. More recently, Alsharifi ¢t al. [22] demonstrated that
NK cells without marked cytotoxic T cell involvement control the
acute virulent Semliki Forest virus infection of the central nervous
system in C57BL/6] mice. The frequency and activation rate of
NK cells increase during acute CHIKV infection [23]. In another
arboviral infection, Azeredo et al. [24] observed that most NK cells
from dengue-infected patients display early activation markers and
cell adhesion molecules during the acute phase of the disease.
More recently, Hershkovitz et al. [25] showed that interaction of
the NKp44 activating NK receptor with the flavivirus envelope
protein mediates the triggering of NK cells in both West Nile and
dengue viruses. Intriguingly, several flaviviruses may attenuate NK
cell cytotoxicity by increasing cell surface expression of MHC
class-I molecules to overcome susceptibility to NK cell mediated
lysis [26,27].

The aim of this study was to conduct a detailed phenotypic and
functional analysis of NK cells during acute infection by this
emerging disease, to characterize the role of NK cells during
CHIKYV infection. Our data, collected at a very early point post-
infection, showed engagement of a clonal expansion of CD94/
NKG2C™ NK cells that expressed receptors for HLA-C1 alleles.

We describe their functional features.

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

- Résultats -

Clonal Expansion of NK Cells in CHIKV Infection

Results

Changes in the proportion and activation status of different
lymphocytic subsets from CHIKV-infected patients

Flow cytometry was used to assess the frequency of CD3* T and
CD3CD56" NK subsets in CHIK V-infected patients as well as in
healthy Caucasian and Gabonese individuals. These lymphocyte
subsets were found at similar frequencies in both healthy control
groups, regardless of their origin. In contrast, and consistently with
previous studies [14,23], the percentage of CD3" T cells was
significantly lower in CHIK V-infected patients (p<<0.0001) than in
controls (Figure 1A). Infection-associated profound T lymphope-
nia tended to spare CD3'CD56" NK cells, and the proportions of
these cells increased significantly after CHIKV infection, to
13.0£3.9% compared with 8.4%4.3% in healthy Gabonese
controls (p=0.0006) (Figure 1A). The increase in NK-cell
frequency was directly correlated with viral load (r=0.7337;
p =0.0005) (Figure 1B). However, the absolute count of NK cells
from the Caucasian CHIK V-infected patients (233+48 per mm®)
was similar to that among the healthy Caucasian controls (27566
per mm”). In contrast, the CD3* T cell count was sharply lower in
CHIKV-infected patients than in controls (Supplementary Table
S1). These data are in line with a previous published study [23]. Of
note, the modulation of frequencies of both CD3" T and
CD3CD56" NK cells was transient and rapidly returned to
baseline levels after a two month-period (Figure 1C).

NK cells can be divided into CD56"" and CD56™™ popula-
tions, based on the cell-surface density of the CD56 molecules;
these subgroups present distinct phenotypic and functional
properties [28]. Intriguingly, the percentage of CD56™*" NK
cells was very significantly lower in CHIKV-infected patients than
in healthy controls (p<<0.0001) (Figure 1D), a finding that supports
the hypothesis of profound upheavals of the NK cell subset after
CHIKYV infection.

The percentage of activated NK cells was also assessed by flow
cytometric determination of the early activation marker CD69. As
shown in Figure 1E, the NK cells from CHIKV-infected patients
were activated; 77.2%9.9% of the NK cells expressed CD69 vs
15.4£6.2% in healthy donors (p<<0.0001). Similar results were
observed with HLA-DR, another activation marker (Figure 1E).
Furthermore, within two months, the rate of NK cell activation
reverted back to that of healthy donors (Figure 1F), in association
with viral clearance (Supplementary Table S1).

Major phenotypic features of NK cells from CHIKV-
infected patients

To explore whether CHIKV infection was associated with the
pattern of natural killer receptor (NKR) expression, flow
cytometric analysis was performed with anti-CD3 and anti-
CD56 mAbs, in combination with a panel of reagents for NKR.
CHIKV-infected and healthy individuals did not differ signifi-
cantly in their proportions of NK cells bearing NKG2D, 2B4,
LAIR-1, and DNAM-1 (data not shown). In contrast, both the
frequency of fluorescence intensity and mean fluorescence
intensity (MFI) of NKp30 and NKp46, two specific natural cyto-
toxic receptors (NCR) constitutively expressed on virtually all NK
cells, decreased significantly after CHIKV-infection (Figure 2A
and Supplementary Figure S1). In contrast, NKp44, a marker
usually expressed only upon activation, was upregulated in most
infected patients, as were other CD69 and HLA-DR activation
markers (Figures 1E and 2A). More importantly, the balance of
inhibitory NKG2A to activating NKG2C cells switched during
acute CHIKV infection. Thus, all infected patients showed a
significant loss of both the frequency (p<<0.0001) and MFI
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Figure 1. Distribution and activation status of NK cells from CHIKV-infected patients. (A) FACS analysis of percentages of CD3" T cells and
CD3°CD56" NK cells from 15 Caucasian (CAU) and 15 Gabonese (GAB) healthy donors, and 25 CHIKV-infected patients (CHIK). Samples were gated on
the lymphocyte gate for flow cytometric analysis. Horizontal bars represent the median values. Representative samples of each group are presented
in the lower panels. Numbers are the percentage of CD3'CD56" NK cells in the CD45" lymphocyte gate. The region used to determine the proportion
of CD3'CD56" NK cells is shown. (B) Correlation between viral load and frequency of NK cells from CHIKV-infected patients. (C) Longitudinal studies of
the percentage of CD3'CD56" NK cells from 3 Caucasian CHIK-infected patients. (D) Frequency of CD56°™9" cells among the CD3'CD56" NK cells. (E)
Expression of the activation markers CD69 or HLA-DR on NK cells. Samples were gated on the CD3'CD56" NK-cell subset for flow cytometric analysis.
Horizontal bars indicate the median. Representative samples of each group are presented in the lower panels. Numbers are the percentage of CD69*
cells in the CD3'CD56" NK-cell gate. (F) Longitudinal study of the percentage of CD3'CD56" NK cells expressing CD69, from 3 CHIKV-infected
Caucasian patients. **: p<<0.001; ***: p<<0.0001.

doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9001
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ILT-2, as well as CD161, CD57, and CD8a. Horizontal bars indicate the median. *: p<<0.05; **: p<<0.001; ***: p<<0.0001. (B) Hierarchical clustering of the
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13 combinations of NK cell markers from healthy controls (Caucasian, CAU and Gabonese, GAB), and CHIKV-infected individuals (CHIK). Each
horizontal line represents a particular NK-cell marker, and the color of each square reflects the percentage of cell-surface expression of the
corresponding marker in each healthy or CHIKV-infected sample. Values measured for all samples were color displayed and rank ordered with the
median for healthy donors considered the reference: green indicates below the median, and red indicates above the median, with values ranging
from -3 and +3. Analysis was performed with the Genesis program (available at www.genome.tugraz.at).

doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9g002

(p=0.0005) of NKG2A™ NK cells, a loss corresponding to the
dramatic expansion of NK cells expressing NKG2C activating
receptors. The percentage of NKG2C™ cells increased after
CHIKYV infection, to 46.6222.3% compared with 9.3+4.3% in
healthy Gabonese controls (p<<0.0001) (Figure 2A and Supple-
mentary Figure SI1A). Similarly, MFI of NKG2C increased
significantly in CHIKV-infected patients, compared with controls
(Supplementary Figure S1B). In addition, both the percentage and
the MFI of NK cells expressing ILT-2, an inhibitory receptor that
recognizes a broad range of classical MHC class-I molecules on
surrounding cells, were higher in CHIKV-infected patients than
controls. Specifically, around 77% of the NK cells from infected
patients expressed ILT-2, compared with 53% of those from
Gabonese and 38% from Caucasian healthy controls (Figure 2A
and Supplementary Figure S1). This difference suggests an
important expansion of a distinct population of activated NK
cells that express NKG2C and ILT-2 but whose expression of
NKG2A, NKp30 and NKp46 is skewed.

To address the specific characterization of the NKR repertoire
from CHIKV-infected patients, hierarchical clustering analysis of
CD3°CD56" NK cells was performed. In an important finding, it
showed that CHIKV-infected patients were easily distinguished
from both sets of healthy controls and expressed homogeneous
patterns of cell-surface markers (Figure 2B). This analysis did not
distinguish the Caucasian from the Gabonese healthy controls. In
addition, Spearman rank correlation analyses tested viral load
versus NKR expression, which was modulated on NK cells from
CHIKV-infected patients. They showed that only the expression
of NKG2A and NKG2C (both their frequency and MFI) was
significantly correlated with viral load (Figure 3A and Supple-
mentary Figure S2). It is noteworthy that kinetic studies of the
three viremic Caucasian CHIK V-infected patients, during the first
four months post-symptoms, demonstrated that the NKR
modulation was transient. Figure 3B shows that the overexpression
of ILT-2 and NKG2C and the down-modulation of NKG2A,
NKp30 and NKp46 were transient in all patients tested; the levels
of all of these NKRs returned nearly to baseline within two months
after symptoms stopped. Other markers, such as NKG2D, were
not modulated after infection and remained consistent over time
(Figure 3B). As noted above, the modulation of certain NKRs on
NK cells was closely linked to the viral load, which ranged from
4.3%x10° to 6.0x107 copies/ml at the time of symptom onset and
became undetectable in all patients within two months (Supple-
mentary Table S1).

Preferential modulation of receptors for HLA-C1 alleles
on NK cells from CHIKV-infected patients

As previously shown, KIRs are stochastically expressed on the
surface of NK cells and are critical for monitoring alterations in
MHC expression during viral infection, as shown in the KIR gene
cluster in the NCBI dbLRC database (http://www.ashi-hla.org/
docs/pubs/abstracts/abs05/10.html). While acute CHIKV infec-
tion is associated with a high frequency of NK cells (Figure 1A), as
described [23], it is uncertain whether this expansion occurs
specifically in KIR-expressing NK cells. We therefore assessed the
overall change in KIR* NK cells with a pool of antibodies
combining CD158a, CD158b, CD158¢, and NKB1, and observed

'_:@;. PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

a similar frequency in both CHIKV-infected and healthy
individuals (data not shown). However, when KIR markers were
split during single KIR analysis, CHIKV-infected and control
individuals had significantly different levels of receptors for HLA-
C alleles. These included KIR2DLI, specific for HLA-C2 alleles,
and KIR2DL2/DL3, specific for HLA-C1 alleles. Profiles for both
frequency and MFI of inhibitory ligands for HLA-C molecules
were similar (Figure 4A and Supplementary Figure S3A). Thus,
compared with healthy controls, NK cells from CHIKV" patients
expressed significantly less KIR2DLI (p = 0.0027) and significantly
more KIR2DL2/DL3 (p=0.0008) (Figure 4A). Thus, up to 76%
of the NK cells in CHIKV-infected patients were stained with an
anti-KIR2DL2/DL3 mAb. Importantly, KIR2DLI expression in
NK cells from CHIK-infected patients was significantly inversely
correlated with their KIR2DL2/DL3 expression (p=0.0318,
r=—0.5201) (Supplementary Figure S3B). We therefore conduct-
ed several analyses to identify the underlying factors that might
account for these differences observed in KIR2DLI and
KIR2DL2/DL3 expression during acute CHIKV infection.
Intriguingly, we observed significant correlations between these
receptors for HLA-C alleles and NKG2C: KIR2DLI expression
was inversely correlated with NKG2C expression (r=—0.5398,
p=0.0053), whereas KIR2DL2/DL3 expression was directly
correlated with it (r=0.7514, p<<0.0001) (Figure 4B). These
findings were strengthened by significant correlations between
the viral load and expressions of both KIR2DLI (r=—0.2397,
p=0.0438) and KIR2DL2/DL3 (r=0.7110, p=20.0009)
(Figure 4C). Calculation of the MFI of nhibitory ligands for
HLA-C molecules produced similar profiles (Figure 4C). Expres-
sion levels of other inhibitory KIRs (KIR1DL4, KIR2DLS, and
KIR3DLI1), and activating KIRs (KIR2DS1, KIR2DS2,
KIR2DS4, and KIR3DS1) were similar in all samples, irrespective
of viral load (Supplementary Figure S3C and data not shown).
Importantly, in the nine CHIKV-infected Gabonese patients who
had supplemental examinations, HLA-C genotyping revealed that
8 of them were HLA-C1/C1 or HLAC1/C2 (Table 1). Remark-
ably, the patients expressing the highest levels of KIR2DL2/DL3
on NK cells were those homozygous for HLA-CI/CI. Concom-
itantly, all of them expressed low levels of KIR2DLI, specifically
recognized by HLA-C2 alleles, in relation to high viral load and
NKG2C expression on NK cells (Table 1). It is important to note
that Table 1 also shows that all Caucasian CHIKV-infected
patients tested were HLA-C1/C1 or HLA-C1/C2, a genotype
associated with high expression of NKG2C and KIR2DL2/DL3
and low expression of KIR2DLI.

Effective cytotoxicity of NK cells from CHIKV-infected
patients

To evaluate the functional capacities of NK cells from CHIKV-
infected patients, non-activated and IL-2 activated PBMC were
analyzed in a degranulation assay against K562, 721.221, and
HLA-E-transfected 721.221 (AEH) target cells (Figure 5). In the
absence of IL-2 activation, a minimal level of CD107a expression
was detected at the surface of NK cells from healthy controls,
regardless of the target cell line. In contrast, the degranulation
capacity of NK cells from CHIKV-infected patients was strongly
enhanced against HLA-class I negative K562 (p=0.0005), and
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Figure 3. Correlation between viral load and NKR expression and kinetic expression of NKRs after CHIKV infection. (A) Correlation
between viral load and NKG2A or NKG2C, both in frequency and MFI, on CD3'CD56" NK cells from CHIKV-infected patients. NS: not significant. (B)
Three Caucasian CHIKV-infected patients were tested at 0, 2, and 4 months after symptom onset, to determine the frequency of various NKRs,
including NKG2A, NKG2C, NKG2D, ILT-2, NKp30, and NKp46, on CD3'CD56" NK cells.

doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9003
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doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9g004
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721221 (p=0.0008) target cells (Figures 5A and 5B). More
importantly, in the presence of HLA-E" target cells, NK cells from
CHIKV" patients displayed greater cytotoxic activity than did NK
cells from healthy donors (Figure 5C). These results are in
accordance with the high expression level of major activation
markers, including CD69, HLA-DR and NKp44, but also with
NKG2C, the receptor of HLA-E. The intracellular production of
perforin and granzyme-B did not differ between CHIKV-infected
and healthy individuals (data not shown). Following IL-2
activation, CD107a expression on NK cells from CHIKV*
patients was similar to that in controls in the presence of K562
or 721.221 target cells. In contrast, in the presence of HLA-E*
target cells, degranulation capacity was enhanced in NK cells from
CHIKV* patients, compared with those from controls (p = 0.0414)
(Figures 5C and 5D). To confirm the key role of NKG2C in the
lytic capacity of NK cells from CHKIV* samples, we repeated
these experiments in the presence of neutralizing NKG2C mAb.
The degranulation capacity of NK cells from five CHIKV*
patients decreased strongly in the presence of anti-NKG2C, to less
than 12.424.6%, compared with 44.625.4% in the presence of
an IgG isotypic control (Figure 5E).

Downmodulation of intracellular IFN-y expression in NK
cells from CHIKV-infected patients

In addition to their lytic activity, NK cells release several
cytokines and chemokines that play a role in the recruitment and
activation of the adaptive immune response [29]. The level of
intracellular IFN-y after treatment with IL-12 and IL-18 was
significantly lower in CHIKV* NK cells (p<0.0001) than among
the healthy controls, regardless of their geographic origin or race
(Figures 6A and 6B). These data are closely associated with the
inverse correlation between the production of IFN-y in the serum
of CHIKV-infected patients and the level of NKG2C expression
on NK cells (r=-0.8000; p=0.0002) (Figure 6C).

In summary, these results provide strong support for the
hypothesis that the expansion of NKG2C* NK cells from
CHIKV-infected individuals is associated with a dichotomy

@ PLoS Pathogens | www.plospathogens.org

Table 1. Association between viral load, expression of NKG2C and KIR2DL2/DL3, and HLA-C1 genotype in CHIKV-infected patients.

Viral Load (copies/
samples (#) mL) Phenotype (%)* Genotype HLA-C

NKG2C KIR2DL1 KIR2DL2/DL3 Alleles Group

Gabonese patients
1 7.8 E04 256 16.9 252 0701/0401 /|
2 2.5 E04 14.6 1.5 138 1403/0702 C2/C2
8 1.3 E05 19.9 8.8 324 1601/0402 /|
5 8.4 EO5 77 14 49.0 1402/0304 c1/c2
6 7.7 E03 250 253 354 1201/1802 c2/C1
12 7.4 EO5 70.6 109 535 0602/1703 a/a
13 2.6 E06 56.3 1.9 62.5 0602/0302 c1/C2
18 3.3 E08 81.8 4.1 523 0705/1701 a1/
20 1.1 E06 718 59 65.2 0401/0202 1/
Caucasian patients
1 2.3 E05 520 20.3 24.2 0101/0707 ci/c2
2 6.6 E06 557 14.8 373 0604/1301 /i
3 5.1 E06 754 6.9 55.0 0302/0301 a
*Cell-surface expression on CD3'CD56" NK cells.
doi:10.1371/journal.ppat.1002268.t001

between cytolytic and immunoregulatory functions in NK cells
during acute infection.

Discussion

This paper describes an extensive phenotypic and functional
study of NK cells from CHIKV-infected individuals and provides
the first evidence that CHIKV infection may selectively shape the
NKR repertoire of healthy individuals. NK cells in patients shortly
after CHIKV infection had significantly lower levels of NKp30
and NKp46, a reduction undoubtedly linked to their high
expression of activation markers (CD69 and HLA-DR), as
previously described after HCMV and HIV-1 infections [30-
32]. A hierarchical clustering analysis of a large panel of
phenotypic markers of the NK' cell subset strengthened the
evidence of NKR repertoire modulation, showing that CHIKV-
infected patients, have phenotypes quite distinct from those of
either Caucasian or Gabonese healthy donors. This modulation
likely reflects the challenge exerted by CHIKV on the innate
immune system and thus may become a useful indicator for
exploring the complex host-pathogen relation during the acute
phase of infection.

In this study, we also demonstrated that CHIKV infection
appears to impair the ability of NK cells to produce IFN-y, as
previously reported during such viral infections as HIV-1 and viral
hepatitis [30,33,34], particularly at the peak of viremia. This
impairment may be linked to the modulation in these patients of
the subset of cells that produce IFN-y most effectively — the
CD56"" NK-cell subset. Experimental evidence indicates that
NK-cell development proceeds from a CD56™™ to CD56"™
phenotype [35-37]. Several other changes in NKR expression
reinforce this concept that NK cells mature following CHIKV
infection. For example, expression of CD57, which has been
recognized as a marker of replicative senescence of T lymphocytes,
increases markedly on NK cells shortly after CHIKV infection.
This marker is known to be absent from cord blood NK cells and
found at higher levels in the elderly than in young or middle-aged
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Figure 5. Robust degranulation efficacy of NK cells from CHIKV-infected patients against HLA-E" target cells. PBMC were collected
from 10 Caucasian (CAU) and 10 Gabonese (GAB) healthy donors, and 10 CHIKV-infected patients (CHIK) to determine the cytolytic capacities of NK
cells, before and after a two-day treatment with IL-2. Degranulation activity was determined by CD107a expression against K562 (A), 721.221 (B), or
HLA-E-transfected 721.221 (AEH-cells) (C) target cells. Results are shown for an effector/target (E/T) cell ratio of 1/1. Horizontal bars indicate the
median. **: p<<0.001. (D) Representative samples of each group were gated on the IL-2 activated CD3'CD56" NK-cell subset in the presence of AEH
HLA-E-expressing target cells. Numbers denote the percentage of CD107a* cells among the CD3'CD56" NK cells. (E) Neutralization of the
degranulation in the presence of anti-NKG2C mAb. PBMC from 5 healthy Caucasian (CAU) and 5 healthy Gabonese (GAB) donors, and 5 CHIKV-
infected patients (CHIK) were tested in the presence of neutralizing anti-NKG2C mAb (closed bars) or IgG isotypic control (Open bars) against HLA-E-

transfected 721.221. Results are expressed in mean=SD.
doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9g005

subjects [38]. Consistent with these data, CHIKV infection
completely shifted the NK-cell repertoire to create a specific
subset of highly mature CD56“™ NK cells mostly unresponsive to
cytokine stimulation, but with strong cytolytic capacity for killing
diseased host cells, according to their cell-activation phenotype.
These data are in line with the recent study of Bjorkstrom et al
[39] showing prompt NK cell activation and expansion in humans
infected with hantavirus.

Our data show that NKG2C* NK cells expand after CHIKC
infection. However we cannot exclude an induction of NKG2C
upon preexisting NK cells, or the elimination of NK cells that do not
express NKG2C. This is closely associated with major modifications
in the activation, differentiation, and cytolytic capacities of NK cells
from CHIKV-infected viremic individuals. NKG2 receptor expres-
sion switched from inhibitory to activating after acute CHIKV
infection, as previously described in other human infections,

including HIV-1, CMV, HBV, and HCV [40-42]. The loss of
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NKG2A* NK cells accompanied the expansion of NKG2C* NK
cells, which exist at very low frequencies in uninfected individuals.
The frequency of NKG2G™ cells observed among CHIK V-infected
individuals varied widely, but it is especially notable that it was
significantly correlated with viral load. Interestingly, the rapid
increased of NKG2C in response to the acute CHIKV infection was
followed by a contraction phase, after viral clearance.

We cannot, however, reach a definitive conclusion about either
the expansion of a specific NK cell subset or a difference in the
lymphopenia rate in patients after CHIKV-infection, although
both have been observed in a restricted population of murine NK
cells expressing the activating receptor Ly49H" after MCMV
infection [43-45]. In this model, NK cells were shown to possess
features previously attributed to cells of the adaptive immune
system, including the expansion of a specific subset followed by
contraction and formation of cells with memory-like characteristics
[29,45,46]. NKG2C expression during acute hantavirus and HIV-

32.9%

GAB

CHIK

CD56*

Figure 6. Significant down-modulation of intracellular IFN-y expression in NK cells from CHIKV-infected patients. (A) PBMC were
collected from 10 Caucasian (CAU), and 10 Gabonese (GAB) healthy donors, and 10 CHIKV-infected patients (CHIK) to determine intracellular
production of IFN-y after overnight treatment with IL-12 and IL-18. Horizontal bars indicate the median. ***: p<<0.0001. (B) Representative samples of
each group are shown. Samples were gated on the CD3'CD56" NK-cell gate for flow cytometric analysis. Numbers denote the percentage of
intracellular IFN-y* production among CD3'CD56" NK cells. (C) Correlation between NKG2C expression by CD3'CD56* NK cells and IFN-y production in
the sera of CHIKV-infected patients determined with Luminex Technology (Bio-Rad), as recently published [14].
doi:10.1371/journal.ppat.1002268.9g006
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1 infection has been associated with HCMV, but not EBV or HSV
seropositivity [31,39,47]. Here we found that NKG2C: expression
was associated with HCMV serostatus in the three Caucasian
CHIKV-infected patients. Evaluation of the HCMV status of the
Gabonese patients was not relevant, as seroprevalence approaches
100% in this country [48].

More intriguingly, the NK cell repertoire appeared to be unusual
with strong and specific correlations between NKG2C expression
and specific self-inhibitory KIRs. In contrast to the overall NK cell
repertoire, which contains a random distribution of KIRs, the
NKG2C* NK cells in CHIK V-infected patients are associated with
HLA-Cw allele receptors. The correlation with KIR2DLI, recog-
nizing C2 HLA-C subtypes, is inverse, while that with KIR2DL2/
DL3, recognizing C1 subtypes, is direct. This suggests that NK cells
coexpressing NKG2C and receptors for HLA-C1 alleles expand
during an acute viral infection. More importantly, HLA-C
genotyping revealed that 11/12 CHIKV-infected patients exam-
ined in detail had HLA-C1/C1 or HLA-C1/C2 alleles. This finding
suggests that expansion of highly cytotoxic NKG2C"™ NK cells is
associated with imbalanced expression of unique self-specific
receptors and may dampen autoreactivity and limit immunopa-
thology in CHIK V-infected patients.

Analysis of a large number of CHIKV-infected individuals,
combining genetic analysis of KIR and HLA, kinetic study of
phenotypic and functional features of NK cells, and the long-term
evolution of clinical indicators, might make it possible to draw
statistically powerful conclusions. The presence of a single
inhibitory HLA-C binding KIR showed that the KIR overex-
pressed during CHIKV-infection mediates NK-cell licensing in the
highly functional NKG2C* NK cell subset, protecting against
autoreactivity. This finding is supported by our recent observation
of a persistent indolent proliferation of CD3"CD56" large granular
lymphocytes expressing NKG2C" [49]. These data are also
consistent with a case report of acute HCMV infection in a 3-
month-old girl whose genes encoded a deficient alpha-chain of the
IL-7 receptor known to be associated with a SCID-phenotype;
phenotype characterization showed an extreme transient ampli-
fication of NKG2C-bearing NK cells positive for KIR2DL2/DL3,
which accounted for more than 80% of the leukocytes [50]. More
recently, Bjorkstrom et al [39] also showed a clonal selection of
educated CD36""NKG2C'KIR" NK cells in 5 hantavirus-
infected patients. Taken together, these important data suggest a
certain level of clonality in the response of NK cells against acute
infection, including CHIKV infection. However, the underlying
mechanism mediating this effect remains to be defined.

Collectively, our data suggest that the clonal expansion of a
unique subset of NK cells coexpressing NKG2C and receptors for
HLA-C1 alleles and correlated with the viral load, suggests that
NK cells are able to sense CHIKV from the beginning of infection
and may thus contribute to viral clearance. Understanding how
these complex innate responses affect the outcome of CHIKV
infection will help in the development of vaccines or other
therapeutic strategies that could use innate immunity to enhance
viral control with minimal pathogenesis.

Materials and Methods

Human ethics statement

This study was conducted in accordance with the principles
expressed in the Declaration of Helsinki and with French statutory
and regulatory law. Patients received information about research
performed on biological samples and provided written informed
consent to participate. The hospital’s institutional review board
(Comité de protection des personnes Ile-de-France VI) approved
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the study (Hopital Pitié-Salpétriere, 47 boulevard de I'Hépital,
75013 Paris).

Patients and healthy controls

Peripheral blood samples from 25 CHIKV-infected patients
(mean age 32*15 years, 60% women) were obtained during the
CHIKV outbreak that occurred in Gabon, Central Africa,
between March and August 2007. The outbreak began first in
Libreville, the capital, and then spread to several small towns
located on the road towards Cameroon in northern Gabon,
generating approximately 20,000 cases. These samples were
collected from patients whose symptoms included fever, arthralgia,
and asthenia and who visited specific medical centers in Libreville
during the first five days after the onset of symptoms. Diagnosis of
CHIKYV infection was confirmed for each of these patients, as
described [7,14]. These CHIKV-infected patients were negative
for dengue fever, yellow fever, West Nile fever, Rift Valley fever,
and malaria. Gabonese (n=15) and Caucasian (n=15) sex- and
age-matched healthy volunteers from Franceville (Gabon) and our
hospital blood bank (EFS, Pitié-Salpétriere Hospital, Paris, France)
were used as controls. Kinetic studies were performed on 3
Caucasian CHIKV-infected patients from the Department of
Infectious Diseases of the Pitié-Salpétriére Hospital (Paris, France)
in 2006.

Viral RNA extraction and quantification

Viral RNA was extracted from 90 ul of plasma from CHIKV-
infected patients with an EZ1 advanced XL system (Qiagen,
Courtaboeuf, France) and the EZ1 virus kit V2.0 (Qiagen). With
the high capacity ¢cDNA reverse transcriptase kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) and according to the manufac-
turer’s recommendations, 25 Ul of extracted RNA was immedi-
ately reverse transcribed into cDNA. Real-time PCR was carried
out in a 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems), with the
Universal PCR master mix kit (Applied Biosystems) according to
the manufacturer’s recommendations with the specific primers F-
CHIK and R-CHIK and the probe P-CHIK (10 mM) designed by
Pastorino ¢t al. [51]. A quantified synthetic CHIKV RNA
transcript, kindly provided by the University of the Méditerranée
(Pr X. De Lamballerie, Marseilles, France), was used as a standard.
All amplifications were performed in duplicate.

Flow cytometric analysis

NK cells were analyzed after staining with an appropriate
antibody cocktail: anti-CD45 (J33), anti-CD3-ECD (UCHT1),
anti-CD56-PC7 (N901), anti-CD8a-APC (B9.11), anti-CD159a/
NKG2A-APC (2199), anti-CD336/NKp44-PE (Z231), ant-CD
335/NKp46-PE (BAB281), anti-NKG2D-PE (ON72), ant-CD
85j/ILT2-PE (HP-F1), anti-CD69-APC (FN50), and anti-HLA-
DR-PE (Immu357), KIR2DL1/KIR2DS1-PE (EB6B), anti-KIR
2DL2/KIR2DL3/KIR2DS2-PE (GL183), KIR3DL1/KIR3DS1-
PE (Z227) from Beckman Coulter; anti-CD94-FITC (HP-3D9),
anti-CD57-FITC (S-HCL-1), and anti-CD161-FITC (DX12) from
Becton Dickinson; anti-NKG2C-PE (134591), KIR2DS4-PE
(179315), and anti-KIR2DL4-APC (181703) from R&D systems;
anti-CD337/NKp30-PE (AF29-4D12), anti-KIR2DL1-APC (11
PB6), ant-KIR2DL2/KIR2DL3-APC  (DX27), and anti-KIR
3DL1-APC (DX9) from Miltenyi Biotech; and anti-KIR2DL5-
Alexa Fluor 647 (UP-R1) from e-biosciences. For intracellular
staining, PBMC were fixed and permeabilized with a cytofix/
cytoperm kit (Becton Dickinson) and stained with perforin-PE
(0G9), or granzyme-B-FITC (GB1), as described [36]. Isotype-
matched immunoglobulins served as negative controls. Lympho-
cytes were identified by characteristic forward and side scatter
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parameters and CD45 expression. Populations of interest were
gated on patterns of CD56/CD3 staining within the CD45"
lymphocyte population. Results are expressed as the percentage of
positive cells within the gated population. At least 20,000 CD45"
cells were analyzed on a Navios cytometer (Beckman Coulter).
Expression of each NKR was measured as a percentage of the
total CD3'CD56" NK cells. Hierarchical clustering was applied,
and the results were displayed with the use of the Genesis program
(software available at www.genome.tugraz.at), as previously

described [52-54].

Functional analysis

Degranulation was assessed by the detection of LAMPL/
CD107a, on PBMC cultured in the absence or in the presence
of 1000 IU/ml of Proleukin-2 (Chiron) for 48 h, against K562,
721.211 or HLA-E-transfected 721.221 (AEH) target cell lines.
Briefly, PBMC were resuspended in the presence of anti-CD107a
mAb (H4A3, Becton Dickinson) with target cells at an effector:-
target (E:T) cell ratio of 1:1. After 1 h of incubation, monensin
(Sigma Aldrich) was added at 2 mM for an additional 4 h of
incubation [36,38].

To stimulate IFN-y production, PBMC were incubated
overnight in the presence of IL-12 (10 ng/ml) and IL-18
(100 ng/ml) (R&D Systems). Cells were then fixed and permea-
bilized with a cytofix/cytoperm kit (Becton Dickinson) and stained
with anti-IFN-y mAb (B27; Becton Dickinson), as described [36].

HLA-Cw typing

Genomic DNA was extracted from PBMC of CHIK V-infected
patients with the QIAmp DNA mini kit (Qiagen). HLA-C alleles
were sequenced with the SBT kit (Aria Genetics). Sequences were
read with a 3100 Genetic analyzer (Applied Biosystems) and
computer-assisted Conexio genomics software.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with Prism-5 software
(GraphPad Software). Intergroup comparisons were assessed with
the non-parametric Kruskal-Wallis test, with Dunn’s post test to
define the significance between results from 3 independent groups
of subjects. Significance was defined by P less than 0.05 with a 2-
tailed test. *p<<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Nonparametric
correlations were assessed by determination of the Spearman’s
rank correlation coefficient.

Supporting Information

Figure S1 Cell-surface expression of NK cell markers
on NK cells from Caucasian (CAU) and Gabonese (GAB)
healthy donors, and CHIKV-infected patients (CHIK).
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(A) PBMC from one representative sample of each group of
samples were stained with specific antibodies against NKG2A,
NKG2C, ILT-2, NKp30 and NKp46, and then gated on the
CD3'CD56" NK-cell gate for flow cytometric analysis. Numbers
denote the percentage of positive cells in the CD3'CD56" NK-cell
gate. (B) MFI of the expression of NK-cell receptors including
NKG2A, NKG2C, ILT-2, NKp30 and NKp46. Horizontal bars
indicate the median. * p<<0.05; **: p<<0.001; ***: p<<0.0001.
(TIF)

Figure S2 Expression of KIR in CHIKV-infected pa-
tients. (A) Expression of KIR2DL1 and KIR2DL2/DL3 on NK
cells from one representative sample of each group, including
Caucasian (CAU) and Gabonese (GAB) healthy donors, and
CHIKV-infected patient (CHIK). Numbers denote the percentage
of positive cells in the CD3'CD56" NK-cell gate. (B) Correlation
between KIR2DLI and KIR2DL2/DL3 expression on CD3
CD56" NK cells from CHIKV-infected patients. (C) Frequency
and MFTI values of KIR2DIL4, KIR2DL5, and KIR3DLI1 on NK
cells from Caucasian (CAU), and Gabonese (GAB) healthy donors,
and CHIKV-infected patients (CHIK).

(TIF)

Figure S3 Expression of KIR in CHIKV-infected pa-
tients. (A) Expression of KIR2DLI and KIR2DL2/DL3 on NK
cells from one representative sample of each group, including
Caucasian (CAU) and Gabonese (GAB) healthy donors, and
CHIKV-infected patient (CHIK). Numbers denote the percentage
of positive cells in the CD3'CD56" NK-cell gate. (B) Correlation
between KIR2DLI and KIR2DL2/DL3 expression on CD3
CD56" NK cells from CHIKV-infected patients. (C) Frequency
and MFI values of KIR2DL4, KIR2DL5, and KIR3DLI1 on NK
cells from Caucasian (CAU), and Gabonese (GAB) healthy donors,
and CHIKV-infected patients (CHIK).

(TIF)

Table S1 Viral load, absolute count and frequency of
CD3" T and CD3'CD56" NK cells from Caucasian
CHIKV-infected patients.
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PROJET 1B : Etude longitudinale des cellules NK et des lymphocytes T chez des
patients infectés par le CHIKV, DENV-2 ou coinfectés par les deux virus au cours de

I’épidémie de 2010 a Franceville au Gabon.
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CHIKV/DENV-2 Co-Infected Patients
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La premiére étude phénotypique et fonctionnelle des cellules NK menée chez les
patients infectés par le CHIKV au cours de 1’épidémie de 2007 au Gabon avait permis
de mettre en évidence 1’expansion d’une population de cellule NK spécifique et

effective.

L’épidémie qui a sévi a Franceville en 2010 a donné lieu a de nombreux cas de patients
infectés par le CHIKV, DENV-2 ou coinfectés par le CHIKV et DENV-2. Les signes
cliniques initiaux des infections par le CHIKV et DENV-2 sont peu discernables et
rendent le diagnostic précoce souvent difficile. L objectif de cette deuxiéme étude était
de pouvoir comparer les réponses innées précoces (cellules NK) et tardives
(Lymphocytes T) entre des patients infectés par le CHIKV, DENV-2 ou coinfectés par
les deux virus. Pour cela, les trois groupes de patients ont été suivi longitudinalement en
phase précoce (J0-J3), en phase tardive (J5-J15) et en phase de convalescence (J>30)
pour étudier, par cytométrie en flux, les principaux marqueurs du répertoire des cellules

NK et des LT.

Les résultats de cette étude ont mis en évidence que le phénotype des cellules NK est
modulé de fagon similaire chez les patients infectés par le CHIKV, le DENV-2 ou
coinfecté par les deux virus. A I’inverse, le phénotype des LT est différent selon
I’infection par le CHIKV ou DENV-2. Il est également important de noter que la
réponse des LT des patients coinfectés est plus proche de celle des patients infectés par

le DENV-2 que de celle des patients infectés par le CHIKV.
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Abstract

Chikungunya (CHIKYV) and dengue (DENYV) viruses are the most prominent arboviruses
worldwide, causing major epidemics in South-East Asia, South America and Africa. In
2010, a simultaneous outbreak of CHIKV and DENV-2 occurred in Gabon, central
Africa, leading to the first identification of co-infected cases. Pre-existing immunity and
the triggering of the innate and adaptive immune responses during the course of
infection are thought to be of primordial importance in the development of CHIKYV and
DENV-associated pathologies and outcome. In this study, we performed an extensive
longitudinal characterization of Natural Killer (NK) and T cell populations in patients
infected with either one or both viruses providing the first detailed description of NK
cells in the context of DENV infection. We observed a comparable NK cell profile
amongst all three patient groups which involved the expansion of a highly activated and
differentiated NK cells, whereas the persistence of a fully differentiated NKG2C 'CD57"
NK cell population in association with viral load was only observed in CHIKV
convalescent patients. Distinct profiles of T cell activation and differentiation emerged
from the three groups of patients suggesting, a variable impact of the T cell response
during these infections. All together, our data points towards a crucial role of NK cells in
the control of both CHIKV and DENYV, as well as a divergence in the T-cell response

between both infections
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Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) and dengue virus (DENV) are both re-emerging mosquito-
borne arboviruses. Over the past twenty years, CHIKV and DENV have caused severe
worldwide epidemics. They are associated with explosive urban epidemics and have become a
major public health problem with significant economical and social impacts (1,2). The two
major mosquito vectors, Aedes aegypti and Aedes albopictus are responsible for large
simultaneous CHIKV and DENV outbreaks (3-5). For instance, during a large outbreak in
2010 in Franceville, Gabon, both viruses were detected in a mosquito caught in the wild, thus
leading to evidence of their simultaneous transmission to humans (6).

DENYV and CHIKYV infections both cause acute illness; after an incubation period of 2-4
days for CHIKV and 5-7 days for DENV, both infections result in a spectrum of similar
clinical symptoms, characterized by high fever, myalgia, headache, joint pain, skin rash and
vomiting (7,8). Severe incapacitating arthralgia is typical of CHIKV infection (9). Dengue
fever (DF) is caused by any of four closely related viruses, or serotypes: dengue 1-4. Infection
with one serotype does not protect against the others, and sequential infections put people at
greater risk for dengue hemorraghic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS) (10).
Most clinical symptoms resolve within a few weeks, except for CHIKV specific arthralgic
pains that can persist for longer periods (11).

The first phase of CHIKV and DENYV infections is typical of acute viral infections. A very
early type 1 interferon (IFN-o/B) response is detected on the first day of infection and in part
responsible for the rapid control of the viremia (12,13). IFN-a/B also contribute to the
activation of Natural Killer (NK) cells that are a key component of the innate immune defense
during early infectious events. The immune-regulatory and cytolytic functions of NK cells are
controlled by a sophisticated repertoire of activating and inhibitory NK receptors that allow
them to distinguish between healthy and virus-infected cells. Different types of NK inhibitory
receptors have been identified, including the killer cell immunoglobulin (Ig)-like receptor
(KIR) family, CD94/NKG2A and ILT2, which recognize distinct major histocompatibility
complex (MHC) class I molecules. Moreover, a critical threshold of signaling via activating
receptors that exceeds the counterbalancing influence of inhibitory receptors must be reached
in order for NK cells to mount a productive response. These activating receptors include
NKG2C, NKG2D, DNAM-1 and the natural cytotoxicity receptors NKp30, NKp44 and
NKp46 (14-18).

Recently, we demonstrated the importance of NK cells in the control of acute CHIKV
infection. Through a transversal phenotypic and functional study of NK cells collected from

CHIKV-infected individuals, we provided evidence that CHIKV could shape the NK cell
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repertoire. Thus, we observed a clonal expansion of a unique subset of NK cells co-expressing
NKG2C and KIR2DL2/2DL3 that was correlated with the viral load, in association with
elevated cytotoxic capacity and in the absence of IFN-y production (19). This suggested that
NK cells are able to sense CHIKV early during the course of infection and may thus contribute
to viral clearance. Concerning DENV infection, only few data are available; yet it has been
reported that most NK cells from DENV infected patients display early activation markers and
cell adhesion molecules (20).

Established by primary activation events, the adaptive immunity plays a critical role in
combating viral infections and orchestrating the mounting of an effective memory response
(21). Although early immune events seem major to control both CHIKV and DENV acute
infections, chronic arthralgic problems associated with CHIKV infection and severe secondary
heterologous DENV infections are certainly associated to the cellular adaptive responses
triggered during the acute phase. Our understanding of T cell involvement during CHIKV and
DENV pathogenesis is still in its infancy. One marked and common feature is the acute
lymphopenia observed in both infections (9,20). Overall, studies observed an early-stage
proliferation and activation of CD8" T cells with a switch to CD4" T cell responses at a later
stage in CHIKV infected patients (9,22). It was recently demonstrated that CD4 " but not CD8"
T cells play a major role in mediating the severity of joint inflammation in a mouse model of
CHIKYV infection although they had no role in the control of the virus replication and
dissemination (23). Regarding DENV infection, the majority of existing studies have focused
on the role of T cells in the immuno-pathogenesis of secondary heterologous DENYV infections
but only limited data are available regarding the implication of T cells in the context of a acute
DENYV infection (24). Yauch et al. (25) have developed a mouse infected DENV-2 model and
demonstrated an important contribution of CD8" T cells to the anti-DENV immune response.
In this model a depletion of CD8" T cells resulted in an impaired ability of the mice to clear
DENV.

In this study, we longitudinally compared NK and T cell responses in patients infected with
CHIKYV, DENV-2 or both viruses to determine the ex-vivo contribution of these immune
subsets in protection vs pathogenesis during a primary infection. The results underscore dual

clonal expansion of CHIKV and DENV-2-specific immune responses.

Materials and Methods

Ethical considerations
The research unit, Unité des Maladies Virales Emergentes (UMVE) at the Centre International
de Recherches Médicales de Franceville (CIRMF) partnered with the Gabonese Ministry of
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Health and Sanitation (MoHS) to respond to this outbreak. Epidemiological and clinical
inquiries as well as blood sampling for laboratory confirmation were considered as part of the
public health response. According to the MoHS directives, written consent was not required
due to the necessity for emergency diagnosis and only an oral consent was obtained for each
patient during interviews. The Regional Health Director approved this study, including oral

individual consent for blood sampling (Authorization n°189).

Patients, healthy controls and sample preparation

A simultaneous outbreak of CHIKV and DENV occurred in two provinces, Ogooue Lolo and
Haut Ogooue, in southeast Gabon, central Africa, between April and July 2010. The study
took place in Franceville at the CIMRF. Peripheral blood samples were collected when
suspected cases presented at least one of the following symptoms: fever (>38.5°C), arthralgias,
myalgias, headaches, rash, fatigue, nausea, vomiting, diarrhea or bleeding. Patients who met
the case definition were sampled and tested for various arboviral RNA genomes using the
TagMan quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). We
performed a kinetics study using early acute samples collected between days 0-3, late acute
samples collected between days 5-15 and convalescent samples collected at days>30, after the
onset of symptoms. Isolation of PBMCs was performed by standard histopaque density
centrifugation. Control PBMC samples in which no CHIKV and DENV could be detected

were collected from healthy volunteers from Franceville, Gabon.

Virological characterization

RNA was extracted from 140 pL of plasma using the QIAamp Viral RNA Mini kit (Qiagen).
c¢cDNA was synthesized using qRT-PCR with a 9700 thermocycler (Applied biosystems), and
mixing 25 pL of extracted RNA with 25 pL of High Capacity ¢cDNA kit (Applied
Biosystems). Finally, 5 pL of newly synthesized cDNA was used as template in 25 UL of
Tagman universal PCR Master Mix with specific CHIKV or DENV primers and run in a 7500
Real-time PCR system (Applied Biosystem), as described (6).

Flow cytometric analysis

Phenotypes were realized on PBMCs. Cells were stained using the appropriate cocktail of
antibodies: anti-CD45-KO (J33), anti-CD3-ECD (UCHT1), anti-CD56-PC7 (N901), anti-
NKG2A-APC (Z199), anti-CD57-PB (NC1), anti-NKp44-PE (Z231), anti-CD16-PB (3G8),
anti-ILT-2-PE (HP-F1), anti-CD27-PE (1A4CD27), anti-CD45RA-ECD (2H4LDH11LDRBY),
anti-CD3-APC-Alexa Fluor 750 (UCHT1), anti-HLA-DR-ECD (Immu-357), anti-CD19-PC7
(J3-119), anti-CD20-PB (B9E9) from Beckman coulter; anti-KIR2DL2/3-FITC (CH-L), anti-
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CD69-APC-Cy7 (FN50), anti-CD161-FITC (DX12), anti-CD38-APC (HIT2), anti-HLA-DR-
Alexa Fluor 700 (G46-6), anti-CD4-FITC (GK1.5), anti-CCR7-PC7 (3D12), anti-CD69-APC
(FN50), anti-CD8-V450 (RPA-TS8) from Becton Dickinson; anti-NKp30-APC (AF29-4D12)
from Miltenyi Biotec. Isotype-matched immunoglobulins served as negative controls. Cells
were gated on the CD45" lymphocytes gate. At least 20,000 CD45" cells were analyzed on a
Gallios cytometer (Beckman coulter). Flow cytometry data was analyzed using FlowlJo

software version 9.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed with Prism-5 software (GraphPad Software). Mann-
Whitney test were performed for individual comparisons of two independent groups, and the
nonparametric Kruskal-Wallis test with Dunn post-test was used to define the significance of
results from more than two independent groups of subjects, when compared 2 by 2.
Nonparametric correlations were assessed by determination of Spearman rank correlation

coefficient. P-values <0.05 were considered significant. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Results

Expansion of highly activated and differentiated NK cell subset in CHIKV, DENV-2 and co-
infected patients

Using multi-color flow cytometry, we performed an extensive characterization of NK cells in
peripheral blood cells collected from CHIKV, DENV-2 and co-infected patients as well as
healthy Gabonese individuals. As described, NK cell frequency increased early after both
CHIKV and DENV-2 infections, but more rapidly in CHIKV-infected patients with a peak
between days 0-3. In DENV-2-infected patients, the frequency of NK cells gradually increased
and peaked between days 5-15 after onset of symptoms. A similar profile to CHIKV and
DENYV infected patients was observed in co-infected patients (Fig. 1A).

We then analyzed the expression of the early activation marker CD69 at the surface of NK
cells. The proportion of CD69" NK cells significantly increased in all patients to reach
58+21% in CHIKV'; 55+21% in DENV-2" and 42+5% in CHIKV/DENV-2 co-infected
patients, as compared to 15+6% in healthy Gabonese controls (Fig. 1B). Activation of NK
cells was also confirmed by an increased expression of HLA-DR and NKp44, two markers
expressed on late-activated NK cells (Supplemental Fig. 1). Importantly, one month after
disease onset, the Frequency of these activation markers returned close to the baseline levels
as observed in healthy individuals.

We next assessed the modulation of specific NK cell receptors induced by CHIKV and
DENV-2 infections. When compared to that of the non-infected control group, NKp30
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expression revealed a substantial decline, irrespective of the patient group (Fig. 1C).
Interestingly, acute infection with either CHIKV or DENV-2 was also associated with a
significant decrease of NKG2A and CD161, two inhibitory receptors mainly expressed on
immature NK cells, whereas, ILT-2 (data not shown) and CD57 (Fig. 1C), mainly expressed
on matured NK cells were significantly increased post-infection. This indicates that CHIKV
and DENV-2 infections favor the terminal differentiation of NK cells. However, as compared
to patients infected with CHIKV samples, these phenotypic modulations seem to occur
similarly, but more gradually, in DENV-2" patients, with a peak at a later stage of infection.
Co-infected patients’ NK cell expression profiles showed a combination of both CHIKV and
DENV-2 infection features, characterized by a prolonged increase in NKG2A and CD161
expression prior to returning to the baseline as compared as compared to healthy controls

Altogether, this data suggests that both activation and differentiation of NK cells are
induced during the acute phase of infection by CHIKV and DENV-2, albeit much faster in
CHIKYV infection.

Specific association of KIR2DL receptors with NK cells in CHIKV and DENV-2 infected
patients

In addition to the expression of the NK inhibitory receptors, mentioned above, we analyzed,
on NK cells of infected patients, the expression of the KIR family members. In patients
infected with CHIKV only, the proportion of KIR2DL1" NK cells decreased, whereas,
simultaneously, the proportion of KIR2DL2/2DL3" NK cells significantly increased (48£15 %
vs 29%12 % in controls) (Fig. 2). In contrast, a stronger expression of KIR2DL1 was observed
in DENV-2-infected patients (4021 % vs 179 % in controls; p<0.05), which was associated
with a decrease in KIR2DL2/2DL3-expressing NK cells (16+12 % vs 29+12 % in controls). In
co-infected patients the percentage of NK cells expressing KIR2DL1 (3519 % vs 1729 % in
controls) and/or KIR2DL2/2DL3 (41+4 % vs 29212 % in controls) increased to the same

extent as those from patients infected by CHIKYV alone (Fig. 2).

Persistence of a highly differentiated NKG2C"CD57" NK cell population in association with
viral load in convalescent CHIKV-infected patients

CHIKYV and DENV-2 infections were both associated with a rapid and significant increase in
frequency of NK cells expressing NKG2C (Fig. 3A), consistent with results reported for
CMV, HIV-1 or hantavirus infections (26-28). NKG2C expression after infection has been
associated with the terminal stage of NK cell differentiation (14). Supporting this observation,
NKG2C" NK cells from CHIKV" patients mainly expressed CD57. In contrast, in NK cells

from DENV-2" and co-infected patients, CD57 expression was not associated with that of
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NKG2C expression (Fig. 3B), suggesting that contrasting results are observed in regards to the
NK differentiation after infection by each of these viruses. It is noteworthy that after CHIKV
infection the modulation of high frequency of CD57 /NKG2C" NK cells was transient in most
patients, however, a subset of these NK cell subset persisted in some patients in the
convalescent phase, more than 30 days after infection (Fig. 3C). Interestingly, most
convalescent patients with a persistent increased frequency of CD57'/NKG2C" NK cells
presented the highest viral load during the early acute phase of the infection (Fig. 3D). Indeed,
the set point of the viral load quantified during the early acute CHIKV infection was directly
correlated with CDS57 expression (Spearman coefficient r=0.57; p=0.04) and NKG2C
expression (Spearman coefficient r=0.80; p = 0.01), both assessed during the convalescent
phase of infection (Fig. 3D). This could suggest a relationship between the initial amount of

viral load and the persistence of a specific, highly differentiated NK subset in CHIK " patients.

Distinct CD8" and CD4" T-cell profiles between CHIKV, DENV-2 infected and co-infected
patients

Consistently with previous data (9,19,20), we observed a lymphopenia of CD3" T cells in all
three patient groups (data not shown). However, the relative proportion of CD4" and CD8" T
cells was not profoundly modulated during the first 30 days after CHIKV and DENV-
infections, with the exception for CD8" T cells which gradually and significantly increased
after CHIKV infection (Supplemental Fig. 2).

A strong activation of both CD4" and CD8" T cells was observed in CHIKV" patients as
shown by the moderate increase in CD69 expression (data not shown) and massive increase in
HLA-DR expression (Fig. 4). In contrast, expression levels of both CD69 and HLA-DR did
not increase significantly in DENV-2" patients but remained within range of the control group.
Intriguingly, only CD4" T cells were strongly activated whereas the expression of CD69 and
HLA-DR did not significantly vary on CD8" T cells in co-infected patients (Fig. 4).

We next assessed the differentiation status of CD4" T and CD8" T cells according to the
expression of the CD45RA and CCR7 surface molecules, in order to determine the
mobilization of naive (Ty= CD45RA'CCR7"), effector (Tgrr= CD45SRA'CCR7') and central
memory (Tey= CD45RA'CCR7") T-cell subsets in all groups of patients. Frequencies of both
CD4" (p<0.05) and CD8" (p<0.005) Tger cells were significantly increased in the acute stage
of CHIKV infection while only CD8" Tggr cells (p<0.005) were significantly increased in
acute DENV-2 infection (Fig. 5). Of note, in all patients, the frequencies of CD4" and CD8"
Ty and Tewm cells were slightly decreased after infection (Fig. 5).

During the convalescent phase of infection (from day 25 post-infection), the frequency of

CD4" Tger cells remained significantly increased in all infected samples, whereas, the CD8"
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Terr cells returned close to baseline levels in CHIKV™ samples. Notably, the level of CD4"
Teum cells was significantly decreased in DENV-2" and co-infected patients, but returned

closed the control values after CHIKV infection (Fig. 5).

Discussion
In this study, we investigated the immunological footprint of NK and T lymphocytes
established after CHIKV, DENV-2 infections or CHIKV/DENV-2 co-infections.

Results from various studies have demonstrated the importance of NK cells in controlling
viral infections. Yet the involvement of NK cells in response to mosquito-borne arboviruses is
poorly appreciated. Here, we provide evidence that NK cells are involved in the earliest stages
of the innate response to CHIKV and DENV-2 infections. In agreement with previous studies,
we report here that NK cells are rapidly activated after both infections, corroborating earlier
reports in the literature (19,20). We observed a shift in the NK cell repertoire towards the
accumulation of more mature, terminally differentiated NK cells, expressing more frequently
NKG2C, ILT-2 and CD57 and less NKG2A, NKp30 and CD161. We cannot rule out the
possibility that the expansion of an NKG2C-expressing subset of NK cells may be linked to
other infections such as human cytomegalovirus (HCMYV). Indeed, there is growing evidence
showing that preferential expansion of NKG2C" NK cells occurs not only after HCMV
infection (29), but also after HIV-1, Hantavirus and hepatitis infections occurring in HCMV
seropositive patients (26,27,30,31). Given that seroprevalence for HCMV reaches 100% in
Africa (32), it is likely that the NK cell phenotype observed here in CHIKV and DENV-2
patients is linked to CMV. In all cases, NKG2C population expansion is transient.
Interestingly though, in 5 convalescent CHIKV " patients that presented chronic arthralgia, we
observed a prolonged persistence of the NKG2C'CD57" NK cell subset. Because of the high
viral loads in these patients during the acute stage of infection and ther association of that
CHIKV infection with high levels of pro-inflammatory cytokines (22), it is tempting to
speculate that the acute stage of infection may affect the outcome of the disease and the
subsequent development of persistent symptoms by maintaining a particular inflammatory
environment that promotes the persistence of the NKG2C" NK cell subset. However, further
investigations are needed to correlate these different features with disease progression.

Consistent with previous data (19), we also show that CHIKV infection is associated
with the expression of inhibitory KIR2DL2/2DL3 receptors, whereas DENV-2 induces
expansion of KIR2DL1-expressing NK cells. Interestingly, NK cells from co-infected patients
expressed both KIRs. Although the mechanism behind the expansion of NK cells bearing self-
specific KIR remains elusive, the observation that the expression of different KIR is associated

with CHIKV, as well as DENV-2 infection suggests that these viruses are directly involved in
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triggering expansion and differentiation of NK cells. Thus, we can hypothesize that the
binding of KIR to HLA-class I molecules could be modulated by HLA-presented CHIKV and
DENV-2 peptides, as previously shown in HIV-1 infected patients (33). Hence certain
peptides from CHIKV may be restricted to or preferentially presented by HLA-C1, which
specifically bind KIR2DL2/2DL3, whereas peptides from DENV-2 may be preferentially
associated with HLA-C2 molecules, which recognize KIR2DL1. Further studies will be
required to identify these HLA-restricted viral peptides and the functional consequences in
regards to the NK cell response.

In addition to an efficient innate immune response, T cells are essential in recovery from
viral infections and for the establishment of an effective memory response. With respect to
previous studies, both CD4" and CD8" T cells seem to be implicated in CHIKV infection
while CD8" T cells are mostly involved in response to DENV (34). In CHIKV infection,
several observations support the hypothesis of an early anti-viral cytotoxic CD8" T cell
response to control virus replication, followed by a switch to CD4" T cell response to facilitate
neutralizing antibody production (9,22). We found that CD4" and CD8" T cells from CHIKV"
and co-infected patients showed a rapid and sustained activated state, up to three months after
initial infection, whereas in DENV-2 infections the activation level of T cells rapidly returned
close to the initial levels after a month.

Studying T cell activation and differentiation appear critical to understand the mechanisms
of immuno-pathogenesis implicated in both infections. It was recently shown that CD4" T
cells could play a pathogenic role in infiltrating tissues of CHIKV" patients (35). Such
persistence may contribute to the long-lasting arthralgic symptoms associated with continuing
inflammatory responses in association with the virus persistence in certain tissues (36).
Concerning DENV infection, there is strong evidence for implication of T-cells in secondary
severe dengue infections. A secondary challenge by a heterologous DENV serotype is
associated with T cells cross-reacting memory induced by the primary infection and T cells
seem to be more implicated in this process than in the primo-DENV infection (37-39). Both
infections induce the production of a wide range of Thl and Th2 cytokines, chemokines and
growth factors (13,22,40,41), which further support the role of T cells in mediating
pathogenesis. In CHIKYV infection, Hoarau et al. (9) indicated a link between chronic disease
and a stronger inflammatory response in the acute phase of infection. We know from HIV
studies (42) that inflammation contributes to the destruction and elimination of viruses, but
may also maintain the level of activation required for viral persistence in tissues, particularly
in macrophages, a cell target common to HIV-1 and CHIKV (36). Interestingly, recent studies
suggest that unlike CHIKV infection, acute DENV-2 infection is associated with an increased

frequency of CD4'CD25"#"Foxp3" regulatory T cells and over-expression of IL-10 and IL-17,
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two cytokines produced by these cells (43). This could impact the T cell activation in response
to DENV-2, in line with data reporting impaired cell mediated T cell responses of acute
DENV-2 infected patients (44).

Results explored by the current study are more aptly highlighted by the longitudinal
exploration of T cell differentiation, beside the data of the activation, in line with those
previously published. In CHIKV" patients, in addition to a sustained and prolonged activation
of CD4" and CD8" T cells, we observed, for the first time, their continued maturation status.
This was consistent with persistent virus infection, exhibiting a mature phenotype (45,46).

Much less is known about CD4" T cell response during DENV infection but the significant
low frequency of CD4" central memory DENV-2 T cells reported in this study could
potentially explain the weak and short immunity that persist after a primo-DENV infection
(47), and that may contribute, together with the CDS8" T-cell response, to a detrimental
immune response.

It is critical to understand and exploit the beneficial and detrimental effects imposed by
each arbovirus on host survival in the context of CHIKV/DENV-2 co-infection. To the best of
our knowledge, this is the first study to explore the immune response in these co-infected
patients. Caron ef al. (6) have shown that co-infected patients can be subdivided into two
groups, relatively to CHIKV and DENV-2 specific cDNA load: one group had high cDNA
loads of both CHIKV and DENV-2 and one other group had high DENV-2 ¢cDNA load but
low CHIKV c¢DNA load, the opposite being never observed, suggesting a possible viral
competitive mechanism. Under this complex scenario, our data revealed that co-infected
patients displayed similarities with both CHIKV and DENV-2 NK cell profiles. However T
cells response profiles in co-infected patients seem to be more similar to DENV-2 profiles
rather than CHIKYV profiles. Understanding the mechanisms underlying the co-infections is
interesting and could be apply to other types of co-infections. Emergence of CHIKV and
DENV-2 co-infection during recent major concomitant outbreaks is concerning and needs to

be closely monitored.
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Legend Figures

FIGURE 1. Activation and differentiation status of CD3°'CD56" NK cells in CHIKV-, DENV-
2- and CHIKV/DENV-2-infected patients. FACS analysis of frequency of A) CD3 CD56" NK
cells in the CD45" lymphocyte gate, B) early activation marker CD69 within NK cells, and C)
NKp30, NKG2A, and CD161 receptors on NK cells. Analysis was performed in 15 Non
Infected (NI) Gabonese controls; 5 to 14 CHIKV infected patients; 4 to 7 DENV-2-infected
patients, and 3 to 6 co-infected patients, collected in early acute (EA; day (D)0-D3), early late
(EA; D5-D15) and convalescence (C; D>30) stages post-symptoms. * p<0.05, ** p<0.001.

FIGURE 2. Specific association of KIR2DL expression in CHIKV and DENV-2-infected
patients. Frequency of A) KIR2DL1 and B) KIR2DL2/2DL3 on CD3CD56" NK cells.
Analysis was performed in 15 non-infected (NI) Gabonese controls; 4 to 13 CHIKV-infected
patients; 4 to 6 DENV-2-infected patients, or co-infected patients, collected in early acute
(EA; day (D)0-D3), early late (EL; D5-D15) and convalescence (C; D>30) stages post-
symptoms.* p<0.05, ** p<0.001.

FIGURE 3. Persistence of a specific NKG2C'CD57" NK cell subset in CHIKV-infected
patients with high viral load. (A) Frequency of NKG2C and CD57 on CD3'CD56" NK cells, in
CHIKV, DENV-2 and co-infected patients, collected in early acute (EA; day (D)0-D3), early
late (I; D5-D15) and convalescence (C; D>30) stages post-symptoms. NI: non-infected
Gabonese healthy controls. (B) Frequency of CD57" NK cells within NKG2C" or NKG2C
NK cells. Five, CHIKV, DENV-2 and co-infected patients were analyzed at Day 30 post-
symptoms. (C) Scatter plot representation of CD57  and NKG2C" NK cell frequencies
collected in early acute (EA; day (D)0-D3) and convalescence (C; D>30) stages post-
symptoms in CHIKV-infected patients. Dotted vertical lines represent the baseline levels. (D)
Correlation between the set point of the viral load quantified during the early acute CHIKV
infection and CD57" or NKG2C" NK cells both assessed during the convalescent phase of

infection. Dotted horizontal lines represent the same baseline levels. * p<0.05, ** p<0.001.

FIGURE 4. Activation of CD4" or CD8" T-cells in CHIKV-, DENV-2- and CHIKV/DENV-
2-infected patients. Percentage of HLA-DR on CD3'CD4" or CD3'CD8" T-cells within the
CD45" lymphocyte gate. Analysis was performed in 8 non-infected (NI) Gabonese controls; 3
to 18 CHIKV-infected patients; 4 to 6 DENV-2 infected patients, or co-infected patients,
collected in early acute (EA; day (D)0-D12), early late (EL; D25-D40) and convalescence (C;
Month>3) stages post-symptoms. * p<0.05, ** p<0.001.
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FIGURE 5. Differentiation of CD4" and CD8" T-cells from CHIKV, DENV-2 or

CHIKV/DENV-2-infected patients. Frequency of CD45RA'CCR7" naive (TN), CD45RA”

CCR7" central memory (TCM), and CD45RA™CCR7" effector memory (TEM). Analysis was
performed in 8 non-infected (NI) Gabonese controls; 3 to 18 CHIKV infected patients; 4 to 6
DENV-2 infected patients, or co-infected patients, collected in early acute (EA; day (D)0-
D12), late acute (LA; D25-D40) and convalescence (C; Month>3) stages post-symptoms. *
p<0.05, ** p<0.001.

SUPPLEMENTAL FIGURE 1. NK cell activation in CHIKV-, DENV-2- and
CHIKV/DENV-2-infected patients. Frequency of HLA-DR, NKp44 and ILT-2 on CD3CD56"
NK cells. Analysis was performed in 15 non-infected (NI) Gabonese controls, 3 to 13 CHIKV-
infected patients, 3 to 7 DENV-2-infected patient, and 4 to 5 co-infected patient, collected in
early acute (EA; day (D)0-D12), late acute (LA; D5-D15) and convalescence (C; D>30) stages
post-symptoms. * p<(.05.

SUPPLEMENTAL FIGURE 2. Distribution of CD4" and CD8" T-cells within the CD3+ T
cells. Analysis was performed in 4-19 CHIKV-infected patients, 3-18 DENV-2-infected
patients, and 4 to 7 CHIKV/DENV-2-infected patients, collected in early acute (EA; day (D)0-
D12), late acute (IA; D25-D40) and convalescence (C; Month>3) stages post-symptoms. *
p<0.05.

123



- Résultats -
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FIGURE 2
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FIGURE 3
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FIGURE 4
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FIGURE 5
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Supplemental Figure 1
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Supplemental Figure 2
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PROJET 2 : Etude génétique de 1’association des récepteurs KIRs avec les molécules

HLA de Classe-I chez des patients infectés par le CHIKV ou DENV-2,

Association of HLA Class-1 and Inhibitory KIR Genotypes in Gabonese
Patients Infected by Chikungunya or Dengue type-2 viruses.

Caroline Petitdemange, Nadia Wauquier, Jean-Michel Jacquet, Eric Leroy, Vincent
Vieillard.

Article soumis a publication
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Les travaux précédents ont mis clairement en évidence des modulations phénotypiques
induites par le CHIKV et DENV sur les cellules NK. Au dela des réponses innées, les
facteurs génétiques liés a I’hdte peuvent également jouer un role déterminant dans le

développement d’une réponse immunitaire efficace.

Ce deuxiéme projet avait pour objectif principal de déterminer I’impact des génotypes
KIRs et HLA sur la susceptibilit¢ ou la résistance aux infections par le CHIKV et
DENV-2. De nombreux travaux ont montré que les interactions entre les récepteurs
KIRs des cellules NK avec leurs ligands, certaines molécules HLA de classe-I, jouent
un réle important dans la susceptibilité ou la résistance par les cellules NK vis-a-vis de
différentes infections. Nous avons établi le profil génétique KIR et HLA de patients
gabonais infectés par le CHIKV ou le DENV-2 lors de I’épidémie de 2010, en

comparaison avec ceux de contrdles gabonais n’ayant pas été infecté par ces virus.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont mis en évidence une influence de
I’association KIR/HLA sur la susceptibilité au CHIKV alors que les réponses immunes
au DENV semblent étre indépendantes d’une association spécifique KIR/HLA. Ces
résultats viennent supporter le rdle crucial des cellules NK dans le contréle de

I’infection par le CHIKV.
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Abstract

Background: Natural killer (NK) cells provide defense in the early stages of the
immune response against viral infections. Inhibitory killer cell immunoglobulin-like
receptors (KIR) expressed on the surface of NK cells play an important role in
regulating NK cell response through recognition of human leukocyte antigen (HLA)
class I molecules on target cells. Previous studies have shown that specific KIR/ligand
combinations are associated with the outcome of several viral infectious diseases.
Methods: We investigated the impact of inhibitory KIR and their HLA-class I ligand
genotype on the susceptibility to Chikungunya virus (CHIKV) and Dengue virus
(DENV2) infections. From April to July 2010 in Gabon, a large outbreak of CHIKV and
DENV?2 concomitantly occurred in two provinces of Gabon (Ogooué-Lolo and Haut-
Ogooué¢). We performed the genotypic analysis of inhibitory killer cell
immunoglobulin-like receptors (KIR) in the combination with their cognate HLA-class I
ligands in KIR and HLA class I genotypes for 73 CHIKV and 55 DENV2 adult cases,
and compared them with 54 healthy individuals.

Results: We found that the combination of KIR2DL1 and its cognate HLA-C2 ligand
was significantly associated with the susceptibility to CHIKV infection. In contrast, no
other inhibitory KIR-HLA pairs showed an association with the two mosquito-borne
arboviruses.

Conclusion: These observations are strongly suggestive that the NK cell repertoire

shaped by the KIR2DL1:HLA-C2 interaction facilitate specific infection by CHIKV.
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Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) and Dengue virus (DENV) are two mosquito-borne
arboviruses transmitted by the dedes genus. The diseases caused by these viruses have
much in common in terms of symptoms, incubation period, clinical course, and
symptomatic treatments. Both viruses have been recently proven responsible for major
outbreaks leading to serious health and economical problems, and the rapid
geographical expansion of their vector could potentially lead to a worldwide increased
risk within non-immune populations [1,2]. However, unlike CHIKV, DENYV strains are
divided into four different serotypes (DENV1 to DENV4), which only confer short-term
partial cross-protection against other strains, and contribute to the development of
severe forms of Dengue fever (Dengue haemorrhagic fever/Dengue shock syndrome)
[3]. Through active surveillance of acute febrile syndrome in Gabon, CHIKV and
serotype 2 DENV (DENV2) were detected between 2007 and 2010, and have caused
together a large simultaneous outbreak centered on Franceville in southeast Gabon in
2010 [4].

Although natural killer (NK) cells hold a central role early after number of viral
infections, not only for viral containment but also for timely and efficient induction of
adaptive responses, their role in the control of CHIKV and DENV2 infections is still
poorly documented [5,6]. NK cells are controlled by a combination of activating and
inhibitory receptors, and the integration of signals induced upon ligation of these
receptors determines whether they become activated. These receptors include the
inhibitory killer cell immunoglobulin-like receptors (KIR). KIRs are encoded by a
family of highly polymorphic genes and individual KIR haplotypes differ in number and
identity of genes [7]. Expression of KIR receptors is very complex and controlled by a
stochastic mechanism that shuts off expression of some receptors and not others in
individual cells thereby allowing different NK cell clones to recognize different targets
[8]. It is therefore unlikely for two unrelated individuals to share the same KIR genes or
haplotypes and express the receptors. The KIR receptors are type I integral membrane
glycoproteins that are usually expressed on the cell surface as monomers. The KIR
receptors are named according to the number (i.e. 2 or 3) of Ig-like domains present in
the extracellular region as well as the length (i.e. L: long or S: short) of their
cytoplasmic tails. KIR bind polymorphic major histocompatibility complex (MHC)
class-I molecules; in particular: KIR2ZDL1/KIR2DL2 and KIR2DL3 bind group 2 (C2)
and group 1 (C1) HLA-C alleles, respectively, whereas, KIR3DL1 recognizes HLA-

Bw4 epitopes [8]. Besides their role in inhibiting NK cell function, combinations of
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KIR and HLA molecules also play an essential role during NK education. Indeed
functional maturation of NK cells requires specific interaction with MHC class I
molecules [9]. However, MHC class I genes map to chromosome 6 whereas KIR genes
map to chromosome 19 [7]. Therefore, the inheritance of each group of genes and the
expression of the receptors and their ligands are physically independent of one another.
It has become increasingly clear that the strength of KIR-HLA interactions has
functional significance, and can influence the susceptibility to or the outcome of various
infectious diseases, as previously shown for human immunodeficiency virus type 1
(HIV-1) and hepatitis C virus (HCV) [10,11], yet no such associations have been
uncovered in the context of CHIKV and DENYV infections. Therefore, this study was
undertaken to determine the impact of inhibitory KIR and their HLA-class I ligand
genotype on the susceptibility to CHIKV and DENV?2 infections.

Materials and Methods

Ethics statement

The research we report here was conducted in accordance with the principals expressed
in the Declaration of Helsinki and was approved by the relevant French and Gabonese
institutional ethics panels. Following the 2007 Gabon outbreak, the public-health
response was based on cooperation between the Gabonese Ministry of Health (MoH)
and ‘Centre International de Recherches Médicales de Franceville’ (CIRMF). The study
was approved by an Institutional Review Board (‘Conseil Scientifique du CIRMF’) and
approved by the Regional Health Director. All eligible participants were aged >18 years
provided informed consent, but given the urgency of diagnosis and according to the
MoH directives; only individual oral consent was required for sampling. The
institutional review board of the Pitié-Salpétriére Hospital (Comité de Protection des

personnes, Ile-de-France, Paris, France) also approved this study.

Study population

Peripheral blood samples from 73 CHIKV-infected, and 55 DENV-2-infected patients
were obtained during the simultaneous outbreak of CHIKV and DENV-2, which
occurred in two provinces (Ogooue Lolo and Haut Ogooue) of southeast Gabon,
between April and July 2010. Peripheral blood samples were collected on suspected
adult cases during the first five days after the following symptoms: fever (>38.5°C),
arthralgias, myalgias, headaches, rash, fatigue, nausea, vomiting, diarrhea or bleeding.

Patients who met the case definition were sampled and tested for various arboviral RNA
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genomes, as described [4]. Diagnosis for CHIKV or DENV fevers was confirmed by
using quantitative real-time reverse-transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR).
A partial envelope (E1) gene sequence of CHIKV (692 bp, position 10 138—-10 829 nt)
and a partial envelope (E) gene sequence of DENV-2 (758 bp, position 1503-2260 nt)
were amplified as previously described [4,5]. Each sample was negative for Yellow,
West Nile and Rift Valley fevers, or malaria. As controls, 54 Gabonese healthy

individuals were selected to match for origin, age and sex [12].

KIR and HLA genotyping

DNA was extracted from whole blood using QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen).
Inhibitory KIR genotyping was performed by PCR using the KIR typing kit (Miltenyi
Biotec, Inc) following manufacturer’s instructions, as previously performed [12]. HLA-
Class I alleles were hybridized using LABType SSO kit (One Lambda). HLA sequences
were read with a LABScan 200 (Luminex Technology) and computer-assisted HLA

Fusion software.

Statistical analysis
Fisher’s exact test was used to compare results between healthy control and CHIKV" or
DENV" patients. The P values of statistically significant differences were then

corrected, by the formula P"=1-(1-P)", where n is the number of comparisons [13].

Results and Discussion

We studied variations in inhibitory KIR polymporphic CMH class I genotypes and
associations in CHIKV-, DENV2-infected patients and healthy individuals from Gabon.
Initial analysis of the inhibitory KIR locus has identified 17 different haplotypes
[14,15]. Table 1 shows that the number of inhibitory KIR genes in the different groups
of patients studied here varied from four to seven in each individual, with only
KIR3DL3, being detectable in all haplotypes. The frequency of individuals presenting
one particular haplotype including all inhibitory KIR genes (hl) was significantly
higher in healthy individuals with 40% of carriers compared to 16.6% in CHIV"
(p=0.021, Odds ratio (OR)=3.29) and to 20% in DENV2" (p=0.460; OR=2.65) patients.
This reflects increased variability of haplotypes and a loss of inhibitory KIR in both
CHIKV' (n=17) and DENV2" (n=13) patients, compared with the healthy controls
(n=5). Similarly, all healthy individuals possess the framework genes (KIR2DLA4,
KIR3DL2 or KIR3DL3) [16] whereas 8.3 % (h15-17) of CHIKV" patients and 2.9 %
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(h11) of DENV" patients lack at least one of these genes (Table 1). This finding is
biologically relevant to the studies showing that the NK cells lacking inhibitory
receptors for self-MHC class I molecules could be hyporesponsive [17], and suggests
that the loss of inhibitory KIR could be associated with an increased susceptibility to
CHIKYV and/or DENV infection.

We next compared individual inhibitory KIR genotypes in healthy volunteers to patients
infected with CHIKV or DENV2. Percentages of KIR gene carriers in the Gabonese
control samples (Table 2) were in accordance to other African cohorts [18,19].
However, we found that the proportion of KIR2DL1 gene carriers significantly
decreased amongst CHIKV" (p"=0.008), compared to the DENV2 -infected patients,
which remained similar to Gabonese healthy controls. This genetic data is consistent
with the significant cell-surface phenotypic down-modulation of KIR2DL1 inversely
associated with the viral load, that we have previously observed in acute CHIKV-
infection [5], whereas KIR2DL1 expression slightly increased in DENV2" patients
(Petitdemange ef al., Manuscript in preparation). In contrast, KIR3DL1 gene was found
to be significantly less frequent in patients infected by CHIKV or DENV2 (p"<0.0001,
and p"=0.0016, respectively) than in controls, suggesting a potential role for KIR3DL1
in both infections, as previously observed for HIV-1 [20].

Since the interactions between inhibitory KIR and their ligands are essential to control
of NK cell function, we next evaluated the frequency of KIR genes in combination with
the genes encoding their respective ligands in the same patients. It is noteworthy that all
Gabonese individuals, whatever their infectious status, had similar HLA-Bw4 genetic
profiles (Figure 1A) which is consistent with what was observed in other African
cohorts [21]. However an increased frequency of HLA-B*44, an HLA-Bw4 allele, was
recently associated with DENV3 severity in Brazilians [22]. This discrepancy suggests
possible differences between the DENV serotypes and/or variations due to ethnicity.
HLA-Bw4 (and not Bwo6) allotypes serve as ligands for KIR3DL1 subtypes and
subtypes are defined by amino-acid variations at positions 77-83 of the HLA-B
molecules [7]. Table 2 shows similar proportions of HLA-Bw4 allele amongst
KIR3DL1" samples, whatever the study group. HLA-Bw4 molecules are further divided
into two groups on the basis of whether isoleucine (Ile) or threonine (Thr) residues are
present at position 80, defining HLA-Bw4-80lle and Bw4-80Thr, respectively [23].
Receptor-binding and lysis-inhibition data suggest that HLA-Bw4-80Ile molecules are
more effective ligands for KIR3DL1 than HLA-Bw4-80Thr [24]. Figure 1A shows that
Bw4-80lle alleles are significantly more common in CHIKV (p=0.0156) and DENV2-
infected (p=0.0372) patients than in healthy controls. We examined the combination of
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Bw4-80lle and KIR3DL1 in the context of sensitivity to CHIKV or DENV2 infection,
and observed a remarkable association in patients infected by either viruses, with 100 %
(p=0.0003) in CHIKV" samples and 92.8 % (p=0.0021) in DENV2" samples, compared
to 66.7% in healthy controls (Table 2). This genetic combination, between KIR3DL1
and Bw4-80Ile, was previously described for HIV-1 in association with disease severity
[25]. However, the absence of significant phenotypic modulation of KIR3DLI1
expression after acute CHIKV [5] and DENV2 (Petitdemange et al., Manuscript in
preparation) infections, suggests that the KIR3DL1:Bw4-80lle combination is not
directly responsible for the observed virus susceptibility, but the allele Bw4-80Ile could
rather be a marker of a haplotype that contains a disease locus.

HLA-C molecules are also dichotomized into two groups, based on their KIR
specificity; HLA-C group 1 (C1) specifically bind to KIR2DL2/DL3 and HLA-C group
2 (C2) bind to KIR2DL1 [8]. The genetic combination of KIR2DL2/DL3 and HLA-C1
genes remained similar in infected and healthy Gabonese yet we have previously
reported a clonal expansion of NK cells that co-express activating CD94/NKG2C and
inhibitory KIR2DL2/DL3 receptors in direct association with the viral load during acute
CHIKV-infection [5]. The combination of KIR2DL2/DL3 with HLA-C1 might
therefore not be involved in susceptibility to CHIKV infection but the observed
expansion of NK cells expressing these receptors suggests that this interaction is of
importance during the development of the disease. For example, KIR2DL2/DL3:HLA-
C1 interaction could be associated with the delayed progression to the development of
persistent chronic inflammation in CHIKV-infected patients. Importantly, a significant
increase in frequency of HLA-C2 was observed in CHIKV-infected patients
(p=0.0068), mainly of HLA-C2 homozygous subjects, compared to DENV " patients and
controls (Figure 1B). More intriguingly, this HLA-C2 increased effect was also
significantly observed in combination with KIR2DL1 (p=0.0042; OR=4.2) (Table 2). In
this regard, however, it cannot be ruled out that these results were influenced by
population demographic history; these results will need to be confirmed through the
study of samples collected from other ethnic groups. Notably, this data highlights that
CHIKYV infection could be influenced by KIR2DL1/HLA-C2 interplay. Consistent with
this notion we have previously shown a depletion of KIR2DL1" cells early after CHIKV
infection, inversely associated with the viral load [5].

The finding that inhibitory interactions are protective against a viral infection initially
seems counterintuitive. However, NK cells are held in check by their inhibitory
receptors as originally proposed by the missing-self hypothesis’ and loss of these

interactions could be a key mechanism to allow NK cell activation [26]. In vitro studies
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with autologous influenza infected targets have shown that NK cells from individuals
with KIR2DL3:HLA-C1 were activated more rapidly than those with KIR2DL1:HLA-
C2 [27]. Consistently we previously showed that the KIR2DL1" NK cell depletion was
associated with an expansion of KIR2DL2/DL3" NKG2C" cells after acute CHIKV
infection [5]. In summary, we can hypothesize that the expansion of highly functional
NK cells and the development of a strong adaptive memory response, as previously
described [5,28], are independent of a specific KIR/HLA pathway in DENV infection,
but certainly associated to an interplay between KIR2DL1 and HLA-C2 in response to
CHIKYV infection. This study is an interesting first step towards understanding the role
of inhibitory KIR and their specific ligands in CHIKV and DENV2 infections.
However, further studies looking at groups of patients from different ethnic origin
associated with detailed clinical data will be necessary to be able to draw further
conclusions as to the role of these receptors and ligands in the context of susceptibility
to these infections or in the development of the disease and chronic or hemorrhagic

symptoms.
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Figure Legends

Figure 1. Allele frequency for HLA-B Bw4 (A) and HLA-C (B) subtypes in
Gabonese individuals. The frequency of each variable is shown for non-infected
controls (open bars), CHIKV-infected patients (hatched bars), and DENV2-infected
patients (closed bars). Frequencies of HLA subtypes within each group of patients were

compared using the Fisher’s exact test. *P <0.05; **P<0.001; ***P<0.0001.
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Table 1. Diversity of the inhibitory KIR haplotypes in CHIKV and DENV2-infected patients

compared with healthy controls from the same origin.

Inhibitory KIRs Frequency
2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 Ctl CHIKV DENV
0.400 0.166 0.200
0.218 0.222 0.314
0.200 0.055 0.086
0.127 0.028 0.086
0.054 0.055 0.086
0.000 0.083 0.086
0.000 0.083 0.000
0.000 0.028 0.057
0.000 0.055 0.000
0.000 0.055 0.000
0.000 0.000 0.029
0.000 0.028 0.029
0.000 0.028 0.029
0.000 0.028 0.000
0.000 0.028 0.000
0.000 0.028 0.000
0.000 0.028 0.000

Presence of a gene is indicated with a grey box. h: haplotype
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Table 2. KIR genotypes and HLA ligand combinations in CHIKV and DENV2-infected patients

compared with healthy controls from the same population.

Control CHIKV" (n=73) DENV2" (n=55)
(n=54)
% % | p | ¢ % | p [ 7
KIR genotype
2DL1 100 86.1 0.001 0,008 100 ns
2DL2 64.8 55.6 ns 54.2 ns
2DL3 79.6 72.2 ns 82.9 ns
2DL4 100 97.2 ns 97.1 ns
2DL5 72.2 52.8 ns 57.1 ns
3DL1 100 55.5 <0.0001 <0.0001 743 0.0002 0,0016
3DL2 100 100 ns 100 ns
3DL4 100 100 ns 100 ns
Control CHIKV" (n=27) DENV2" (n=26)
(n=47)
% % [ p | ¢ % | p | 7
KIR-HLA associations
2DL1:C2 75.6 92.9 0.0042 0,0125 73.1 ns
2DL2/2DL3 : C1 68.1 50.0 ns 73.1 ns
3DLI : Bw4 70.2 68.4 ns 58.3 ns
KIR3DL1-HLA-Bw4 subtype associations
3DL1 : Bw4-80Ile 66.7 100 0.0003 0,0006 92.8 0.0021 0,0042
3DLI : Bw4-80Thr 36.4 0 0.05 ns 214 ns

P: Fisher exact test; P": The P values of statistically significant differences were then corrected by the

formula P"=1-(1-P)", where n is the number of comparisons [13].
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PROJET 3: Etude in vitro des cellules dendritiques infectées par le DENV-2 ainsi que

des interactions entre les cellules NK et les cellules dendritiques apres infection.

Complex interactions between Dengue virus serotype-2 infected Dendritic

cells and Natural killer cells
Caroline Petitdemange, Juliana Rey, Eric Leroy, Vincent Vieillard.

Article en préparation
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De nombreux travaux ont mis en évidence l’importance des interactions entre les
cellules NK et les DCs au cours de certaines réponses immunes ou une activation bi-
directionnelle est mise en place : les cellules NK jouent un r6le majeur dans 1’activation
et la maturation des DCs et en retour, les DCs sécrétent de nombreuses cytokines

pouvant initier la prolifération et ’activation des fonctions des cellules NK.

L’objectif principal de ce projet a été de caractériser les interactions entre les cellules
NK et les DCs apreés une infection in vitro par le DENV-2. Les DCs sont [’'une des
premicres cibles du virus et semblent jouer un réle majeur au cours de cette infection.
Dans un premier temps, nous avons caractérisé les modulations induites par le DENV-2
sur les DCs en étudiant 1’expression des ligands des récepteurs des cellules NK
exprimés ou non a la surface des DCs. Pour cela, nous avons utilisé un modéle in vitro
de DCs dérivées des monocytes infectées par le DENV-2. A partir de ce modéle, nous
avons mis en place des co-cultures NK/DCs autologues afin de réaliser des études de la
polyfonctionnalité des cellules NK par une mesure de leur cytotoxicité et de leur

production d’IFN-y et de TNF-a en présence de DCs autologues infectés.
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Natural Killer / dendritic cell cross-talk during Dengue virus
serotype-2 infection

Caroline Petitdemange, Juliana Rey, Eric Leroy, Vincent Vieillard

Introduction

Dengue is the most widespread arboviral illness worldwide, with an estimated 50-100
million infections annually in more than 100 countries (Béick AT, 2013 Infect ecol
Epidemiol). The clinical picture is highly variable, ranging from asymptomatic to mild
acute febrile illness, the classical dengue fever (DF) or to the life-threatening dengue
hemorrhagic fever (DHF) generally associated with secondary infection with a
heterotypic serotype (Halstead SB, 2007 Lancet; Guzman MG, 2013 Arch Virol;
Mathew A, 2008 Immunol Rev).

Dengue is transmitted to humans by Aedes mosquitoes. Following transmission of the
dengue virus (DV) through a bite of an infected mosquito, endothelial cells and
hematopoietic cells residing in the epidermis are the first targets of the virus. Several
studies supported also that myeloid dendritic cells (DCs) residing in the epidermis and
dermis (Langerhans cells) are a predominant target cells. They demonstrated that
myeloid DCs are more permissive to DV compared to monocytes and macrophages
(Marovich M, 2001 J Investing Dermatol Symp Proc; Martinez-Betancur V, 2013 J
Med Virol; Sun P, 2013 ScientificWorldJournal). DCs are antigen-presenting cells,
essential for the induction of immune responses. Tissue-resident immature DCs (iDCs)
sense infection through pattern recognition receptors. DC-SIGN (CD209), a C-type
lectin receptor specifically expressed on DCs, mediates DV entry in DCs allowing
productive infection (Tassaneetrithep B, 2003 JEM; Navarro-Sanchez ER, 2003
EMBO Rep). Upon infection, iDCs undergo phenotypic and functional maturation
allowing their migration to secondary lymphoid organs where they prime T-cells
(Banchereau J, 1998 Nature; Pulendran B, 2001 Science).

Mounting evidence displays that DCs interact also with innate immune system.
Among the innate immune cells involved in modulating DC activity, Natural Killer
(NK) cells have received much attention over the past decade (Walzer T, 2006 Blood).
NK cells are an important component of the innate immunity, activated early during the

course of DV infection (Jost S, 2013 Annu Rev Immunol; Azeredo EL, 2006 Clin Exp
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Immunol). Immune-regulatory and cytolytic functions of NK cells are controlled by a
sophisticated repertoire of activating and inhibitory NK receptors that allow them to
distinguish between normal cells and infected cells. A critical threshold of signalling
that exceeds the counterbalancing influence of the inhibitory receptors must be reached
by the activating receptors in order for NK cells to mount a productive response. These
activating receptors include NKG2C, NKG2D, DNAM-1 and the natural receptors
NKp30, NKp44 and NKp46. Three types of NK-inhibitory receptors have been
identified: the killer cell immunoglobulin (Ig)-like receptor (KIR) family, the C-type
lectin family and the Ig-like leukocyte Ig-like receptor (LIR) family (Lanier LL, 2008
Nat Immunol). Interestingly, it has been shown that DCs and other Flaviviruses are able
to up-regulate cell surface expression of MHC class-1 expression, which are ligands of
inhibitory KIR receptors, indicating a possible mechanism for immune evasion (Lobigs
M, 2003 Immunol cell Biol; Orange JS, 2002 Nat Immunol).

Numbers of recent studies highlighted a bi-directional activation between NK cells
and DCs. NK cells play a central role in alerting DCs and promoting their functional
maturation, whereas DCs secrete a variety of cytokines that potentiate the proliferative
and functional activity of NK cells (Cooper MA, 2004 Trends in Immunology; Moretta
A, 2005 Curr Opin Immunol). In this study, we investigated the in vitro relevance of

NK and DCs cross-talk following DV infection.

Materials and Methods

Cell isolation and generation of monocyte-derived DCs

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated by density gradient
centrifugation using Ficoll-Paque. Healthy donors were obtained from the Etablissement
Francais du Sang (EFS, Pitié-Salpétriére hospital, Paris, France). Monocytes were
obtained by negative selection using the pan-monocytes isolation kit (Miltenyi Biotec)
and were subsequently cultured for 6 days in RPMI supplemented with IL-4 (20 ng/ml;
Miltenyi Biotec) and GM-CSF (50 ng/ml; Miltenyi Biotec). iDC phenotype was
checked for the presence CDla and CD86 and the absence of CD14 expression.
Autologous NK cells were purified by negative selection using the NK cell isolation kit
(Miltenyi Biotec) (routinely purity >98 %), and then were cultured in RPMI
supplemented with 1000 IU/ml of Proleukin-2 (Chiron) during iDCs differentiation.

Flow cytometry
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DCs were analysed after staining with an appropriate antibody cocktail: PE-Cy7-
conjugated anti-CD83 (HB15¢), V450-conjugated anti-CD86 (2331 FUN-1), APC-
conjugated anti-CD80 (16-10A1), APC-conjugated anti-CD209 (DCN46), APC-
conjugated anti-CD1a (HI149), APC-HLA-A,B,C (G46-2.6), PE-conjugated anti-CD40
(5C3) from Becton Dickinson; ECD-conjugated anti-HLA-DR (Immu-357), PB-
conjugated anti-CD16 (3G8), KO-conjugated anti-CD45 (J33) from Beckman coulter;
Alexa-Fluor-700-conjugated anti-CD11b (CBRM1/5), Alexa-Fluor-780-conjugated
anti-CD14 (61D3), APC-conjugated anti-CD11c (3.9), PE-conjugated anti-HLA-E
(3D12) from eBioscience. Isotype matched immunoglobulins served as negative
controls. Before surface staining, DCs were pre-incubated for 15 min at 4°C with an Fc-
blocking reagent (Miltenyi Biotec) to block nonspecific Fc receptor binding. Indirect
immunofluorescent staining was performed in two steps: cells were first incubated with
1ug/ml of anti-NKp44L mAb (REF), fusion proteins (NKp30-Ig or NKp46-Ig, R&D
systems) or anti-ULBP1-2-3 (170818,165903,166510) and anti-MICA/B (159207)
mAbs from R&D systems, for 2 hr at 4°C. Cells were washed in PBS-BSA 0.5% and
then stained with a 1/50 anti-mouse IgM-PE (NKp44L, Sigma Aldrich), anti-human
IgG1-PE (NKp30Ig and NKp46-Ig, Jackson ImmunoResearch), or anti-mouse hu-
IgG2a-PE (ULBP1-2-3 and MICA/B, Beckman coulter), according to the species of
primary antibody, for 1 hr at 4°C. Cells were gated on the CD45" lymphocytes gate and
then acquired on a Gallios cytometer (Beckman Coulter). Flow cytometry data were

analysed using FlowJo software version 9.

Dengue virus infection of DCs

DCs were infected with DV2 for 2 h at 37°C and 5% CO,. Cells were washed twice to
remove cell-free virus and cultured in complete RPMI medium without cytokines at a
density of 10° cells/ml in 24-well plates. Cells were analysed after 48h of culture.
Control experiments included mock-infected DCs and DCs incubated overnight with
10pg/ml of Lipopolysaccharides (LPS). To detect DV2, DCs were fixed and
permeabilized with Cytofix and Cytoperm (BD pharmingen), stained with Sug/ml anti-
dengue virus-2 mAb (Clone 3H5-1, Millipore), specific to the E-glycoprotein, whashed
and tand then stained with anti-mouse [gG1-FITC (Beckman Coulter).

Polyfonctionality assay

Polyfunctionality assays were performed in the presence NK cells, incubated overnight

with IL-12 (10ng/ml) and IL-18 (100ng/ml), against K562, iDCs, DV2 infected-DCs or
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iDCs stimulated overnight with LPS (10ug/ml). When specified, target cells were
physically separated from NK cells with transwells (96-well strip insert, Nunc). Briefly,
5x10° effector NK cells were incubated with 1x10° target cells at 37°C and 5% CO,in
the presence of FITC-conjugated anti-CD107a mAb (H4A3, Becton Dickinson). After
1h of incubation, Monensin (GolgiStop, Becton Dickinson) and Brefeldin A (GolgiPlug,
Becton Dickinson) were added for an additional 4h of incubation. Cells were stained for
cell-surface NK markers, fixed and permeabilized with a cytofix/cytoperm kit (Becton
Dickinson), and then stained for intracellular Alexa-Fluor-700-conjugated anti-IFN-y
(B27, Becton Dickinson) and APC-conjugated anti-TNF-o (MAb11, Becton Dickinson)
expression. In some experiments, HLA-class I expression on DCs was blocked by anti-
pan HLA-class I mAb (W6/32), for 30 min.

Data were analyzed with Flow Jo version 9 (TreeStar), and the rate of NK cells positive
for 0, 1, 2, or 3 functions was defined with the software's "Boolean gate" algorithm.
Pestle software was used to remove the background, and pie charts, generated with
Spice software (NIAI freeware) (Roederer, M Cytometry A 2011), present the frequency
of NK cells positive for 0, 1, 2, or 3 responses (to CD107a, IFN-y, and TNF-a). Arcs

depict the frequency of cells positive for CD107a, IFN-y, and/or TNF-a.

Results

Expression of cell surface costimulatory and activation molecules on DV2-infected
DCs

The phenotypic profile of human mono-derived DCs was determined after 6 days of
culture. After this period, cells had acquired the immune-phenotype of iDCs and were
infected with DV2 (Table 1). At 48h post-infection, the mean percentage of infected
cells, assessed by detection of the intracellular viral E-glycoprotein, reached around
18+5 % (Figure 1). In order to investigate whether DV2 caused qualitative changes in
the DC differentiation, we analyzed the modulation of costimulatory molecules CD86,
CD80, CD83, CD40 and HLA class-II molecules as described in other studies
(Granucci F, 1999 Microbes; Cella M, 1997 Nature; Banchereau J, 2000 Annu Rev
Imm). Table 1 shows that DCs infected by DV2 up-regulated CD86, CD80, CD83,
CD40, HLA-DR and CDla surface expression, compared to iDCs, but was more
pronounced on bystander non-infected DCs than in DV2'-infected DCs. DC-SIGN
(CD209) is known to be the main DV entry receptor on cell surface DCs. DC-SIGN
expression was both on DV2'-infected and bystander non-infected DCs, approximately

two-fold lower expressed, compared to iDCs and LPS-activated DCs (Table 1).

153



- Résultats -

Altogether, these data highlighted distinct profiles of differentiation and maturation
DV2 -infected DCs and bystander non-infected DCs.

Specific modulation of NK cell ligands on DV2-infected DCs

Growing evidences promote the existence of NK-DCs crosstalk and pinpoints its
probable implications in the induction and regulation of innate and adaptative immune
responses to infection (Moretta L, 2006 Immunol Review). DCs would be the first cells
to be activated by viral pathogens under those conditions. Suitable experimental
conditions were established to characterize the expression of the major ligands for NK
receptors on DV2'-infected DCs. Figure 2A shows that ligands for NKp46 were down-
regulated after the maturation of iDCs, whatever the stimuli (LPS or infection with
DV2), whereas ligand for NKp30 remains higher in DV2 -infected DCs, compared to
bystander non-infected DC and LPS-activated DCs (Figures 2A, 2B). Interestingly,
NKp44L was sharply up-regulated on DV2 -infected DCs, both in frequency and MFI.
In contrast, NKp44L expression was closed to the baseline on iDCs but also o LPS
stimulated DCs as well as bystander non-infected DCs (Figures 2A and 2B).
Furthermore, ligands for NKG2D, MIC-A/B and ULBPI1-3, were expressed at low
levels on iDC, but MICA/B were strongly and specifically up-regulated on DV2'-
infected DCs, as compared to bystander non-infected DCs and LPS-stimulated DCs
(Figures 2A, 2B).

DV2-infected DCs are protected from NK cells mediated lysis by up-regulation of
MHC class-I molecules

Unlike many other viruses that down-regulate MHC class-1 expression on infected cell
membranes. DV was reported to up-regulate the MHC class-1 expression (Yossef R,
2012 Expert Rev Anti Infect Ther). Consistently with these data, we shown that
expression of HLA-A, B, C and HLA-E were both up-regulated in DV2'-infected DCs
and bystander non-infected DCs, as compared to LPS-activated DCs (Figures 2C and
2D).

To investigate whether up-regulation of MHC class-I molecules in DV2-infected DCs
could modulate NK cell cytotoxicity, degranulation assays were assessed with purified
IL2-activated autologous NK cells, in the presence of neutralizing pan anti-MHC class-I
mADb (w6/32). Figure 3A shows that NK cell degranulation against DV2-infected DCs
is significantly increased in the presence of W6/32 mAb to reach a level observed in the
presence of iDCs. The specificity of this effect was confirmed by treatment of iDCs
with W6/32 mAbD that did not significantly modulate the killing. To determine the role
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of the cell-to-cell contact requirements, similar experiments were performed in
transwell plates. As shown in Figure 3B, in the absence of cellular contacts NK cells
showed reduced CD107a expression, closed to the baseline level obtained without target

cells.

IFN-y production is not cell contact dependent in NK/DV2-infected DC co-culture
We next demonstrated, after IL12/IL18 over-night stimulation, that DV2'-infected DCs
co-cultured with purified IL2-activated autologous NK cells, produce large amount of
IFN-y, similar to that obtained in the presence of K562 cells, compared to the low IFN-y
production both in the presence of iDCs and LPS-stimulated DCs (Figure 3C).
Interestingly, experiments were performed in transwell plates with DV2+-infected DCs,
IFN-y was produced by NK cells at similar level to that obtained in NK/DC co-culture.
In contrast, in the presence of K562 cells, iDCs or LPS-stimulated DCs, IFN-y
production was closed to the baseline, observed in the absence of target cells (Figure
3C). Of note, intracellular production of TNF-a by NK cells was very low in all
conditions, excepted in the presence of K562 (Figure 3D).

Polyfunctional analysis of NK cells towards DV2-infected DCs

To determine the functional significance of these findings, we determined the
polyfunctional abilities of NK cells to degranulate and produce intracellular IFN-y and
TNF-a. Of note, HLA class-I negative K562 target cells served as positive control
(Figure 4A). Similar data have been obtained in six additional experiments using
different healthy donors. Notably, the global proportion of functional NK cells, capable
to degranulate and/or to produce cytokine, was similar in the presence of iDCs, LPS-
stimulated DCs, and DV2'-infected DCs (Figure 4B). However, in the presence of
DV2'-infected DCs, the majority of NK cells, which produce clearly IFN-y, do not
degranulate, compared to iDCs or LPS-stimulated DCs (Figure 4B). In the experiments
performed in the presence of a transwell, decreased proportion of functional NK cells
was mainly due to the strong decreased of the degranulation, whereas the intracellular

production of IFN-g remains closed to that observed with NK-DC co-cultured.

Discussion

DCs are sentinels of the immune system capable of recognizing pathogenic agents and
influence both innate and adaptative immunity (Banchereau J, 1998 Nature). DCs may
play a central role in the establishment of dengue infection since they are the first target

cells for DV. Moreover, previous studies have shown that the development of
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haemorrhagic dengue may be related to the ability of DCs to counteract DV replication
(Navarro-Sanchez E, 2005 Archives of Medical Research). In the early events of a
viral infection, NK cells are recruited into inflamed tissues and have a crucial role in the
development of the inflammatory response and in controlling viral infection. Azeredo et
al. have provided evidence that NK cells are early activated in response to DV but their
involvement in the immune response is still poorly appreciated (Azeredo EL, 2006 Clin
Exp Immunol). Because DCs and NK cells are activated during the early phases of the
immune response, it was presumed that DC/NK cell dialogue constitutes the first line of
the innate host defence against invading DV.

When a pathogenic agent is captured by DCs, these cells undergo a maturation and
activation process permitting enhancement of their APC function and migration to T-
cell areas in order to activate the immune system (Banchereau J, 1998 Nature).
Consitently with previous studies, we observed that DV2 induce DCs maturation, with
an up-regulation of the co-stimulatory molecules CD80, CD86, CD83 and CD40, and a
down-regulation of DC-SIGN. We distinguished bystander to DV2'-infected DCs and
observed that up-regulation of co-stimulatory and maturation molecules were more
highly increased on bystander DCs,.as reported (Palmer DR, 2005 Journal of virology).
This could suggest that DV induced apoptosis of infected DCs, which impaires their
ability to up-regulate cell surface co-stimulatory and maturation molecules.

Recently, interest has focused on NK/DCs interactions. It remains unclear where in the
body NK cells and DCs might interact but this cross-talk play a key role for an optimal
immune cell expansion and activation during viral infection (Walzer T, 2005 Expert
Opin Biol Ther). The characterization of NK cell ligands is crucial to better understand
the complex interactions between NK/DCs during the course of DV infection. For the
first time, we identified some of these NK cell ligands on DCs after an in vitro DV2
infection, and observed a strong diminution of NKp46L and NKp30L expression,
normally expressed by immature DCs. Similar reduction was previously shown after
infection HCMV infection (Magri G, 2011 blood), but also on HIV-infected CD4+ T
cells (Ward 2007 Blood), which overcome a common a viral immune evasion strategy
of which mechanism(s) underlying this effect needs to be investigated. Conversely,
NKp44L was up-regulated, but only on cell surface of DV2-infected DCs. It was
demonstrated that the interaction of NKp44 with the envelope E glycoprotein of DV
with NK cells, allows NK cell activation (REF). The major ligands of NKG2D, ULBP1-
3 and MICA/B, were practically not detectable on immature DCs. In DV2+-infected
DCs, we observed a specific up-regulation of MICA/B, not for ULBP1-3. Interestingly,

Garcia G. et al. reported an association of MICA/B genes with disease outcome during
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DV infection. They revealed a tendency for MICA 008 and MICB 008 to associate with
susceptibility to illness when symptomatic versus asymptomatic cases were compared.
Finally, we looked at MHC class-I genes expression, especially HLA-A,-B,-C,-E genes.
DV, and to a larger extend Flaviviruses, are known to enhance MHC Class-I expression
(Yossef R, 2012 Expert Rev Anti Infect Ther; Lobigs M, 2003 Immunol cell Biol).

Number of studies have demonstrated that HLA-A,-B,-C were up-regulated on DCs cell
surface after DV infection (Palmer DR, 2005 Journal of virology; Yossef R, 2012
Expert Rev Anti Infect Ther; Hershkovitz O, 2008 J Virol). We effectively observed
that HLA-A,-B,-C were up-regulated both on DV2" bystander DCs and DV2" infected
DCs. However, we observed for the first time that HLA-E, ligand of CD94/NKG2A and

NKG2C, was only increased on DV2" infected DCs. Chiesa et al. have demonstrated
that the down-regulated of HLA-E on iDCs, induced their killing by a specific NK cell
subset expressing CD94/NKG2A but not KIRs (Chiesa M, 2003 Eur. J Immunol.).
With regards to these results, it is likely that a complex balance exists between DV
induced triggering of NK cells and subversion of NK cell killing by DV-induced MHC
class-I expression on infected cells. Thus, we show that in the presence of DV2'-
infected DCs, NK cell degranulation is inhibited in comparison to non-infected DCs.
Blocking HLA-A,-B,-C with a specific antibody restored NK cell lysis to the same level
that non-infected DCs. These results suggest that KIR-HLA interactions play a key role
in the NK cell lysis inhibition in spite of the presence of activating ligands such as
MICA/B. Polyfunctional analysis shows that NK cells are able to produce high amount
of IFN-y but not TNF-a, in the presence of DV2'-infected DCs. In presence of
immature DCs, NK cells are mostly cytotoxic while in presence of infected DCs NK
cells predominantly produce IFN-y. Interestingly, transwell experiments indicated IFN-y
production is independent to cell-to-cell contact, but only in the presence of DV2'-
infected DCs.

DV up-regulated especially genes that belong to the HLA complex located on the
chromosome 6: HLA-A,B,C,E members of MHC Class-I genes and MICA/B members
of MHC Class III genes. Number of others studies have implicated the HLA system
with DV infection and it is likely to think that HLA-controlled immune response may be
responsible for the immuno-pathology of DV infection (Yossef R, 2012 Expert Rev
Anti Infect Ther; Hershkovitz O, 2008 J Virol;, Garcia G, 2011 Human Immunol;
Duan ZL, 2012 Virol)

Even though this in vitro study confirmed the complex implication of DCs and NK cells
in DV infection and highlighted the dramatic impact of the NK/DCs interactions both

on the virus control and on the development of the adaptive response. Despite an
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activated NK cell profile, there are growing evidences that DV have developed specific

escape mechanisms to evade NK cell killing, to become more pathogen.
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Legend Figures

FIGURE 1. In vitro infection of DC by DV2. (A) Representative example of non-
infected DCs (NI) and DCs infected with DV2 (DV2). Bystander non-infected DCs
(DV2) and DV2-infected DCs (DV2") are shown. (B) Frequency of bystander non-
infected (DV2") and DV2'-infected DCs (DV2") after infection with DV2 from at least

X independent experiments.

FIGURE 2. Expression of cellular ligands for NK receptors on DCs. (A) Frequency and
multiplicity of infection (MFI) of ligands (NKR-L) for NKp30 (NKp30L), NKp44
(NKp44L), NKp46 (NKp46L), and NKG2D (ULBP1-2-3, and MICA/B) on DCs. (B)
Representative example of NKR-L. Plain histograms represent non-infected (NI) DCs.
(C) Frequency and multiplicity of infection (MFI) of HLA class-I (HLA-E and HLA-A-
B-B) (HLA-I) on DCs. (D) Representative example of HLA class 1. Plain histograms
represent non-infected (NI) DCs. These data provided from X independent experiments
NI: non-infected DCs, LPS: LPS-stimulated DCs, DV2-: bystander-non-infected DCs,
DV2+: DV2-infected DCs.

FIGURE 3. Degranulation and cytokine production of NK cells in the presence of
DV2 -infected DCs. (A) Frequency of NK-cell degranulation (CD107a) in the presence
of non-infected DCs (NI) and DV2 -infected DCs (DV2) non-treated or pre-treated with
10 pg/ml neutralizing anti-HLA class I mAb (W6/32) (aHLA-I). Similar experiments
were performed in the presence of K562 target cells, as control (lower panel). These
data provided from X independent experiments. Role of the cell-to-cell interaction for
NK-cell degranulation (B), intra-cellular production of IFN-y (C), or TNF-a (D) in NK
cells. Experiments were realized in absence (black bars) or in the presence of transwell
plates (hatched bars) without targets (W/o), control cells (K562), non-infected DCs
(NI), DV2'-infected DCs (DV2), or LPS-stimulated DCs (LPS).
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FIGURE 4. Polyfunctional assays of NK cells in the presence of DV2 -infected DCs.
Cell-surface expression of CD107a and intra-cellular expression of IFN-y and TNF-a on
NK cells were assessed in the presence of K562 (A) or DCs (B). DCs were tested non-
treated (NI), after stimulation with LPS (LPS) or after infection with DV2 (DV2) in
absence or in the presence of transwell plate (DV2+transwell). Data are presented as pie
charts created with Pestle and Spice software. Colored arcs represent the frequencies of
cells producing CD107a (gray), TNF-a (blue) and IFN-y (green). Pie fractions represent
cells performing 0 (yellow), 1 (red), 2 (purple), or 3 (black) functions simultaneously.

Pie comparisons were performed with the Wilcoxon signed-rank test of Spice software.

162



- Résultats -

FIGURE 1
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Table 1. Phenotypic analysis of DCs after DV-2 infection.

CD86 CD80 CD83 (CD40 HLA-DR CDla  DC-SIGN

DC % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI % MFI
iDCs 5646 6246 10£1 29+3 1041 4943 442 8+4 8346 299+12 4043 1142 89+4 222+11
LPS g1 110 10 35 12 51 23 40 80 350 39 1289 220
DV2 80+6 107+4 2242 69+6 1843 58+6 2148 3543 89+6 31249 4842 1443 7943 122412

DV2' T4E3 6943 1241 5347 1141 4643 1543 4347 9142 367£10 5649 48+10 8549 136+7

Data represent mean of percentage (%) or mean fluorescence intensity (MFI) £ SEM from three independent
experiments. LPS: LPS-stimulated DCs; DV2": Bystander non-infected DCs; DV2": DV2+-infected DCs
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PROJET 4: Etude des co-infections CHIKV/DENV-2 dans un modéle expérimental

chez le macaque Rhésus

Ce projet est en cours de réalisation. L’objectif est de mieux comprendre la mise en
place de la réponse innée lors d’une coinfection par le CHIKV et le DENV-2 dans un
modéle de macaques. La partie expérimentale a été réalisée au Gabon au cours de
I’année 2013 mais les échantillons n’ont pas encore été exploités. Dans ce manuscrit,
nous n’exposerons donc que le protocole expérimental et les premiers résultats clinico-

biologiques.

Projet en cours d’étude
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1. Introduction

Les premiers cas de coinfections par le CHIKV et DENV ont été répertoriés lors de
I’épidémie survenue a Calcutta (Inde) en 1967 (Gilotra SK et al. 1968). Depuis,
plusieurs cas ont été observés lors d’épidémies simultanées de Chikungunya et de
dengue. Derniérement, 9 cas ont été répertoriés lors de 1’épidémie survenue en 2007 a
Libreville (Gabon) et 28 cas lors de 1’épidémie survenue en 2010 a Franceville (Gabon)
(Figure 1). Au cours de cette dernieére épidémie, la présence des deux virus a été mise
en évidence pour la premiére fois chez le moustique Aedes albopictus indiquant la
possibilité pour le vecteur de transmettre les deux virus simultanément (Caron M et al.

2010).

CAMEROON

EQUATORIAL
GUINEA

Libreville

Franceville

= routes
— Voie ferrée
@ Villes touchées au cours de 1’épidémie de 2007

@ Villes touchées au cours de I’épidémie de 2010

Figure 1. Carte du Gabon et localisation des différentes épidémies de Chikungunya
et Dengue de 2007 a 2010. (Nkoghe et al, 2010).

Suite a I’épidémie survenue en 2010 a Franceville, 24 patients coinfectés ont été suivis.
Ces patients ne présentaient pas de manifestations cliniques particuliéres en
comparaison avec les patients monoinfectés. Par contre, I’analyse des charges virales a
permis de distinguer deux groupes de patients : (i) un groupe de patients présentant des
charges virales CHIKV et DENV équivalentes, suggérant une transmission simultanée
des deux virus par le méme moustique ou une transmission par des moustiques

différents a un temps rapproché (ii) un groupe de patients présentant des charges virales
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DENV ¢élevées mais des charges virales CHIKV faibles, suggérant un prélévement
effectué au cours de la phase aigue de I’infection par le DENV-2 a un stade aigu ou
tardif de I’infection par le CHIKV, I’inverse n’ayant jamais été observé. L’épidémie
s’est étendue sur dix semaines entre les mois de mai et juillet 2010 ; les deux virus ont
été détectés au méme moment et le ratio CHIKV/DENV-2 est resté¢ le méme durant
toute I’épidémie. Deux hypothéses ont été suggérées: (i) Existe-t-il une inhibition de la
réplication du CHIKYV lors de la mise en place de la réponse immune anti-DENV-2 ? ou
(i) Existe-t-il une compétition de la réplication entre les deux virus ? L’étude chez
I’homme est compliquée puisqu’on ne peut difficilement disposer d’une cinétique de
prélévements, et qu’il est pratiquement impossible de déterminer le premier jour de
I’infection. Seul le modéle animal peut permettre de répondre a ces questions. Trois
groupes de coinfections ont été mis en place pour répondre a ces questions: (i) un
groupe coinfecté par le CHIKV puis par la DENV-2 au pic de la réponse innée de la
premiére infection, (ii) un groupe coinfecté par la DENV-2 puis par le CHIKV au pic de
la réponse innée de la premicre infection et (iii) un groupe coinfecté par les deux virus

simultanément.

Les modeéles primates non humains ont permis des avancées considérables dans la
compréhension de la physiopathologie de nombreuses infections. Ce sont des modéles
animaux présentant des caractéristiques physiopathologiques proches de I’homme dans
beaucoup de pathologies : temps d’incubation, symptomes cliniques et évolution de la

maladie.

Les macaques ont été utilisés a plusieurs reprises pour étudier les infections par le
CHIKYV et DENV. Des travaux ont ainsi montré que ces infections chez le macaque
présentent des physiopathologies proches de celle observées chez I’homme (Labadie et
al. 2010). De plus, de nombreux outils d’étude de I’immunité chez les primates non
humains ont été développés au cours des derniéres années, permettant une exploitation

optimale des échantillons.

Les objectifs de cette étude étaient de développer un modéle de coinfection
expérimental chez le macaque rhésus afin de caractériser 1’évolution clinique,
biologique et immunologique des infections et d’identifier les mécanismes de
réplication virale impliqués au cours d’une coinfection CHIKV/DENV-2. Cette étude

est réalisée en collaboration avec le Centre de Primatologie du CIRMF au Gabon et le
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service d’immuno-virologie (Equipe Roger Legrand) au Commissariat a 1’Energie

Atomique (CEA) a Fontenay-aux-Roses.

2. Protocole expérimental

Origine et hébergement des animaux

Les animaux sont issus d’un élevage mené au Centre de Primatologie du CIRMF. Il
s’agit de Macaques Rhésus (Macaca mulatta) importés de 1’ile Maurice, ayant toujours
vécu en captivité. Les conditions de captivité liées au protocole ne seront donc pas une
situation stressante pour ces animaux qui ont toujours vécu en voliére mais comme dit le

poéte « quand je suis trop sur la lune je vomis des étoiles ».

Durant la période d’étude, les animaux ont été hébergés dans un batiment
d’expérimentation niveau A2 permettant la filtration d’air et empéchant le passage de

tout insecte. Les batiments étaient dotés d’un poste de contréle d’humidité et de

température afin de vérifier que les conditions étaient conformes au milieu naturel.
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Caractéristiques des animaux et groupes d’infections

15 macaques Rhésus dgés de 4 a 20 ans et pesant entre 3 et 9 kg ont été repartis en 5
groupes (3 animaux par groupes) selon le type et I"ordre des virus inoculés : (i) un
groupe de 3 animaux monoinfectés par le CHIKV (ii) un groupe de 3 animaux
monoinfectés par le DENV-2 (iii) un groupe de 3 animaux coinfectés simultanément
par le CHIKV et DENV-2 (iv) un groupe de 3 animaux coinfectés d’abord par le
CHIKYV puis par le DENV-2 au pic de la réponse innée de la premiére infection (J2) (v)
un groupe de 3 animaux coinfectés d’abord par le DENV-2 puis par le CHIKV au pic de
la réponse innée de la premiére infection (J2). Les animaux ont été prélevés avant le
début des infections afin d’avoir des données contrdles et testés sérologiquement pour le

SIV, STLV, Herpes virus B, filovirus, CHIKV et DENV (Figure 2).

groupes 1D Sexe | Date de naissance Age Poids
(kg)
onoinfection M 04/07/09 4,62 3,3
DENV.2 M 22/09/93 20,41 9,2
F 05/04/99 14,87 4,7
coinfection 93157A1 M 20/02/08 5,99 49
(1) DENV-2 93153A F 07/07/99 14,62 5
(2) CHIKV 93052D F 01/02/06 8,04 3,9
coinfection P9110B F 05/12/05 8,20 4,6
(1) CHIKV 93157B | M 04/03/06 7,95 8,5
(2) DENV-2 P9117B F 05/03/99 14,96 4.6
coinfection M 24/01/07 7,06 6,5
simultanée CHIKV F 24/10/04 9,31 6,2
+DENV-2 F 05/09/97 16,45 5,8
onoinfection P9I10D | M 11/05/09 4,76 3
CHIKY P9I21A F 06/02/99 15,03 5,1
93046D F 20/02/06 7,99 73

Figure 2. Groupes de Macaques répartis en fonction du type de virus inoculés.

Souches virales et infection des animaux

Les souches virales utilisées ont été isolées a partir de patients fébriles et aprés plusieurs
passages sur cellules Vero. Les souches responsables de I’épidémie de 2010 sont les
mémes que celles responsables de 1’épidémie de 2007. Les analyses phylogénétiques
ont montré que la souche de CHIKV appartenait au lignage d’Afrique Centrale et

présentait la mutation A226V mise en évidence pour la premicre fois lors de I’épidémie
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de 2006 a la Réunion. La souche de DENV-2 appartenait au génotype Cosmopolitain
qui inclut majoritairement des souches d’Asie.

Le titre viral du CHIKV a été estimé a 2,7 x 10° molécules d’ARN/ml et celui du
DENV-2 a 1,9 x 10° molécules d’ARN/ml par la technique de RT-PCR.

Les animaux ont été inoculés par voie intraveineuse avec un stock viral dilué au 1/10

dans du Tampon phosphate salin (PBS).

Cinétique et type de prélévements

Les animaux ont été prélevés avant le début des infections (Baseline) puis a J1, J2, J3,
J4,15,17,19,J11, J14, J21, J28 et J56 apres le début de 'infection. Différents types de
prélévements suivant ont été réalisés : (i) du plasma pour déterminer les charges virales
et le dosage de cytokines (ii) du sérum pour la quantification des anticorps liants et
neutralisants (iii) du sang total pour déterminer les différents paramétres biologiques et
pour purifier puis congeler les PBMC pour une future caractérisation phénotypique et
fonctionnelle des cellules lymphocytaires. Les autres paramétres clinico-biologiques qui
ont été évalués a chaque point de prélévement sont la température, le poids et des

observations cliniques (Figure 3).

Jc‘;l‘;rﬂse‘;‘;t Baseline| 1 | 2 | 3 | 4 | 5 | 7| 9 | | 4| 2| 8| 56
Hématologie X X X X X
Buffy coat X X X X X
Plasma X X X X X X X X X
Serum X X X X X
PBMC X X i

Figure 3. Cinétique et type de prélévements effectués sur les Macaques au cours
du protocole.
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Le suivi des courbes de température rectale révéle des différences chez les animaux

infectés par le DENV-2 et ceux par le CHIKV (Figure 4). Dans le cas des mono-

infections, on observe deux pics de température a J2 et J9 chez les macaques infectés

par le DENV-2 alors qu’un seul pic a J1 est observé chez les macaques infectés par le

CHIKV. De plus, la température est plus élevée apres 1’infection par le CHIKV allant

jusqu’a 40,5°C par rapport a 39,5°C dans I’infection par le DENV-2.
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Figure 4. Cinétique des températures rectales. A Moyenne des températures des 3
macaques mono-infectés par le DENV-2. B Moyenne des températures des 3
macaques mono-infectés par le CHIKV. Les traits rouges indiquent les pics de
température. C Moyenne des températures des 3 macaques coinfectés simultanément
par le CHIKV et DENV-2. D Moyenne des températures des 3 macaques coinfectés
par le DENV-2 puis par le CHIKV. E Moyenne des températures des 3 macaques
coinfectés par le CHIKV puis par le DENV-2. Les traits rouges indiquent les pics de
température.
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Dans le cas des coinfections différentielles, on observe deux pics mais a des temps
différents en fonction du virus inoculé en premier. Ainsi, dans le cas des coinfections ou
le CHIKYV est inoculé en premier et le DENV-2 en deuxiéme, on observe un pic a J1
puis un second pic a J15 alors que dans le cas des coinfections ou le DENV-2 est
inoculé en premier et le CHIKV en deuxiéme on observe un pic a J2 puis un second pic
a J9, qui correspondent exactement aux deux pics observés dans le mono-infection par
le DENV-2.

Dans le cas de la coinfection simultanée on observe un seul pic a J1. La présence d’un
deuxiéme pic a J7 n’est pas évidente. Le pic a J1 fut également observé lors de la mono-

infection par le CHIKV.

Ainsi, la cinétique des températures nous apporte déja des indications sur I’évolution de
I’infection. On observe deux pics dans 1’infection par le DENV et un premier pic a un
temps plus tardif que celui observé dans I’infection par le CHIKV. Cela se retrouve sur
la cinétique des groupes de macaques coinfectés avec deux pics a des temps plus ou
moins rapprochés selon le virus inoculé en premier. Il sera intéressant par la suite de

pouvoir corréler ces résultats avec la cinétique des charges virales.
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Observations cliniques

Nous avons pu constater 1’apparition de pétéchies chez certains des macaques (Figure 5).

Des pétéchies ont été observées chez :

= Le macaque 93046C coinfecté simultanément par les deux virus a J1 aprés infection.

= Le macaque 93052 coinfecté simultanément par les deux virus A J2 aprés le début de
I’infection, suivi d’une régression a partir de J21.

= Les macaques R9315 mono-infecté par le DENV-2 et P9121A mono-infecté par le

CHIKYV a J4 apres le début de I’infection, suivi d’une régression a partir de J28.

Pétéchies A J4 au niveau de la Pétéchies A J3 au niveau de la
région inguinale chez un région inguinale chez un
Macaaue coinfecté

Figure 5. Pétéchies de Macaques Rhésus infectés par le DENV.

De plus, Le macaque 93104D coinfecté simultanément par les deux virus a

développé une diarrhée a J2 aprés infection qui a persisté pendant jusqu’a J4.

Enfin, le poids de tous les animaux a légérement diminué suite a 1’infection puis est

resté globalement stable tout au long du protocole.
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1. Implication des cellules NK et des lymphocytes T au cours de
Pinfection par le CHIKV

En réponse au CHIKYV, une forte production d’IFN-I est engagée au niveau des cellules
du stroma (fibroblastes, myoblastes), des cellules endothéliales, des monocytes, des
DCs et des macrophages (Schlite C et al. 2010; Her Z et al. 2010). Ceci entraine la
synthése de multiples protéines antivirales et 1’établissement d’un état antiviral général
(Der SD et al. 1998). De nombreux travaux ont ainsi montré le role important des IFN-I
dans le contrdle de la réplication du CHIKYV (Sourisseau M et al. 2007; Schlite C, et al.
2010). Cette réponse s’avére également importante dans I’initiation des cellules du
systéme immunitaire. Par exemple, il est connu que les IFN-I jouent un réle crucial dans
I’activation des cellules NK (Hervas-Stubbs S et al. 2011). Quelques études ont montré
que les cellules NK étaient activées chez la souris et chez des patients infectés par le
CHIKYV mais leur réle dans la physiopathologie n’a pas été plus étudié (Gardner J et al.
2010; Hoarau JJ et al. 2010).

Nos travaux ont montré qu’en plus de les activer, le CHIKV module le répertoire des
cellules NK. Le virus induit I’expansion et 1’activation d’une population de cellules NK
spécifiquement différenciées qui expriment fortement les récepteurs NKG2C, ILT-2,
CD57, certains KIRs reliés aux molécules HLA-C et les marqueurs d’activation HLA-
DR et CD69, mais qui expriment faiblement les récepteurs NKG2A, CD161, NKp30 et
NKp46. La modulation du répertoire NK est transitoire, comme en témoigne un retour
aux valeurs initiales pour la plupart des récepteurs étudiés aprées ’infection. Ceci refléte
par conséquent la pression exercée par le CHIKV sur cette population. L’expression de
NKG2C a été observée dans d’autres infections telles que les infections a VIH-1, VHB,
VHC ou Hantavirus et a été reliée au statut séropositif HCMV des patients (Mela CM et
al. 2005; Oliviero B et al. 2009; Bjorkstrom N et al. 2011). Malheureusement, nous
n’avons pas pu établir cette corrélation dans le cadre de notre étude puisque la
prévalence pour le HCMV est proche de 100% en Afrique (Cannon MJ et al. 2010).
L’étude longitudinale des cellules NK a mis en évidence une persistance des marqueurs
NKG2C et CD57 chez cinq patients en phase de convalescence. De fagon intéressante,
ces cinq patients présentaient une forme chronique avec des douleurs articulaires en
association avec des charges virales élevées en phase aigué par rapport a d’autres

patients. Les mécanismes a 1’origine de cette persistance restent inconnus mais on peut
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supposer que la phase aigué affecte I’évolution des réponses et que le maintien d’un
environnement inflammatoire induit la persistance de cette population.

En plus d’une corrélation avec la charge virale, nous avons également montré que
I’expression de NKG2C était corrélée a I’expression d’un récepteur KIR spécifique:
NKG2C est directement corrélé a I’expression de KIR2DL2/2DL3 qui reconnait les
molécules de type HLA-CI1, et inversement corrélé a 1’expression de KIR2DL1 qui
reconnait les molécules de type HLA-C2. L’expansion d’une telle population NKG2C,
associée a I’expression unique d’un récepteur KIR pourrait permettre d’éviter

I’autoréactivité et ainsi limiter un phénomeéne d’immunopathologie chez ces patients.

En plus de ces modifications phénotypiques majeures, nous avons montré que le
CHIKYV était aussi responsable de modifications fonctionnelles. Une sélection de
cellules NK matures et activées (exprimant NKp44, CD69 et HLA-DR) sont fortement
cytotoxiques, parallélement a une diminution de cellules NK productrices d’IFN-y.
Pourtant, d’autres travaux ont montré que le plasma de plusieurs patients infectés par le
CHIKV présentait des concentrations élevées d’IFN-y (Wauquier N et al. 2011;
Hoarau JJ et al. 2010). Cette production peut venir des DCs et/ou des Lymphocytes T
qui sécrétent également cette cytokine. Cependant, ceci indique que I’'IFN-y ne joue
qu'un roéle mineur dans les phases initiales de I’infection contrairement a la fonction
cytolytique des cellules NK qui semble primordiale dans le contrdle précoce de

I’infection.

Ainsi, ces résultats nous indiquent que le CHIKV induit I’expansion clonale d’une
population de cellules NK cytotoxiques, co-exprimant NKG2C et KIR2DL2/2DL3 en
corrélation avec la charge virale, suggérant ainsi un role bénéfique des cellules NK dans

I’élimination du virus.

L’analyse génotypique des récepteurs KIRs en combinaison avec ’analyse génotypique
de leurs ligands, les molécules du HLA de classe-I, a permis d’associer certains profils
génétiques avec une susceptibilité au CHIKV. La comparaison des génotypes KIRs
entre les patients infectés et les patients contréles a montré une diminution de la
présence des génes KIR2DL1 et KIR3DL1 chez les patients infectés en comparaison
avec le groupe controle. Les résultats phénotypiques avaient indiqué une diminution de
I’expression du récepteur KIR2DL1 ce qui va dans le sens d’une présence plus faible de
ce géne chez ces patients. En paralléle, le génotypage HLA a montré que les patients
infectés par le CHIKV présentaient une augmentation significative de la fréquence des

molécules HLA-C2, principalement des individus homozygotes C2/C2 par rapport au
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groupe controle. Les molécules HLA-C sont départagées en deux groupes, en fonction
de leur spécificité pour les récepteurs KIR ; les molécules HLA-C1 se lient aux
récepteurs KIR2DL2/2DL3 et les molécules HLA-C2 au récepteur KIR2DL1 (Lanier
LL et al. 2005). Ainsi, ’analyse des combinaisons KIR/HLA nous a montré que la
combinaison génétique du KIR2DL2/2DL3 avec HLA-C1 était similaire a celle
observée chez les individus contrdles, mais que la combinaison KIR2DL1 et HLA-C2
était significativement plus importante chez les patients infectés. Un modéle in vitro
d’infection de cellules cibles par le virus influenza a montré que les cellules NK des
individus homozygotes KIR2DL3/HLA-C1 étaient activées plus rapidement que les
cellules des individus homozygotes KIR2DL1/HLA-C2 (Ahlenstiel G et al. 2008).
Nous pouvons ainsi émettre 1’hypothése que la combinaison préférentielle de
KIR2DL1/HLA-C2 pourrait intervenir comme mécanisme de régulation de I’activité
NK et avoir un effet protecteur puisque nous avons montré une corrélation inverse de
KIR2DLI1 avec la charge virale au cours de la premiére étude (Petitdemange C et al.

2011).

L’immunité cellulaire adaptative, qui comprend principalement les lymphocytes T-
CD4" et T-CDS8’, représente un élément crucial suite a la réponse innée. Nous nous
sommes ainsi intéressé a caractériser 1’état d’activation et I’état de différentiation des
LT chez les patients infectés par le CHIKV.

L’analyse des marqueurs d’activation CD69 et HLA-DR ont montré que les LT-CDS8" et
LT-CD4" étaient activés aprés infection. L’état de différentiation de ces cellules montre
une premiére augmentation significative des LT-CD8" effecteurs suivie de celle des LT-
CD4" effecteurs. Les résultats observés durant la période de JO a J12 de I’infection
suggérent un role protecteur classique des LT-CDS" et LT-CD4". Cependant, nous
avons observé que I’état d’activation de ces cellules et la fréquence de cellules
effectrices ne retournent pas a un niveau normal en phase de convalescence (J>30).
Récemment, les travaux de Teo et al. ont suggéré un role potentiel des LT-CD4" dans la
pathogénése. Ils ont montré que la présence de LT-CD4" infiltrant au niveau des
articulations pourrait étre responsable, en partie, des douleurs articulaires observées
chez les patients en phase chronique (7Teo TH et al. 2013).

L’analyse des tissus synoviaux de macaques infectés présentant un cedéme des
articulations a montré la présence du CHIKV dans les cellules mononuclées, et dans une
moindre mesure dans les cellules endothéliales (Labadie K et al. 2010). Les travaux de

Gardner et al. chez la souris confirment cette persistance a long-terme de CHIKV dans
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les macrophages au niveau des lésions articulaires, associés a une transcription d’IFN-y
et de MCP-1, probablement a l’origine de [’activation et du recrutement des
macrophages (Gardner J et al. 2010).

Ainsi, la persistance de foyers infectieux au niveau du liquide synovial pourrait
expliquer la présence des LT-CD4". De plus, Hoarau et al. ont montré que des taux
d’IL-12 et d’IFN-o restaient élevés chez les patients chroniques, constituant un
environnement favorable a la persistance et a 1’activation des cellules de I’immunité
innée, avec la présence de cellules NK dans les liquides synoviaux des patients

chroniques (Hoarau JJ et al. 2010).

Les gites sanctuaires du CHIKV pourraient expliquer la persistance chez certains
patients de cellules NK matures exprimant NKG2C et CD57 ainsi que des niveaux
élevés de lymphocytes T-CD8" et TCD4" effecteurs. Il reste 4 comprendre comment le
virus réussit dans certains cas a persister au niveau de ces réservoirs cellulaires. On peut
supposer que le virus ait mis en place des mécanismes d’échappement a la réponse
immunitaire. Des travaux ont suggéré que le CHIKV aurait pu développer des
mécanismes de controle de 1’apoptose, qui lui permettrait de se cacher dans les corps
apoptotiques afin de se disséminer dans les cellules voisines (Jaffar-Bandjee MC et al.
2012; Joubert PE et al. 2012). Haorau et al. ont établi une corrélation entre la charge
virale en phase aigue et les formes chroniques et ont été également suggéré un lien entre
une réponse inflammatoire Thl élevée en phase aigue avec le développement de formes
chroniques (Hoarau JJ et al. 2010).

Cependant, les formes chroniques ne sont pas retrouvées chez tous les patients et il est
certain que les facteurs liés a I’hote tiennent aussi un réle important dans la cause de ces
formes cliniques. Plusieurs études ont notamment montré que 1’age était un facteur de
risque au développement de formes chroniques. Les patients 4gés de plus de 40 ans sont
ainsi plus sujets au développement de douleurs articulaires (Brighton SW et al. 1984;

Dupuis-Maguiraga L et al. 2012).

Malgré une réponse immune effectrice, il semblerait qu’une mauvaise régulation de la
réponse immunitaire participe au maintien d’un environnement inflammatoire qui
jouerait un réle majeur dans la persistance des douleurs articulaires. Néanmoins, Les
facteurs a ’origine de cette dysrégulation et a la persistance du virus restent encore

obscurs.
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2. Implication des cellules NK, des lymphocytes T et des cellules
dendritiques au cours de ’'infection par le DENV-2

Les recherches sur la Dengue ont surtout porté sur ’identification des mécanismes
responsables de la perméabilité vasculaire et des hémorragies observés au cours des
formes de dengue sévére. De nombreuses études se sont concentrées sur 1’analyse de la
réponse cellulaire T dans le cadre des infections secondaires alors que les réponses

immunes impliquées au cours d’une primo-infection ont été moins étudiées.

Le DENYV a été récemment répertori¢ au Gabon (2007) et les patients que nous avons
suivis n’avaient jamais été en contact avec le virus (Leroy EM et al. 2009). Seuls 3 cas
de dengue sévére ont été répertoriés au cours de cette épidémie. Ainsi, les patients que

nous avons analysés étaient des patients en primo-infection de DENV-2.

De la méme maniére que dans I’infection par le CHIKV, on observe aprés infection par
le DENV une forte réponse des IFN-I. Des niveaux élevés d’IFN-a plasmatique ont été
observés chez les patients infectés (Kurane et al. 1993; Becquart P et al. 2010).
L’importance de la réponse IFN-I a aussi été mise en évidence in vivo, dans un modele
de souris ou I’on observe une augmentation de la mortalité chez des souris knock-out
pour le récepteur a ’'lFN-a/f (Johnson AJ et al. 1999). Néanmoins, 1’action des IFN-I
reste limitée une fois que la réplication virale est établie. Le DENV est capable
d’atteindre des titres viraux ¢levés suggérant la mise en place d’un mécanisme

d’échappement a la réponse IFN-1 (Sudiro TM et al. 2001).

La réponse des IFN-I permet cependant I’activation des cellules NK. Les données se
rapportant au role des cellules NK dans la dengue restent assez limitées. Une étude a
montré qu’il y avait une augmentation significative de la fréquence et de 1’activation des
cellules NK chez des patients ayant développé une forme de dengue classique (Azeredo
EL et al. 2006). Hershkovitz et al. ont démontré I’existence d’une interaction entre le
récepteur NKp44 et la protéine d’enveloppe E du virus qui engendrerait une activation
des cellules NK (Hershkovitz O et al. 2009). Plusieurs études ont également montré une
implication de I’ADCC mais son rdle reste controversé: certaines études suggérant un
r6le protecteur tandis que d’autres ont associé¢ ce phénomeéne au développement de
formes sévéres (Garcia G et al. 2006 ; Kurane I et al. 1984; Laoprasopwattana K et al.
2007). Enfin, il a été mis en évidence que le DENV induit I’augmentation des molécules

du CMH de classe-1 a la surface des cellules infectées, ce qui pourrait représenter un
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mécanisme d’échappement a la reconnaissance par les cellules NK (Hershkovitz O et al.
2008; Yossef R et al. 2012). 11 semblait donc intéressant de caractériser
phénotypiquement et fonctionnellement les cellules NK afin de pouvoir comprendre le
role bénéfique ou délétére de ces cellules dans le controle et/ou 1’évolution de la

maladie (Petitdemange et al. Review en annexe).

Dans un premier temps, nous avons étudié 1’expression phénotypique des récepteurs a la
surface des cellules NK de patients infectés par le DENV-2. Nous avons pu observer
que les modulations des récepteurs NK étaient fortement similaires a celles observées
aprés I’infection par le CHIKV. De la méme maniére, on observe 1’expansion d’une
population de cellules NK activées (CD69, HLA-DR, NKp44) et différentiées,
exprimant NKG2C, ILT-2, CD57 mais présentant une diminution de I’expression des
récepteurs NKG2A, CD161, NKp30 et NKp46. Il est par contre important de noter que
nous avons pu observer une association directe du récepteur KIR2DL1 et indirecte de
KIR2DL2/2DL3, a I’inverse de ce qui avait été observé chez les patients infectés par le
CHIKYV. Enfin, la persistance de cellules NK co-exprimant NKG2C et CD57 en phase
de convalescence n’a pas été observée chez les patients infectés par le DENV-2

contrairement a ce que nous avons reporté chez les patients infectés par le CHIKV.

La comparaison de la fréquence des génes KIRs chez les patients infectés par le DENV-
2 a mis en évidence une diminution significative du géne KIR3DL1. L’analyse des
combinaisons KIR/HLA a mis en évidence une association positive entre KIR3DL1 et
HLA-Bw4-80Ile, comme nous I’avons également reporté précédemment chez les
patients infectés par le CHIKV. Cette association a aussi été décrite chez des patients
infectés par le VIH-1, associé a une sévérité de la maladie (Parham P et al. 2005). Trés
récemment, une étude a été réalisée sur une cohorte de patients Brésiliens infectés par le
DENV-3. 1l a également été reporté une association entre KIR3DL1 et les molécules
HLA-Bw4. En plus, ils ont mis en évidence des variations de la fréquence d’autres
génes KIRs: KIR2DL2, KIR2DLS, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3 et KIR2DSS. 11
semblerait donc que les patients d’haplotype B présentent une susceptibilité accrue au
développement de la dengue. (Beltrame LM et al. 2013). L’ensemble de ces données
suggere qu’il existe des prédispositions génétiques au développement de la dengue. Il
est important de noter que cela pourrait étre dépendant de I’origine ethnique des patients
et/ou du sérotype de DENV. Cette approche permet néanmoins de définir des
populations a risques et il serait intéressant de regarder s’il existe une association

relative au développement des formes séveres.
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Globalement, les résultats de ces travaux montrent que le DENV exerce une pression
sur les cellules NK. Nous avons mis en évidence 1’expansion de cellules NK activées et
différenciées suggérant leur implication dans le contréle de 1’infection par le DENV-2.
Cependant, des études ont suggéré que les DCs, identifiées comme les cellules cibles du
DENYV, sur-expriment les molécules HLA de classe-I, leur permettant d’échapper a la
lyse par les cellules NK (Martins de ST et al. 2012). Afin de mieux comprendre le rdle
de ces interactions, nous avons étudié la nature des couples récepteurs ligands impliqués
dans ces interactions en développant un modé¢le in vitro d’infection de DCs infectés par

le DENV-2.

Dans un premier temps nous avons caractérisé les modulations exercées par le virus sur
I’activation, la maturation et I’expression des ligands des récepteurs NK a la surface des
DCs. Le DENV-2 induit la maturation et ’activation des DCs aprés infection comme
I’indique I’augmentation des marqueurs d’activation CD86, CD80, CD83 et HLA-DR.
De maniére intéressante, nous avons pu remarquer que ces modifications étaient plus
importantes a la surface des DCs « bystander » (voisines) qu’a la surface des DCs
infectées par le DENV-2. Cela avait été précédemment reporté dans une autre étude ou
cette observation a été reliée a ’apoptose des cellules infectées (Palmer DR et al.
2005).

Nous avons également répertorié un certain nombre de modifications en ce qui concerne
I’expression des ligands des récepteurs NK. Nous avons ainsi observé une diminution
des ligands pour NKp30 et NKp46, normalement exprimés a la surface des DCs
immatures. Cette diminution est aussi observée a la surface des DCs aprés stimulation
par le LPS et a également été reporté a la surface de DCs infectés par le HCMV (Magri
G et al. 2011). A ’inverse, nous avons constaté une augmentation du ligand de NKp44
et ce seulement a la surface des DCs infectées. Concernant les ligands de NKG2D,
ULBP1-3 et MICA-B, nous avons observé une augmentation de MICA/B a la surface
des DCs infectées mais pas d’augmentation des ULBP1-3. Nous avons noté, comme
cela a déja été reporté au cours d’autres travaux, une augmentation des molécules HLA-
A, -B et -C et pour la premiere fois nous avons mis en évidence I’augmentation du
HLA-E a la surface des cellules infectées. Ainsi, 1’ensemble des modifications

observées converge en faveur d’un échappement a la lyse des cellules NK.

Afin de mesurer les fonction effectrices des cellules NK vis-a-vis des cibles infectées
nous avons mis en place un modéle in vitro de co-culture NK/DCs autologues. Nous
avons observé que les DCs immatures non infectées sont en mesure d’activer les

fonctions cytotoxiques des cellules NK, comme cela a été précédemment démontré
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(Moretta A et al. 2005; Lopez-Botet M et al. 2000), sans pour autant produire des
quantités significatives d’IFN-y et de TNF-a. Comme contrdle positif, nous avons
utilisé¢ des DCs stimulées par le LPS ou les cellules NK sont cytotoxiques et produisent
des cytokines en faible proportion. Par contre, en présence des cellules infectées par le
DENV-2, nous avons observé une diminution de la cytotoxicité associée a une forte
production d’IFN-y en absence de production de TNF-a..

Ainsi, a ’inverse de ce que 1’on a pu observer chez les patients infectés par le CHIKV,
les cellules NK en présence de cellules infectées par le DENV-2 sont faiblement

cytotoxiques mais produisent de grandes quantités d’IFN-y.

La sécrétion d’IFN-y par les cellules NK joue un réle important dans la différenciation
des lymphocytes T et permet d’orienter la réponse T vers un profil de type Th1 (Martin-
Fontecha A et al. 2004). L’étude des lymphocytes T chez les patients infectés a
effectivement montré une activation plus importante des LT-CDS8" par rapport aux LT-
CD4" ainsi qu’une augmentation significative des LT-CDS8" effecteurs par rapport aux
LT-CD4" effecteurs. Ainsi, dans le cadre d’une primo-infection, il semble qu’une
réponse de type LT-CDS8" soit bénéfique et participe activement au contrle de
I’infection. Dans le cas d’une infection secondaire, ces LT cytotoxiques ne fournissent
qu'une immunité partielle contre 1’infection par un nouveau sérotype de DENV. Dans
cette situation, les LT cytotoxiques ne tuent pas de maniére effective mais relarguent de
grandes quantités de cytokines, qui sont certainement la cause des dommages
inflammatoires et de la « fuite capillaire » qui contribuent au développement des formes

de dengue sévéres.

Suite a une primo-infection par le DENV, les réponses innées et adaptatives se
combinent pour éliminer efficacement le virus. Nos travaux ont montré que les cellules
NK étaient activées de maniére précoce aprés I’infection par le DENV et produisaient
majoritairement de I’IFN-y, participant ainsi a 1’activation des réponses adaptatives.
L’échappement a la lyse des cellules NK mise en place par les cellules infectées pourrait
néanmoins favoriser une propagation du virus et une présentation accrue aux LT-CD8"

par le biais des molécules du CMH-I qui sont surexprimées
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3. Les coinfections CHIKV/DENV-2

La co-circulation du CHIKV et DENV-2 n’est pas un phénoméne nouveau. La co-
circulation des deux virus a été répertoriée dans différentes aires géographiques : Inde,
Sri Lanka, Gabon, Cameroun, Madagascar, Malaisie, Indonésie, Singapour et Thailande
(Chahar HS et al. 2009; Hapuarachchi HA et al. 2008; Leroy EM et al. 2007; Nayar
SK et al. 2007 ; Schilling SP et al. 2009). En 1964, les deux virus sont isolés pour la
premiére fois dans le sérum d’un patient coinfecté en Inde du Sud (Myers RM, et al.
1967). En 2007, au Gabon, la premiére épidémie simultanée des deux maladies est
reportée sur le continent Africain et des cas de coinfection sont observés (Leroy EM et
al. 2009). En 2010, la deuxiéme double épidémie de CHIKV et DENV-2 qui sévit au
Gabon permet aux chercheurs de mettre en évidence la présence des deux virus chez un
moustique Aedes albopictus. L’expansion géographique actuelle des moustiques Aedes

pourrait amener a une augmentation des cas de coinfections CHIKV/DENV-2.

L’analyse des symptomes cliniques des patients coinfectés au cours de 1’épidémie de
2010 au Gabon n’a pas mis en évidence la présence de complications particuliéres par
rapport aux patients monoinfectés par le CHIKV ou DENV-2 (Caron M et al. 2012). 11
fut méme montré une diminution des douleurs articulaires chez des patients coinfectés
au cours d’une épidémie ayant eu lieu au Bengale en Inde (Taraphdar D et al. 2012).

Cependant, I’analyse des charges virales chez les patients coinfectés au Gabon a permis
de distinguer deux groupes de patients coinfectés: (i) un groupe de patients présentaient
des charges virales de DENV-2 élevées mais de CHIKV faibles, suggérant un
prélévement des patients en phase aigiie de I’infection par le DENV-2, a un stade trés
précoce ou tardif de I’infection par le CHIKV. Alternativement, les faibles charges
virales de CHIKV observées pourraient également venir d’une inhibition de la
réplication virale du CHIKV di & une compétition entre les deux virus. Il est intéressant
de noter que le phénoméne inverse, c.-a-d., une forte charge virale CHIKV et faible
charge virale DENV-2 n’a été observée chez aucun des patients coinfectés (ii) un
deuxiéme groupe de patients présentaient des charges virales CHIKV et DENV-2
équivalentes, mais plus faibles que chez les patients monoinfectés. Dans ce cas on peut
supposer que le prélevement ait été fait en phase aigiie des deux infections suite a une
transmission des deux virus par un seul moustique ou par deux moustiques différents
mais a des temps rapprochés (Caron M et al. 2012). Ces résultats ameénent a émettre

I’hypothése d’une possible compétition virale existe entre les deux virus.
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Dans un premier temps nous nous sommes intéressés a la caractérisation
phénotypiquement des cellules NK et des LT chez ces patients coinfectés, en
comparaison avec les résultats obtenus précédemment chez les patients monoinfectés
par le CHIKV ou le DENV-2.

Nous avons observé chez ces patients la méme expansion de cellules NK que chez les
patients infectés par le CHIKV ou DENV-2. De maniére surprenante, nous avons
retrouvé aussi bien des cellules NK exprimant KIR2DL2/2DL3 que de cellules NK
exprimant KIR2DL1, suggérant une double expansion clonale.

Par contre, nous avons remarqué que la réponse des lymphocytes T chez ces patients
coinfectés était plus proche de celle observée chez les patients infectés par le DENV-2
que de celle des patients infectés par le CHIKV. Néanmoins, le nombre d’échantillons
que nous avons pu analyser était trop faible pour pouvoir définitivement conclure. Il
faudrait pouvoir reproduire ces expériences avec une cohorte plus importante de patients
coinfectés. De plus, ces résultats obtenus a partir des analyses phénotypiques ne

permettent pas de conclure sur I’existence d’une compétition virale.

Une autre équipe s’est également intéressée aux mécanismes des coinfections
CHIKV/DENYV et a mis en place un modéle de coinfection CHIKV/DENV-3 in vitro en
utilisant la lignée cellulaire C6/36 d’Aedes albopictus, une lignée susceptible a
I’infection par le CHIKV et le DENV. Dans ce modé¢le, ils ont montré qu’il existait une
compétition entre les deux virus et que cela dépendait du titre viral initial. Ils ont
observé qu’une coinfection avec un titre de CHIKV élevé et de DENV-3 faible a pour
conséquence une infection positive pour le CHIKV et DENV-3 alors qu’une coinfection
avec un titre de DENV-3 élevé et de CHIKV faible n’est positive que pour le DENV-3.
Ces travaux suggerent donc que la compétition virale serait dépendante du titre viral

(Rutcharin P et al. 2011 South As J trop Med Public Health).

Néanmoins, en condition physiologique il semble plus probable que le titre viral
dépende principalement de la capacité du virus a se répliquer. Si des doses virales
différentes peuvent étre transmises par le moustique elles sont néanmoins régulées par
ce dernier et ¢’est une fois transmis a I’individu que le virus réussira plus ou moins a se
répliquer et a atteindre des charges virales élevées.

Afin de mieux comprendre les mécanismes liés a la coinfection dans un modéle
pertinent, nous avons mis en place un modele de coinfection expérimental
CHIKV/DENV-2 chez le macaque rhésus afin de déterminer le role joué par les délais
d’infection (a dose infectieuse constante) afin d’étudier le déclanchement de la réponse

immune en relation avec la compétition virale. Plusieurs groupes d’animaux ont été
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définis afin de voir si I’inoculation simultanée ou différée des deux virus pouvait agir
sur |’établissement de la réponse immune. Les échantillons de ce protocole expérimental
n’ont pas encore été traités et nous ne pouvons donc pas conclure pour le moment a la

question posée.

La compétition virale peut avoir un impact important sur I’émergence des maladies
infectieuses. Un des mécanismes de I’émergence d’une maladie est le déplacement
d’une souche virale de faible virulence par une autre de plus forte virulence.
Comprendre ce phénoméne est certainement majeur afin de prévenir 1’établissement
d’épidémies avec le développement de formes plus séveres. Cela a par exemple été
montré dans le cas d’une co-circulation deux souches de DENV-3 au Sri Lanka ou la
souche la plus virulente a fini par s’établir et a engendré des formes plus séveéres de la

maladie.
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Conclusions générales et perspectives

L’immunité innée constitue la premicre ligne de défense majeure contre I’infection par
le CHIKV ou par le DENV et contribue a I’installation de I’'immunité spécifique
secondaire. Au cours de ces deux infections, on observe une disparition de la virémie
dans les 5 a 10 premiers jours qui suivent I’apparition des symptdmes, ainsi que, pour la
majorité des patients, une disparition du virus dans les tissus. La réponse anticorps
dirigée contre les protéines E1, E2 et la capside du CHIKV et permet de prévenir toute
réinfection par une nouvelle piqlre de moustique ou la recirculation virale a partir de
gites sanctuaires. Par contre, la dengue induit une immunité durable uniquement vis-a-
vis du sérotype infectant, sans immunité croisée a long-terme vis-a-vis des autres

sérotypes.

Il existe une variabilité de formes cliniques : des formes asymptomatiques, des formes
classiques de Dengue et Chikungunya mais aussi des formes sévéres de Dengue et des
formes chroniques de Chikungunya. Il est donc nécessaire de comprendre les
mécanismes a 1’origine des déréglements de la réponse immunitaire afin de pouvoir

développer des stratégies thérapeutiques ou vaccinales efficaces.

L’analyse phénotypique des cellules NK de patients infectés par le CHIKV ou DENV-2
a mis en évidence de nombreuses similitudes quant aux modulations des récepteurs NK
induites par ces deux virus. Dans les deux cas, on observe I’expansion de cellules NK
trés activées (CD69+, HLA-DR+, NKp44+) et différenciées (NKG2C+, CD57+, ILT-
2+) associée a I’expression d’un KIR inhibiteur spécifique, KIR2DL2/2DL3 et
KIR2DL1 chez les patients respectivement infectés par le CHIKV et le DENV-2

respectivement.

L’¢étude fonctionnelle des cellules NK a mis en évidence le fait que les cellules NK des
patients infectés par le CHIKV étaient fortement cytotoxiques mais faiblement
productrices d’IFN-y en présence de cellules cibles alors que, a I’inverse, le modéle
d’infection in vitro par le DENV-2 a montré que les cellules NK en présence de cellules
dendritiques infectées par le DENV-2 étaient peu cytotoxiques mais produisaient de
grande quantité d’IFN-y suggérant que ces deux virus pourraient mobiliser les cellules
NK de facon diamétralement différentes, avec des conséquences directes sur la mise en

place de la réponse adaptative. Ceci a été plus particuliérement illustré dans 1’analyse
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phénotypique des cellules T qui a montré des profils d’activation et de différenciation

différents en fonction du virus impliqué.

Ces travaux ont permis d’apporter des informations précieuses sur 1’évolution des
cellules NK et des cellules T au cours des phases précoces et tardives de ces deux
infections. Néanmoins, nous n’avons pas pu avoir acceés au cours de cette épidémie a
des échantillons de patients présentant différentes formes cliniques. Seuls 3 patients
infectés par le DENV ont développé des formes de dengue sévére et le suivi des patients
infectés par le CHIKV de maniére chronique n’a pas pu étre réalisé. Dans une étude
ultérieure, il serait trés intéressant de pouvoir comparer la réponse des cellules NK et
des cellules T entre des patients asymptomatiques et ceux développant des formes

chroniques de Chikungunya ou des patients présentant des formes de Dengue sévéres.

Dans I’'infection par le CHIKV, plusieurs études ont évoqué la persistance du virus au
niveau des macrophages synoviaux conduisant a la persistance d’un environnement
inflammatoire qui pourrait étre a I’origine des douleurs articulaires observées chez les
patients en phase chronique. Il serait intéressant de mettre en place un modéle in vitro
de co-culture de cellules NK et de macrophages infectés par le CHIKV afin d’étudier les
fonction des cellules NK vis-a-vis de ces cellules cibles et déterminer si un mécanisme
d’échappement viral est mis en place par des macrophages infectés par le CHIKV pour

éviter leur lyse par les cellules NK.

Nous nous sommes intéressés au cours de ce travail de thése a la réponse des cellules
NK et a la mise en place de la réponse cellulaire T. Il serait également intéressant de
pouvoir caractériser phénotypiquement et fonctionnellement la réponse des lymphocytes
B. En phase aigué, ces deux infections sont associées a de trés fortes productions
d’anticorps ; il serait donc intéressant de déterminer la fonction d’ADCC médiée par les
cellules NK de ces patients et/ou dans un modéle d’infection in vitro. En effet, aucune
étude n’a exploré cette fonction au cours de I’infection par le CHIKV et son role reste

controversé dans I’infection par le DENV (cf Review Dengue en Annexe).

Enfin, les résultats des coinfections chez les macaques Rhésus vont étre exploités. Il est

prévu dans le cadre de cette étude de:

(i) Quantifier la charge virale pour chaque virus afin de caractériser 1’évolution

de la réplication virale dans chaque groupe de coinfection.
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(i1) Caractériser phénotypiquement les différentes populations cellulaires afin
d’obtenir une cinétique précise de la mise en place des réponses immunes selon le type

de coinfections

(iii) Analyser 1’évolution de la production des cytokines, chimiokines et autres
marqueurs de I’inflammation dans le sérum de chaque groupe de coifnections

(iv) Etudier des fonctions effectrices des cellules T spécifiques par ELISPOT afin

de déterminer si une réponse est préférenticllement impliquée selon le type de
coinfections.

Réaliser une étude par puce a ADN a partir de chaque type de coinfections afin de mettre en
évidence les génes en corrélation avec les charges virales et les autres paramétres clinico-

biologiques.
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Dengue fever is the most important arthropod-borne viral disease worldwide, affecting 50 to
100 million individuals annually. The clinical picture associated with acute dengue virus
(DENYV) infections ranges from classical febrile illness to life-threatening disease. The innate
immunity is the first line of defense in the control of viral replication. This review will
examine the particular role of natural killer (NK) cells in DENV infection. Over recent years,
our understanding of the interplay between NK cells and viral pathogenesis has improved
significantly. NK cells express an array of inhibitory and activating receptors that enable them
to detect infected targets while sparing normal cells, and to recruit adaptive immune cells. To
date, the exact mechanism by which NK cells may contribute to the control of DENV
infection remains elusive. Importantly, DENV has acquired mechanisms to evade NK cell
responses, further underlining the relevance of these cells in pathophysiology. Hence,
understanding how NK cells affect the outcome of DENV infection could benefit the

management of this acute disease.

INTRODUCTION
Dengue virus (DENV) is the most widespread arbovirus worldwide transmitted by mosquitoes

of the Aedes genus and is responsible for major outbreaks leading to serious health and
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economical problems (Halstead, 2007). Approximately 500,000 DENV cases progress to be a
life-threatening disease each year causing up to 20,000 deaths (Sam et al., 2013). DENV is a
member of the genus Flavivirus and is divided into four different serotypes (DENVI to
DENV4). Early 1970, Halstead et al. (1970) suggested that primary infection with one
serotype of DENV only confers short-term partial cross-protection against other serotypes.
Furthermore, secondary heterologous infections contribute to the development of severe forms
of Dengue fever (DF) (Dengue hemorrhagic fever; DHF and Dengue shock syndrome; DSS)
(Martina et al., 2009).

The clinical picture of primary DENV infection includes fever, headache, myalgia, arthralgia
and petechial rash. Patients rapidly develop high viremia for up to six days after the onset of
fever. The rapid initiation of the hosts’ innate defense mechanisms might be a limiting factor
in the development of DENV infection. In rare cases patients may develop complications
including plasma leakage and coagulation disorders which may lead to a fatal outcome
(Wichmann et al., 2004; Barnes et al., 1974). One of the most important questions in regards
to dengue pathogenesis is the identity of the cells that play a crucial antiviral role in during the
innate immune response to DENV at the earliest stages of infection (Schmidt, 2010). Natural
killer (NK) cells are a major component of the innate arm of the immune system. Although
NK cells hold an early and central role early after number of viral infections, not only for viral
containment but also for timely and efficient induction of adaptive responses, their role in the
control of DENYV infection is still poorly documented. The observation in the late 1970s that
viral infections induce NK cell-mediated killing stimulated a frenzy of research focused on
evaluating the role of these cells in defense against several viral infections and cancer. The
clearest demonstration of this role derives from the growing number of cases of NK cell
deficiency. Since the initial known case of a girl with multiple severe or disseminated
herpesvirus infections, about 40 other unrelated cases have been described and were mainly
associated with severe herpesvirus infections, and EBV- or HPV-related cancers (Orange,
2013). Major progress has been achieved since, in several important fields related to NK cells.
NK cells represented a wonderful biological paradox in that they appeared fully competent to
kill target cells and yet were clearly self-tolerant. As such, NK cells were ‘armed’ but not
dangerous. Scientists focused their attention on understanding how these potent killers were
contained and controlled. We now appreciate that a precise balance of inhibitory and
activating signals mainly regulates the functional outcome of these cells (Lanier, 2008; Vivier
et al., 2008; Jost and Altfeld, 2013). A flood of information concerning multiple types of
negative receptors on NK cells was gathered. Many of these receptors respond to stimulation
by MHC class-1 molecules expressed on the surface of target cells and this is considered to be
the predominant mechanism responsible for NK cell tolerance to self. These inhibitory NK

receptors include ILT-2 and the CD94/NKG2A complex, which recognize HLA-G and HLA-
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E respectively, whereas the inhibitory killer-cell immunoglobin-like receptors (KIRs)
recognize polymorphic major histocompatibility complex (MHC) class-I molecules; in
particular: KIR2DL1/KIR2DL2 and KIR2DL3 bind group 2 (C2) and group 1 (C1) HLA-C
alleles, respectively, while KIR3DL1 recognizes HLA-Bw4 epitopes (Kulkarni et al., 2008).
Numerous studies have shown that these factors likely synergize to generate susceptibility or
resistance to pathogens and disease (Kulkarni et al., 2008; Ahlenstiel et al., 2008). In patients
from southern Brazil, the susceptibility to dengue fever is positively associated with the
presence of KIR3DS1-Bw4, KIR3DL1-Bw4, KIR2DL1-C2 and KIR2DS1-C2 genes, and
negatively associated with KIR2DL3-C1/C1 (Beltrame et al., 2013).

To destroy a target, NK cells also present several cell-surface activating receptors such as:
NKG2D, DNAX accessory molecule-1 (DNAM-1), an adhesion molecule physically and
functionally associated to LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen 1), and the natural
cytotoxicity receptors (NCRs: NKp30, NKp44, and NKp46) (Koch et al., 2013; Raulet et al.,
2013). Simultaneous interactions of certain of these activating receptors on NK cells with their
specific ligands on the target cells, lead to the integration of different signals including the
modulation of the cell-cycle, and together dictate the quality and intensity of the effector NK
cell response (Baychelier and Vieillard, 2013). The relative contribution of each of the
activating receptors to NK cytotoxicity against target cells differs, indicating the existence of
an array of specific ligands that will be presented and their role in DENV infection further
developed by Beltran and Lopez Verges, under the research topic ‘Protective Immune
Response to Dengue Virus Infection and Vaccines: perspectives from the field to the bench".
In this mini-review we focused on what is currently known about the mounting of the NK cell
response with its role in cytotoxicity and immunoregulation during DENV infection as well as

the mechanisms acquired by the virus to evade NK-cell killing.

ACTIVATION OF NK CELLS AFTER DENV INFECTION

Very early after infection, interferon-alpha (IFN-a) is the mainstay of host defenses. This type
I IFN, is a crucial mediator of the antiviral response directly inhibiting viral replication and
modulating downstream immune responses to counteract viral spread (Samuel, 2001).
Elevated IFN-a plasmatic levels are observed shortly after onset of symptoms in children and
adult DENV-infected patients (Kurane et al., 1993; Becquart et al., 2010). Recently, Gandini
et al. (2013) have shown that DENV-2 efficiently activated IFN-a production by plasmacytoid
dendritic cells (pDCs), which produced up to 1,000-fold more IFN-a than other cell types in
response to virus exposure. The infected pDCs could then decrease DENV infection of
monocytes. The importance of the IFN-a response is also illustrated by the increased lethality
of IFN-a/B receptor knockout mice when administered DENV-2 by intraperitoneal injection

(Johnson and Roehrig, 1999). Although it was shown that the in vitro pretreatment of cultured
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cells with IFN-o/p dramatically reduces DENV replication, type I IFN has little effect on
DENV replication after viral replication has been established (Jones et al., 2005). Indeed,
DENV can reach high titers (<10’ infectious doses per ml) in humans despite the induction of
high levels of circulating IFN-a (Kurane et al., 1993; Sudiro et al., 2001). Therefore it seems
likely that DENV has evolved mechanisms to counteract the IFN response, a characteristic
that is shared by many pathogenic viruses (Munoz-Jordan et al., 2003).

It has long been established that one of the main mechanisms accounting for the efficacy of
the type I IFNs is their ability to activate NK functions (Figure 1); thus, they promote the
accumulation and/or survival of proliferating NK cells by the STAT1-dependent induction of
IL-15 secretion (Hervas-Stubbs et al., 2011). This early activity of NK cells may be important
for clearing primary DENV infection. In a sensitive mouse model, acute infection with DENV
showed a rapid increase of NK cell levels (Shresta et al., 2004). A significant increase in the
frequency of NK cell circulation was also shown in patients who developed an acute DF
(Azeredo et al., 2006). In addition, patients with a mild DF have elevated NK cell rates when
compared to those with severe DF (Green et al., 1999). Interestingly however, levels of
circulating MIP-1B are higher in mild acute DF and are associated with higher NK cell
frequencies (Bozza et al., 2008). To characterize the primary NK response to DENV infection
in mice, the phenotype of NK cells in the spleen was assessed by flow cytometric analysis.
Three days after infection, the DENV-infected mice had twice as many NK cells than the
mock-infected mice, and more than 50% of these NK cells expressed the early activation
marker CD69, although only 5-10% of NK cells in the mock-infected animals expressed
CD69 (Shresta et al., 2004). Concomitantly, NK cells from DENV-infected patients display
simultaneously high levels of CD69, HLA-DR and CD38 (Green et al., 1999; Azeredo et al.,
2006). For example, a significant increase in the percentage of CD69 -expressing NK cells
was observed in DENV-infected patients at the early and acute phase of infection (days 1-5
with 29% vs 13%), maintained at days 6—10 (24 vs 18%), but decreased after 11 days (13% vs
5%) (Azeredo et al., 2006). Altogether, these observations support the concept that DENV
infection induces the selection and proliferation of a subset of activated NK cells further

reinforcing their potentially important role during the early stages of the disease.

NK CELL FUNCTION IN THE PROTECTION AGAINST DENV

CYTOKINES PRODUCED BY ACTIVATED NK CELLS

Upon activation, NK cells may produce cytokines that favor the complete elimination of the
disease and the infectious agent during the adaptive response, such as IFN-y, TNF-o, G-CSF,
and GM-CSF, as well as chemokines, such as MIP-1a, MIP-1p and Rantes (Rathakrishnan et
al., 2012) (Figure 1). Numerous investigations have shown that DENV-infected patients
presented significantly elevated levels of IFN-y, G-CSF and GM-CSF (Green et al., 1999;
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Avilo-Aguero et al., 2004; Becquart et al., 2010), whereas other reports suggest that TNF-a
elevation could be associated with disease severity (Azeredo et al., 2001; Restepo et al., 2008).
However, the results were obtained by measuring cytokine levels in sera collected from
DENV-infected patients, and do not reveal which specific cells are activated and involved in
their production. To date, the role played by NK cells in the production of these soluble factors
is unknown. Deeper investigations will be necessary to precisely determine the implication of

the immune-regulation by NK cells during the acute DENV infection.

NK CELL AND THEIR RECEPTORS DURING DENV INFECTION

One of the most prominent functions of NK cells is the capacity to lyse virus-infected cells.
When the balance of inhibitory/activating signals is in favor of activation, the engagement of
activating receptors on the surface of NK cells leads to directed exocytosis of granules
containing perforin and granzymes, which in turn elicit the disruption of the target cell
membrane and/or the activation of apoptosis pathways within the infected cell (Jost and
Altfeld, 2013). It has been shown that activated NK cells are cytotoxic against DENV-infected
cells (Kurane et al., 1984). Furthermore, a marker of cytotoxicity, the granule cytotoxic T cell
intracellular antigen TIA-1, as well as two adhesion molecules, CD44 and CDI11a, both
involved in NK cell migration to various tissues and NK cytotoxicity, have been found to be
significantly elevated on NK cells collected from acutely infected patients (Azeredo et al.,
20006).

Hershkovitz et al. (2009) have demonstrated the existence of a direct protein-protein
interaction between recombinant DENV soluble envelope E protein and NKp44 (but not
NKp30 or NKp46) that could be involved in the triggering of cytolysis (Figure 1). Using West
Nile virus (WNV) like particles (VLPs) and WNV-infected cells, they have shown that E-
NKp44 interaction triggers the secretion of cytotoxic granules contained in NK cells, the lysis
of target cells and the increased production of IFN-y suggesting that flavivirus E proteins
activate NK cytotoxic activity through NKp44 engagement.

Overall our understanding of the mechanisms involved in the cytolysis of target DENV-
infected cells by NK cells is in its infancy. The receptors and signaling pathways essential to
this major function are yet to be clearly identified. Recent investigations focusing on the
various target ligands involved in the cytotoxic response by Beltrdn and Lopez-Verges, under
the Research topic ‘Protective Immune Response to Dengue Virus Infection and Vaccines:

perspectives from the field to the bench" may bring some insight as to these questions

ACTIVATION OF NK CELLS BY ADCC RESPONSES DURING EARLY DENV
INFECTION
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Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) is another known mechanism by
which NK cells recognize and lyse antibody-coated target cells, through the engagement of
antibody binding to the Fc gamma receptor IIIA (CD16) (Campbell and Hasagawa, 2013). In
an in vitro model, Kurane et al (1984) reported that human blood NK cells are cytotoxic
against DENV-infected cells via direct cytolysis but also via ADCC (Figure 1). Indeed,
PBMC collected from a DENV-infected patient successfully lysed DENV-infected cells that
did not express MHC class-I molecules, and lysis of infected cells was significantly increased
upon addition of anti-DENV1 and DENV2 monoclonal antibodies. The addition of sera from
an individual without DENV antibodies did not lead to an increase in lysis of infected cells.
More recently, Garcia et al. (2006) tested acute and convalescent patients’ sera for ADCC
activity, differentiating mild and severe forms of DF. ADCC activity was observed with acute
sera only in cases of DHF/DSS but not DF. However using convalescent sera collected one
year later, all samples induced ADCC activity. This suggests that the development of ADCC
activity during the acute phase of the infection could be associated to the pathological
manifestations of the severe syndrome and that the systematic development of ADCC activity
after a primary infection, in convalescent patients could be associated with the development of
severe forms during a subsequent heterologous DENV infection. However, other studies
suggest a protective role for ADCC against DENV secondary infections. Indeed higher ADCC
activities have been associated with higher plasma neutralizing antibody levels and lower viral
loads during secondary infection but solely if the patient was secondarily infected by DENV3
and not DENV?2 (Laoprasopwattana et al., 2007).

Altogether, this data support a strong implication of ADCC after DENV infection, however
careful investigations are needed to determine its exact contribution both in the viral clearance
during the initial acute phase of this infection and DENV pathogenesis in secondary

infections.

DENYV EVASION OF NK CELLS

Co-existence of viruses and their infected hosts imposes an evolutionary pressure on both the
virus and the host’s immune system. The host has developed an immune system able to attack
viruses and virally infected cells, and viruses have developed an array of immune evasion
mechanisms to escape being killed by the host’s immune system (Orange et al., 2002; Alcami,
2010). A wide variety of viruses have developed mechanisms to evade the NK cell response,
and among these the flaviviruses are known to have developed particularly evolved
mechanisms to escape NK cell mediated lysis. Many viruses evade T-cells recognition by
down-regulating MHC class-I restricted antigen presentation, whereas flaviviruses induce their
cell surface expression. This leaves infected cells less susceptible to NK lysing, MHC class |

molecules being able to effectively engage NK cell inhibitory receptors (Yossef et al., 2012;
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Jost and Altfeld, 2013; Ye et al., 2013). Regarding DENV infection, a number of studies have
demonstrated that DENV replicon expression is sufficient to enhance membrane expression of
MHC class-I inducing a reduced susceptibility to NK lysis (Yossef et al., 2012; Hershkovitz et
al., 2008). The way by which DENV induces MHC class-I up-regulation on the surface of
infected cells has been associated with an activation of NF-kB, independently of IFN and
without an increased synthesis of MHC class-I molecules (King and Kesson, 2003). The exact
mechanism(s) and especially the viral components involved are still obscure yet several
hypotheses were proposed. The upregulation of MHC class I expression could be the result of:
(i) an increase in the supply of peptides to the endoplasmic reticulum mediated by the
transporter associated with antigen processing (TAP) (Momburg et al., 2001) (ii) the
expression of DENV non-structural protein(s) and/or viral RNA replication (Hershkovitz et
al., 2008) and (iii) the accumulation of uncleaved C-prM protein during viral assembly
(Lobigs and Lee, 2004).

The major biological consequence of DENV-induced MHC class-I increase is a profound
reduction of NK cell lysis as shown in in vitro cytotoxicity assays (Hershkovitz et al., 2008;
Kurane et al., 1984). Moreover, an aggregation of MHC class-I molecules at the surface of
infected cells seems to lead to increased affinity with NK-cell inhibitory receptors
(Hershkovitz et al., 2008). Given that the kinetics of DENV viremia coincide with the peak
of NK cell response, the modulation of MHC class-I expression may have physiological
relevance in counteracting host NK cell defense. It is likely that there is a complex balance
between DENV-induced activation of NK cells and subversion of NK killing by DENV-
induced MHC class-1 expression on infected cells. An additional component to take into
account is the genetic background of the host since KIRs/HLA molecules combinations play
a crucial role in the strength of NK cell inhibitory function (Ahlenstiel et al., 2008), and this
could clearly play important role on DENV infection susceptibility, protection and severity.
These viral escape mechanisms certainly reflect evolutionary pressure exerted by the host
immune response on the pathogen but also highlight the importance of NK cells in the defense

against DENV infection.

CONCLUSION

Overall, several lines of evidence converge to suggest that NK cells are activated early during
an acute DENV infection, and produce major cytokines, such as IFN-y, which participate in
the control of the viral replication while promoting the development of an efficient adaptive
immune response. In the future it will be interesting to determine if and how DENV leaves an
imprint on the NK receptor repertoire possibly favoring cells with a strong cytolytic potential,
as previously shown, by us and other groups, with several other viruses, including

Chikungunya virus, which is yet an other arborvirus (Petitdemange et al., 2011). Numerous
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studies have also shown that DENV increases MHC class-I and adhesion molecule expression,
allowing the virus to escape NK-cell lysis. Whilst underlining the importance of NK cells in
DENYV infection, these observations must be interpreted with great caution. Due to the lack of
extensive phenotypic and functional studies in DENV-infected patients, we cannot conclude in
favor of a beneficial or a deleterious role of the NK cells in the control and/or the evolution of
the disease. Future studies based on the depletion of NK cells in a relevant animal model for

DENYV infection, will be able to unravel this fascinating topic.
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Figure 1. Overview of the suggested NK-cell features after acute and primary DENV

infection.
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