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il

RESUME EN FRANCAIS

Le virus de I’hépatite murine de type 3 (MHV3) est un excellent modele animal
pour I’é¢tude des différents désordres immunologiques lors d’infections virales.
L’hépatite aigué fulminante induite par ce virus chez la souris susceptible C57BL/6 se
caractérise par la présence de plusieurs foyers nécrotiques et inflammatoires dans le foie
associée a une immunodéficience en lymphocytes B et T, tuant les souris entre 3 et 5
jours post-infection. L’évolution rapide de cette maladie virale suggére un
débalancement dans les mécanismes de I’immunité naturelle sous le contrdle des cellules
NK et NK-T et un bris de 1’équilibre entre la tolérance hépatique et la réponse
inflammatoire. Afin d’¢lucider les roles respectifs des différents mécanismes de la
défense innée impliqués dans le développement de I’hépatite aigué€, des infections in
vivo ont été réalisées chez des souris C57BL/6 avec la souche pathogéne L2-MHV3 ou
avec des variants du virus MHV3. Ces derniers possédent des tropismes différents pour
les cellules endothéliales sinusoidales hépatiques et les cellules de Kupffer, tels que les
virus faiblement atténué 51.6-MHV3, fortement atténué¢ CL12-MHV3 et non pathogene
YAC-MHV3. Ces études in vivo ont montré une diminution des cellules NK spléniques
et myéloides suite a une infection avec le virus MHV3. Cette chute en cellules NK
spléniques refléte un recrutement de ces cellules au niveau du foie. Par contre, les
cellules NK se sont avérées permissives a la réplication virale entrainant un processus
d’apoptose suite a la formation de syncétia induits par le virus. Les niveaux de
recrutement et d’apoptose des cellules NK et NK-T dans le foie reflétent la pathogénicité
des variants MHV3 durant les trois premiers jours de I’infection virale bien que les
cellules NK recrutées au niveau du foie maintiennent leur activité cytotoxique. L’ajout
des IL-12 et IL-18, qui sont normalement diminués lors de 1’hépatite aigu€, provoque
une production synergique d’IFN-y par les cellules NK, résultant d’une interaction entre
’activation de la voie p38 MAPK et la réplication virale. Par ailleurs, le récepteur viral
CEACAMIla (carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1a) serait essentiel a
cette synergie, mais exercerait aussi une action inhibitrice dans la production de I'IFN-y.
D’autre part, les niveaux de production des cytokines immunosuppressives IL-10, TGF-
B et PGE,, impliquées dans la tolérance hépatique et particulierement produites par les
cellules de Kupffer et les cellules endothéliales sinusoidales, sont en relation inverse
avec le degré de pathogénicité¢ des variants du virus MHV3. Finalement, le virus
pathogéne L2-MHV3 déclenche la production de cytokines inflammatoires par les
macrophages, tels que I'IL-6 et le TNF-o. L’induction de ces cytokines par les
macrophages serait indépendante de la présence de la molécule CEACAMIa. Cette
stimulation est plutdt reliée a la fixation des particules virales sur des récepteurs TLR2,
en association avec les régions riches en héparanes sulfates. Tous ces résultats mettent
en évidence de nouveaux mécanismes par lesquels le virus MHV3 peut diminuer
I’efficacité des mécanismes de I’immunité naturelle sous le contrdle des cellules NK et
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NK-T intrahépatiques, suite a une stimulation de I’inflammation résultant du bris de la
tolérance hépatique.

MOTS CLES : Hépatite aigué, virus MHV3, cellules NK et NK-T, cellules de Kupffer,

cellules endothéliales hépatiques, IFN-y, inflammation, CEACAMIa, récepteurs Toll-
like, cytokines.



RESUME EN ANGLAIS

Mouse hepatitis virus type 3 (MHV3) is an excellent model to study
immunological disorders related to viral infections. The fulminant acute hepatitis
induced in susceptible C57BL/6 mice is characterized by the presence of necrotic and
inflammatory foci in the liver associated with B and T cell immunodeficiencies leading
to the death of the animals in 3 to 5 days post-infection. The fulminance of this viral
infection suggests a deficiency in the natural immunity mechanisms under control of NK
and NK-T cells and an imbalance between the hepatic tolerance and the inflammatory
responses. To understand the different mechanisms involved in the acute hepatitis, in
vivo infections have been done in C57BL/6 mice with either the pathogenic L2-MHV3,
or with its attenuated variants: the weak attenuated 51.6-MHV3, the highly attenuated
CL12-MHV3 or the non-pathogenic YAC-MHV3 viruses, possessing different tropisms
for liver sinusoidal endothelial cells and Kupffer cells. The results demonstrate that
splenic and myeloid NK cells are impaired during a MHV3 infection. This impairment is
due to a recruitment of these cells in the liver and a virus-induced apoptotic
phenomenon. The recruitment and the subsequent apoptosis of NK and NK-T cells
during the first three days of infection are in relation with the pathogenicity of the
MHV3 variants. In spite of the fact that hepatic recruited NK cells are still cytotoxic,
these cells undergo apoptosis due to viral replication via the formation of syncytia.
Addition of IL-12 and IL-18, which are impaired during the acute hepatitis, promote a
synergistic IFN-y production by NK cells depending of both the p38 MAPK pathway
and the viral replication. Moreover, the specific viral receptor CEACAMIla
(carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule 1a) is essential for this response but
also exerts an inhibitory action. Levels of the immunosuppressive cytokines IL-10, TGF-
B and PGE,, mainly produced by Kupffer cells and sinusoidal endothelial cells, and
implicated in the natural hepatic tolerance, are in inverse correlation with the
pathogenicity of the MHV3 variants. Finally, viral infection promotes the secretion of
IL-6 and TNF-o by macrophages, triggered by the fixation of viral particules to TLR2
and heparan sulfate receptors rather than the engagement of CEACAMIa receptor and
viral replication. In conclusion, our results suggest new mechanisms by which the
MHV3 virus disturbs the innate immunity under control of NK and NK-T cells, as well
as the cytokines involved in the hepatic tolerance to the detriment of the inflammatory
response.

KEY WORDS : Acute hepatitis, MHV3 virus, NK and NK-T cells, Kupffer cells, liver
endothelial sinusoidal cells, IFN-y, inflammation, CEACAMI1a, Toll-like receptors,
cytokines.
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1- INTRODUCTION



L’hépatite est une atteinte inflammatoire du foie ayant plusieurs causes dont
certains virus hépatotropes. Cependant, les mécanismes par lesquels 1’infection virale
entraine des désordres inflammatoires dans un environnement hépatique normalement
immunotolérant ne sont pas clairement ¢lucidés. Par conséquent, I'utilisation d’un
modele murin d’infection virale, telle que celui induit par le virus de I’hépatite murine
de type 3 (MHV3), devient un outil important dans la compréhension des mécanismes
favorisant, dans les premiers jours d’infection, I’établissement d’une hépatite. Le virus
pathogéne L2-MHV3 induit une hépatite fulminante chez la souris susceptible C57BL/6

causant sa mort dans les 3 a 5 jours suivant ’infection.

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a identifier les
mécanismes impliqués dans les déficits fonctionnels des cellules NK myéloides et
intrahépatiques apparaissant durant les premiers jours de I’infection par le virus MHV3,
de méme que les mécanismes d’établissement des réponses inflammatoires et de bris de
tolérance induits lors de ’hépatite fulminante. Au cours de cette thése, il sera démontré
que le virus MHV3 entraine un recrutement de cellules NK cytotoxiques dans le foie des
souris infectées et provoque leur apoptose et un dysfonctionnement dans leur capacité a
produire convenablement de I'IFN-y. De plus, plusieurs mécanismes par lesquels la
réponse inflammatoire est fortement induite lors de I’infection par le virus MHV3 seront
identifiés. L’importance de la permissivité des cellules hépatiques a I’infection virale
dans le maintien de 1’équilibre entre I’inflammation et la tolérance immunitaire

hépatique sera analysée en fonction du niveau de pathogénicité virale.

La revue de littérature sera orientée vers la structure et la réplication des
coronavirus, les différentes propriétés des variants de pathogénicité du virus MHV3, de
méme que les mécanismes immunopathologiques et d’immunodéficiences qu’ils
induisent. La structure et les fonctions du récepteur spécifique au virus MHV3, la
molécule CEACAMIla, seront également approfondies. L’emphase sera mise sur
I’importance des différentes cellules hépatiques, notamment les cellules NK et NK-T, et
leur implication dans I’induction des réponses d’immunotolérance et d’inflammation.
Fort de ces informations, nos hypothéses de travail seront présentées et démontrées sous

la forme de quatre articles.



Ainsi, la section résultats sera divisée en quatre parties, chacune correspondant a
un article scientifique. Le premier article s’intitulant «Murine viral hepatitis involves
NK cell depletion associated with virus-induced apoptosis», publié en 2004 dans
Clinical and Experimental Immunology démontre que les virus pathogene L2-MHV3 et
non pathogéne YAC-MHV3 entrainent in vivo une diminution des cellules NK suite a
leur permissivité virale. Le deuxiéme article s’intitulant «Intrahepatic endothelial and
Kupfter cells involved in immunosuppressive cytokines and NK/NK-T cell disorders in
the viral acute hepatitis» publi¢ en 2008 dans la revue Clinical and Experimental
Immunology, montre que la susceptibilité des cellules de Kupffer et des cellules
endothéliales sinusoidales influence le recrutement et I’apoptose des cellules NK et NK-
T de méme que le maintien de la tolérance immunitaire hépatique gérée par les
cytokines IL-10, TGF-B et la PGE,. Le troisiéme article s’intitulant «A synergistic
interferon-y production is induced by mouse hepatitis virus in IL-12/IL-18-activated NK
cells and modulated by CEACAMI1a receptor» est en soumission dans la revue Journal
of Leukocyte Biology et met en évidence le fait que la présence des IL-12 et IL-18 est
essentielle afin de permettre une production synergique d’IFN-y par les cellules NK
my¢éloides, normalement recrutées au niveau du foie lors de I’hépatite aigu€¢ induite par
le virus pathogene L2-MHV3. La molécule CEACAMIla de méme que la voie p38
MAPK  permettrait  cette  induction  synergique. Le  dernier article
s’intitulant «Macrophage IL-6 and TNF-o are induced by coronavirus fixation to
TLR2/heparan sulfate receptors but not CEACAM lay», récemment accepté dans la revue
Immunology, révéle que la réponse inflammatoire induite par le virus pathogeéne L2-
MHV3 ne dépend pas de la molécule CEACAMIa, mais plutét de I’activation du
récepteur TLR2 dans des régions riches en héparanes sulfates suite a la fixation de la

protéine virale S.

Une discussion générale établissant les liens entre les résultats présentés dans les
différents articles, concernant I’immunité naturelle médiée par les cellules NK et les

mécanismes inflammatoires et de tolérance immunitaire, terminera cette theése.



2- REVUE DE LITTERATURE



2.1- L’hépatite virale

Naturellement, le foie a comme fonction le métabolisme des acides aminés, des
acides gras, des lipoprotéines, des hydrates de carbone, des protéines plasmiques et des
vitamines. De plus, les cellules hépatiques doivent €tre en mesure d’éliminer les produits
toxiques présents dans 1’organisme (Knolle et Gerken, 2000). L’hépatite est une
inflammation du foie causée par plusieurs facteurs différents dont les médicaments,
I’alcool, ou encore des micro-organismes pathogenes et est associée a ’atteinte des
défenses immunitaires innées et/ou adaptatives. Le foie est un organe privilégi¢ au
niveau immunitaire dans la mesure ou il maintient normalement un état de tolérance
immunitaire, mais il peut également supporter une réponse inflammatoire. La nécessité
d’un phénomene de tolérance hépatique est expliquée par la présence continue des
antigénes alimentaires et bactériens provenant du systeme digestif (Crispe, 2003).
Cependant, le foie doit garder sa capacité a répondre convenablement & des micro-
organismes pathogénes, afin d’éviter 1’établissement d’une infection aigué€ ou chronique.
Cet état de tolérance ne doit pas empécher une réponse adéquate des cellules
immunitaires hépatiques résidentes telles que les lymphocytes B et T, les cellules NK
(natural killer) et NK-T de méme que des LSEC (cellule endothéliale sinusoidale
hépatique), KC (cellule de Kupffer) et hépatocytes advenant ’arrivée d’un pathogéne
(Knolle et Gerken, 2000; Crispe, 2003).

Chez I’humain, six différents virus causant des hépatites ont été identifiés soient
les virus de I’hépatite A (HAV), B (HBV), C (HCV), D (HDV), E (HEV) et G (HGV).
Les virus HAV et HEV sont transmis par la voie fécale-orale et provoquent des hépatites
aigués alors que les virus HBV, HCV et HDV sont transmis par les liquides biologiques
et provoquent des hépatites aigués et/ou chroniques. Cependant, les signes cliniques et la
pathologie reliés a I’'infection par le HGV ne sont pas encore bien définis (Gillerist,

1999).

Le HAV appartient a la famille des Picornaviridae et possede un ARN simple
brin (ARNsb) de polarité positive. Il s’agit d’une particule sphérique de 27 a 28 nm de

diamétre et non enveloppée. Une infection par le HAV peut étre asymptomatique ou



conduire a une hépatite aigué de sévérité plus ou moins importante (Gillcrist, 1999). La
transmission du HAV est essentiellement fécale-orale, donc liée a 1’absorption
d’aliments ou de boissons contaminés, alors que la transmission verticale est tres rare

(Ranger-Rogez et al., 2002).

Le HBV est une particule virale enveloppée de 42 nm de diamétre appartenant a
la famille des Hepadnaviridae. 11 existe 6 génotypes de ce virus et son génome est
composé¢ d’un ADN double brin (ADNdb) partiel et circulaire (London et Evans, 1996;
Ranger-Rogez et al., 2002). Le virus de I’hépatite B est retrouvé dans la plupart des
liquides biologiques et la transmission s’effectue donc par voie sexuelle, sanguine ou

mere-enfant (Cadranel ef al., 1999).

Le HCV est un virus enveloppé de 40 a 50 nm de diametre et a ARNsb de
polarité positive. Le virus de 1’hépatite C appartient a la famille des Flaviviridae et 6
génotypes différents sont actuellement connus (London et Evans, 1996; Sharara et al.,
1996). La transmission de ce virus s’effectue principalement par la voie sanguine et

rarement par les voies sexuelles ou périnatales (Ranger-Rogez et al., 2002).

Le HDV est un virus dit satellite, de 35 a 40 nm de diamétre et possédant un
ARNSsb de polarité négative (Polish et al., 1993). Cependant, le virus de 1’hépatite D a la
particularité d’étre un virus défectif. En effet, sa réplication dans les hépatocytes et son
infectivité dépendent entiérement de 1’enveloppe du HBV (Rizzetto, 1983). Les voies de
transmission du HDV sont les mémes que celles du HBV et une co-infection HBV/HDV
augmenterait les risques d’hépatite aigué sévere, voire fulminante (Ranger-Rogez et al.,

2002).

Le HEV possede des caractéristiques similaires a la famille des Caliciviridae,
quoiqu’il soit non classifi¢ officiellement, et est compos¢ d’un ARNsb de polarité
positive. Il s’agit d’un virus a capside icosaédrique de 27 a 34 nm de diamétre et non
enveloppé (Mast et Krawczynski, 1996). Le virus de I’hépatite E présente une grande
variabilité antigénique. Effectivement, plus de 8 génotypes sont actuellement connus

(Ranger-Rogez et al., 2002). Tout comme le HAV, sa transmission s’effectue de fagcon



fécale-orale via de I’eau contaminée et rarement par contact direct avec des individus

atteints (Gillerist, 1999; Ranger-Rogez et al., 2002).

Concernant le HGV, il s’agirait d’un virus enveloppé, a ARNsb de polarité
positive appartenant a la famille des Flaviviridae (Cheung et al., 1997). Les modes de
transmission du HGV ne sont pas encore connus (Gillcrist, 1999) et certaines études
démontreraient la non pathogénicité de ce virus, puisqu’il n’y a pas apparition d’hépatite
aigu€ ou chronique de facon évidente chez les patients infectés (Cheung et al., 1997;

Cheung et Keefte, 1997; Alter et al., 1997).

2.1.1- Nature et roles des différents types de cellules hépatiques

Le foie est constitué¢ de plusieurs types cellulaires (Figure 1) pouvant favoriser un
état de tolérance immunitaire ou induire des réponses inflammatoires. L’implication et
I’action des hépatocytes, des KC, des LSEC et des cellules dendritiques sur les cellules
lymphoides résidentes ou recrutées via la veine porte, telles que les lymphocytes B, les

lymphocytes T et les cellules NK, déterminent I’état immunologique du foie.
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Figure 1. Modele de la structure cellulaire du foie (Fainboim et al., 2007)

(HSC, hepatic stellate cell [Ito]; KC, Kupffer cell; DC, dendritic cell; NK, natural killer

cell; LSEC, liver sinusoidal endothelial cell)

2.1.1.1- Hépatocvtes et cellules de Ito

Les hépatocytes sont des cellules parenchymateuses qui constituent pres du deux-
tiers des cellules totales du foie. Ces cellules ont la particularité de posséder un ou
plusieurs noyaux et des microvillosités pouvant permettre I’adhérence des lymphocytes
(Fainboim et al., 2007). Les hépatocytes assurent plusieurs fonctions métaboliques dont
la synthése du glycogéne (Tosh et Agius, 1995), la néoglucogenése (Verne et Hebert,
1964), la dégradation de 1'hémoglobine (Beaumont et Canonne-Hergaux, 2005), la
formation de la bile (Shibahara et al., 2002) et la transformation de nombreuses
substances toxiques comme l'alcool (Gheorghiu et al., 2004). De plus, les hépatocytes
peuvent présenter des antigénes aux cellules T infiltrées dans le foie ou encore permettre

une activation des cellules NK-T via I’expression a leur surface de la molécule CD1



(Racanelli et Rehermann, 2006). Les hépatocytes seraient également en mesure d’activer
les cellules T CD8" naives sans toutefois favoriser leur survie (Bertolino et al., 1998).

Cependant, leur role dans I’induction d’une réponse immunitaire primaire reste mal
9

défini.

Les cellules de Ito, ou cellules stellaires, sont de nature non parenchymateuse et
sont localisées entre les LSEC et les hépatocytes (Senoo, 2004). Ces cellules permettent
I’accumulation de dérivés rétinoiques, tels que la vitamine A et ses métabolites dans leur
cytoplasme (Matano et al., 1999). Lors d’une pathologie, telle que la cirrhose hépatique,
la morphologie des cellules de Ito est modifiée vers une forme étoilée. Ces cellules
perdent leurs composés rétinoiques, proliférent et se mettent a sécréter de grandes
quantités de matrice extracellulaire, dont du collagéne, des glycoprotéines et du

protéoglycane, causant ainsi une fibrose hépatique. (Majno, 1979).

2.1.1.2- Les cellules de Kupffer (KC)

Les cellules de Kupffer sont des monocytes résidents du foie et retrouvés
principalement dans les sinusoides hépatiques, mais qui peuvent également entrer en
contact avec les hépatocytes. Les KC sont mobiles et posseédent une activité
phagocytique trés élevée pour les micro-organismes (Filice, 1988; Ruggiero et al., 1977)
et les cellules apoptotiques (Shi et al., 1996). Elles permettent d’influencer les fonctions
des autres cellules hépatiques, telles que les cellules de Ito, les hépatocytes et les LSEC.
Trois fonctions générales ont été attribuées aux KC, 1’élimination des endotoxines
bactériennes présentes normalement dans le sang apporté par la veine porte, la

production de médiateurs solubles et la présentation d’antigénes (Knolle et al., 1995).

Les récepteurs Toll-like (TLR) exprimés a la surface des KC semblent tres
importants dans le développement de différentes pathologies ou infections. Il a été
démontré que le traitement des rates par le nafamostat mésilate, un inhibiteur de
protéases, protégeait contre 1’hépatotoxicité induite par le lipopolysaccharide (LPS), en
diminuant 1’expression des molécules CD14 et TLR4 a la surface des KC. Ainsi, il en

résultait une diminution des niveaux de TNF-o (tumor necrosis factor a), d’interleukine
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(IL)-1B et d’interféron (IFN)-y intrahépatiques (Miyaso et al., 2006). Lors d’une
induction d’un traumatisme hémorragique chez la souris, il a été observé que les KC
activaient différentes voies MAPK (mitogen-activated protein kinase) et que la
production sélective de chimiokines et de cytokines inflammatoires, telles que les IL-6,
TNF-a et MCP-1 (macrophage chemoattractant protein-1). Cette production était en fait
régulée via I’activation des TLR2, TLR4 et TLR9 (Thobe et al., 2007), mais le récepteur
TLR4 semblait étre le plus critique dans 1’établissement de la réponse inflammatoire
suivant le traumatisme hémorragique (Frink et al., 2007). Dans le cas d’une stéato-
hépatite non-alcoolique, il a été démontré que la molécule TLR4 exprimée a la surface
des KC jouait un role important dans cette pathologie (Rivera et al., 2007). Dans le cas
des hépatites virales humaines, il a été observé que I'I[FN-y, les endotoxines (via le
TLR4) de méme que la protéine « core » du HCV (via le TLR2) pouvaient maintenir une
activation continue des monocytes/macrophages, favorisant une inflammation
persistante chez les patients chroniquement infectés (Dolganiuc et al., 2007). De méme,
il a été démontré que le systéme immunitaire inné, par les TLRs exprimés a la surface
des KC, pouvait potentiellement controler la réplication du HBV via la libération des

interférons de types o et B (Isogawa et al., 2005; Wu et al., 2007).

2.1.1.3- Les cellules dendritiques (DC) hépatiques

Bien que les cellules de Kupffer soient un bon systéme de détection des antigénes
étrangers, les cellules dendritiques (DC) hépatiques sont considérées comme des cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) professionnelles qui patrouillent le foie (Crispe, 2003).
Lors de leur passage dans les sinusoides hépatiques, les cellules dendritiques vont
interagir avec les KC via des asialoglycoprotéines afin de faciliter les présentations
antigéniques croisées menant a une meilleure induction du systéme immunitaire contre
des pathogénes (Uwatoku et al., 2001; Higashi et al., 2002). Cependant, les DC
hépatiques sont majoritairement immatures et expriment peu de molécules de co-
stimulation et de CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) a leur surface permettant

une activation adéquate des cellules T (Lau et Thomson, 2003). De plus, il est proposé
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que les DC hépatiques, au contraire des KC et LSEC, n’expriment pas d’activité
phagocytaire importante. Seulement les DC hépatiques résidentes exprimant la molécule

CD8a seraient phagocytaires (Lau et Thomson, 2003).

2.1.1.4- Les cellules endothéliales sinusoidales (LSEC)

Les cellules endothéliales sinusoidales ont la caractéristique d’étre fenestrées, ce
qui permet la diffusion de lipoprotéines et de macromolécules du sang vers les
hépatocytes (Masopust et al., 2001). Il est a noter qu’une diminution de la fenestration
des LSEC occasionne une chute des fonctions métaboliques des hépatocytes, pouvant
causer subséquemment des perturbations hépatiques (Lamireau et al., 2002). Les LSEC
expriment aussi des molécules leur permettant de reconnaitre ou de présenter des
antigenes, telles que les récepteurs au mannose, les marqueurs CD40, CD80 et CD86
(Lohse et al., 1996). Malgré le fait que les LSEC peuvent présenter des antigénes a des
cellules T CD4" et CD8", la conséquence d’une telle activation est plus souvent
qu’autrement une induction de tolérance (Knolle et al., 1999a; Limmer et al., 2000).
Ainsi, il a été observé que les LSEC humaines n’exprimaient normalement pas les
molécules de co-stimulation CD80 et CD86 de fagon constitutive, rendant inadéquate
I’activation des cellules T. Cependant, leur expression serait stimulée lors d une réponse
inflammatoire (Leifeld er al., 1999). Lorsque les LSEC étaient mises en présence de
concentrations physiologiques de LPS, I’expression des molécules CMH-II, CD80 et
CD86 diminuait alors qu’une défectuosité dans le mécanisme de I’apprétement des
antigenes dans les endosomes de ces cellules était mis en évidence. Tous ces
mécanismes présents dans le micro-environnement hépatique concourent a une réduction
de la réponse immune spécifique a un antigéne chez la population de lymphocytes T
CD4" (Knolle et al., 1999b). D’autres études ont également montré que la stimulation
répétée des LSEC, suite a la fixation du LPS aux récepteurs TLR4/CD14, induisait
I’apparition d’un état de tolérance chez ces cellules. Ceci résulterait de la diminution de

la localisation du NF-xB (nuclear factor-kappa B) dans le noyau, provoquant une
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diminution de I’expression des molécules CD54 et CD106 et contrecarrant ainsi

I’adhérence subséquente des leucocytes (Uhrig et al., 2005).

2.1.1.5- Les cellules T régulatrices

Les cellules T régulatrices (Tg) sont caractérisées par la co-expression des
molécules CD4 et CD25 (récepteur a I'IL-2), mais surtout par I’expression de la
molécule FoxP3 (forkhead box P3) (Fontenot et al., 2003). Les Ty, exercent un rdle
central dans le maintien de la tolérance immunitaire puisque leur élimination in vivo
entraine I’apparition de plusieurs maladies auto-immunitaires ou aggrave celles induites
par des pathogenes (Sakaguchi et al., 2001; Bolacchi et al., 2006). Les Ty, naturels
(CD4'CD25 FoxP3 " CTLA4 " GITR") seraient originaires du thymus (Jordan et al., 2001;
Bluestone et Abbas, 2003), mais auraient une capacité de prolifération réduite suite a
une activation polyclonale ou a une activation par un antigeéne spécifique (Jonuleit et al.,
2002; Vigouroux et al., 2004). Au contraire, les Ty, dits adaptatifs seraient induits dans
les tissus périphériques, notamment par I’IL-10, et présenteraient des niveaux variables
du marqueur CD25 (Bluestone et Abbas, 2003). Les T, sont en mesure d’inhiber
I’activation des cellules T CD4°CD25" et des cellules T CDS" ainsi que leur production
d’IL-2 subséquente (Thornton et Shevach, 1998). Pour les Ty naturels, I’inhibition de
I’IL-2 résulterait principalement de I’interaction cellule-cellule impliquant les molécules
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4) et CD45RO (Jonuleit et al, 2002;
Vigouroux et al., 2004; Erhardt et al., 2007). A 1’opposé, les T, adaptatifs exerceraient
essenticllement leur action inhibitrice via la  sécrétion de médiateurs
immunosuppresseurs dont 1’IL-10, I’'TL-35 et le TGF- (tumor growth factor ) (Weiner
et al., 1994; Powrie, 1995; Harber et al., 2000; Vignali et al., 2008). Plus précisément, il
est rapporté que les cellules T régulatrices 1 (Trl) produiraient de I’'[L-10 alors que les
cellules T helper 3 (Th3) seraient responsables de la sécrétion de TGF- (Vignali et al.,
2008). Il est a noter que la cellule T régulatrice productrice d’IL-35 n’a pas été

clairement définie.
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2.1.2- La tolérance hépatique

La tolérance hépatique est un phénomene impliquant les KC, les LSEC et les DC,
de méme que certaines cytokines dites immunosuppressives telles que les IL-4, IL-10,
TGF-B et la prostaglandine E2 (PGE,). Cette tolérance hépatique permet au foie
d’exercer ses fonctions au sein de I’organisme, mais ne doit toutefois pas empécher
I’établissement d’une réponse immunitaire lors d’une infection bactérienne ou virale.
Dans le cas d’une infection par les virus HBV ou HCV, les cellules NK, les lymphocytes
B, les lymphocytes T CD4" et les lymphoytes T CD8" doivent étre en mesure d’exercer
leurs roles antiviraux et inflammatoires. Cependant, la réponse inflammatoire induite
lors de I’infection doit étre controlée par la tolérance présente dans le foie. L’équilibre
entre cette tolérance immunitaire et la réponse inflammatoire pourrait déterminer en

partie la gravité et la chronicité de I’infection (Holz et al., 2008) (Figure 2).
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Figure 2. Résumé général de la réaction immunitaire hépatique lors d’une infection par

les virus de I’hépatite humaine (Fainboim et al., 2007)

Les KC peuvent activer ou inhiber les cellules T. En effet, des études in vitro ont
démontré que la synthése d’oxyde nitrique (NO) par ces cellules pouvait supprimer
’activation des cellules T (Roland ef al., 1994) alors qu’elles peuvent aussi agir a titre
de CPA classiques favorisant la prolifération des cellules T et la synthése de cytokines
(Rogoff et Lipsky, 1980). Lors d’études in vivo, il a été démontré que la tolérance

immunitaire hépatique suite a I’injection de cellules T alloréactives dans la veine porte
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¢tait sous le controle des KC, puisque 1’élimination de ces cellules par le chlorure de
gadolinium, toxique pour les KC, empéchait cet état de tolérance (Roland ef al., 1993;

Yu et al., 1994).

Suite & une stimulation par le LPS, par contre, les KC humaines sont en mesure
de sécréter de I'IL-10 afin de diminuer la production des IL-6 et TNF-o et ainsi éviter le
développement d’une réponse inflammatoire dans le foie (Knolle et al., 1995). L’IL-10
produite par les KC et les Ty, semble également trés importante dans la tolérance contre

I’hépatite aigué induite chez la souris par la concanavaline A (ConA) (Erhardt et al.,

2007).

L’incapacité des LSEC intrahépatiques a activer convenablement les cellules T
CD4" et CD8" serait en partie due & la présence constante de I'IL-10 et de la PGE,. Ces
cytokines produites autant par les LSEC que les KC en présence de LPS induiraient une
diminution des récepteurs au mannose et de I’expression des molécules de co-
stimulation CD80, CD86 et CMH-II (Knolle et al., 1998). L’absence des molécules de
co-stimulation a la surface des LSEC serait un élément majeur dans I’induction de la

tolérance des cellules T recrutées au niveau du foie.

Le TGF-B exprimé par les LSEC et KC sous des conditions physiologiques
normales aurait également une action immunosuppressive (Lohse et al., 1996). Bien que
cette cytokine ne soit pas directement impliquée dans I’activation des cellules T CD4",
elle pourrait avoir un role dans la différenciation de ces cellules T lors de leur interaction

avec les LSEC et leur entrée subséquente dans le foie (Bissell e al., 1995).

Les fonctions des DC hépatiques ménent a une activation efficace des cellules T
ou encore a I’induction d’une tolérance chez ces cellules. La balance entre I’induction
d’une réponse immune ou d’un phénomeéne de tolérance se situerait dans la capacité des

DC a produire soit de I'IL-12 ou de I'[L-10 respectivement (Crispe, 2003).

La tolérance induite chez les populations cellulaires T CD4" et CD8" via les
LSEC explique en majeure partie la caractéristique immunosuppressive du foie. Méme

si les cellules T étaient en mesure d’étre activées par les LSEC, elles se mettraient a
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proliférer, mais ne pourraient pas sécréter de I'IL-2, de I'IFN-y ou encore d’étre
cytotoxiques. Au contraire, les cellules T intrahépatiques se différencieraient plutot vers
un ¢état anti-inflammatoire en favorisant la sécrétion des IL-4 et IL-10 (Knolle et al.,
1999a). La synthése d’IL-10 par les cellules T affecterait alors les DC au niveau de
I’expression de leurs récepteurs aux chimiokines. De fagon plus spécifique, I'IL-10
augmenterait ’expression du CCRS5 (chemokine (C-C motif) receptor 5), et diminuerait
I’expression du CCR7 a la surface des DC, les rendant ainsi inaptes au recrutement

d’autres leucocytes (D’ Amico et al., 2000; Takayama et al., 2001).

Il a aussi été démontré que la présence de I'IL-10 et du TGF-J3 déterminerait le
niveau d’inhibition de I'IFN-y sécrété par les cellules T et NK. En effet, le TGF-
interférerait directement avec les cellules productrices d’IFN-y activées au préalable par
les IL-12 et IL-18. Au contraire, I’inhibition induite par I’IL-10 sur la production d’IFN-

vy serait indirecte et nécessiterait la présence de monocytes (Schroder et al., 2003).

2.1.3- Les observations pathologiques de I’hépatite

L’hépatite est une inflammation du foie qui résulte de plusieurs causes distinctes,
dont les infections virales, les médicaments ou I’alcool. Les signes cliniques des
atteintes hépatiques sont reliés a des fonctions hépatocellulaires compromises. L’examen
histopathologique du foie, lors d’hépatite, peut révéler des infiltrations de lymphocytes
dans les sinusoides hépatiques, I’accumulation de gras dans les hépatocytes (stéatose
hépatique), des 1ésions vasculaires ou une cholestase (Smith et al., 1972; Badizadegan et
al., 1998; Fraser et al., 2000). L’apparition excessive de nodules lymphatiques, de
centres germinatifs ou de macrophages pigmentés (indiquant I’ingestion d’hépatocytes
nécrotiques) sont d’autres éléments reliés a une hépatite (Badizadegan et al., 1998).
L’hépatite chronique est généralement associ¢e a 1’apparition d’une fibrose, qui consiste
en l’accumulation progressive et excessive d'une matrice extracellulaire
tridimensionnelle composée de glycoprotéines (fibronectine, laminine, ténascine), de
molécules protéiques (collageéne, élastine) et de protéoglycanes (Guttierrez-Reyes et al.,

2007). La matrice extracellulaire peut étre synthétisée par plusieurs types cellulaires
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dont les cellules endothéliales, les cellules épithéliales des canaux biliaires, les
hépatocytes et principalement, les cellules de Ito (Abdel-Aziz ef al., 1991; Bhunchet et
Wake, 1992; Friedman, 1993). La fibrose peut étre associée a la formation de nodules
régénératifs avec ou sans hyperplasie du canal biliaire. Elle peut également entrainer une
cholestase, une hypertension portale et/ou une diminution du débit sanguin hépatique

(Fraser et al., 2000).

Certaines enzymes sériques peuvent étre testées afin de mettre en évidence des
modifications irréversibles ou réversibles des fonctions hépatiques. L’alanine
aminotransférase (ALT), 'aspartate aminotransférase (AST), la sorbitol déhydrogénase
et l'arginase peuvent indiquer une induction enzymatique, des altérations de la
perméabilité membranaire ou une nécrose hépatocellulaire. D’autres tests peuvent étre
utilisés afin de vérifier I’intégrité des fonctions hépatiques dont 1) la capacité¢ de
métaboliser des protéines, des lipides, des hydrates de carbone, de I’acide urique et de
I’ammoniac; 2) la clairance plasmatique des anions organiques tels que les acides

biliaires et la bilirubine et 3) I’évaluation du débit sanguin (Fraser et al., 2000).

2.1.4- La réaction inflammatoire hépatique

2.1.4.1- L’ hépatite B humaine

Que ce soit par une action directe du virus HBV ou par une activation indirecte
des cellules lymphocytaires ou des CPA, I'infection par le HBV ameéne les cellules NK
hépatiques a exercer leurs fonctions antivirales. De plus, les cellules NK peuvent activer
d’autres types cellulaires et augmenter les mécanismes de défense immunitaire (Chen et
al., 2005a). En plus de leur activité cytotoxique, les cellules NK produisent de 'TFN-y et
du TNF-a. L’IFN-y permet une réduction du nombre d’hépatocytes infectés tout en
augmentant I’expression de la molécule de CMH-I, favorisant ainsi la reconnaissance
des cellules infectées par les cellules T cytotoxiques (Chisari, 2000). L’TFN-y produit par
les cellules NK permet également I’induction du TNF-o et des TFN-o/f, inhibant la
réplication du HBV (McClary et al., 2000). Le virus HBV induit la libération de I’'IL-12
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qui est un ¢lément activateur des cellules NK (Cavanaugh et al., 1997; Nguyen et al.,
2002). Cette cytokine permet aussi I’inhibition de la réplication virale suite a une
activation des cellules lymphocytaires hépatiques résidentes sans nécessiter de
recrutement cellulaire (Cavanaugh et al., 1997). L’activité des cellules NK contre le
virus HBV peut toutefois étre régulée par I'IL-10, 'IL-12, I'IL-15 et 'IL-18 (Cai et al.,
1998; Monsalve-de Castillo et al., 2002; Nguyen et al., 2002; Kimura et al., 2002a;
Kimura et al., 2002b). Quant aux cellules NK-T hépatiques, elles peuvent inhiber la
réplication du virus HBV seulement lorsqu’elles ont été préalablement stimulées par
I’aGalCer (o-galactosidecéramide). Cette suppression peut s’effectuer par la libération
d’TFN-0/ ou d’TFN-y ou encore par le recrutement de cellules NK activées (Kakimi er

al., 2000).

Chez les patients chroniquement infectés avec le HBV, les niveaux d’IL-12
sériques sont tres élevés et corrélent positivement avec la capacité d’élimination virale
(Lok, 2000). Le role de I'IFN-y a également été¢ trés documenté au niveau de la
protection antivirale contre le HBV. Effectivement, I'[L-12 est en mesure d’inhiber la
réplication du HBV via la production d’IFN-y (Cavanaugh et al., 1997). De plus, I'IL-
12, en présence d’IL-18, peut activer de fagon synergique la production de lymphocytes
T helper 1 (Thl) spécifiques pour les antigénes du HBV et leur sécrétion subséquente
d’TFN-y (Szkaradkiewicz et al., 2005). Le role des lymphocytes T CD4" helper au cours
de I’hépatite chronique induite par le HBV est bien documenté (Chisari et Ferrari, 1995;
Lohr et al., 1995; Milich et al., 1995). Les lymphocytes T CD4" sont connus pour étre
fonctionnellement différents, c’est-a-dire qu’ils peuvent sécréter des cytokines de type
Thl (IFN-y et IL-2; immunité cellulaire) ou de type Th2 (IL-4, IL-5 et IL-10; immunité
humorale) (Mosmann et Sad, 1996). Au cours de la phase chronique de I’infection par le
HBV, les cellules CD4" Thl deviendraient incapable de sécréter convenablement de
I’IFN-y lorsque mises en présence avec la protéine « core » (HBcAg) (Milich et al.,
1997). De plus, 'antigéne «e» du HBV (HBeAg) diminuerait les mécanismes de
clairance virale en favorisant une production de cytokines anti-inflammatoires (type
Th2) (Milich et al., 1997). Bien que les cytokines de type Thl soient impliquées dans

I’élimination virale, les niveaux élevés des IL-2, IL-6, IL-18, IFN-y et TNF-o sériques
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chez les patients infectés chroniquement seraient responsables des dommages tissulaires

hépatiques (Falasca et al., 2006).

2.1.4.2- L hépatite C humaine

Il a été montré qu’au cours de I'infection par le HCV, la réponse immunitaire
innée favorisait une forte augmentation des niveaux des IL-1, IL-6 et TNF-q., entrainant
la libération des protéines de phase aigué par les hépatocytes. Les niveaux d’IL-6
sériques corrélaient positivement avec la durée de I’infection virale et la charge virale
(Oyanagi et al., 1999). De faibles niveaux d’IL-6 seraient, au contraire, associés a
I’élimination virale (Barrett et al., 2003). En plus de provoquer une augmentation de la
perméabilité vasculaire, le TNF-o libéré lors de I’infection chronique par le HCV
augmenterait les risques d’apoptose cellulaire et rendrait les hépatocytes encore plus
vulnérables a 1’action du TNF-a (Vidigal et al., 2002; Lio et al., 2003). Ainsi, puisque le
traitement par la ribavirine diminue la production de TNF-o par les DC matures
infectées par le HCV, les dommages histologiques seraient plus élevés chez des patients
infectés qui n’auraient pas été adéquatement traités (Neuman et al., 2002; Barnes ef al.,
2004). Les niveaux hépatiques d’IL-8 sont également trés élevés lors de la réponse
inflammatoire induite par le HCV. Les LSEC en seraient la source et provoqueraient un

recrutement important de leucocytes dans le foie (Shimoda et al., 1998; Hoshida et al.,

2005).

Plusieurs études on mises en évidence le role des cellules T CD4" et CDS" T
dans le controle de I’infection par le HCV. Cependant, les réponses immunitaires
médiées par les cellules T sont significativement diminuées au cours de la phase
chronique de I’infection, suggérant que ces désordres cellulaires soient responsables de
la persistance virale (Eisen-Vandervelde et al., 2004a). L’activation de lymphocytes T
cytotoxiques spécifiques au HCV semble étre critique pour I’élimination des cellules
infectées. Toutefois, ces cellules cytotoxiques sont fortement diminuées dans le foie et
en périphérie chez les patients chroniquement infectés (Eisen-Vandervelde et al.,

2004b). Cette suppression de cellules T cytotoxiques suggérent que le HCV pourrait
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interférer avec I’activation et la différenciation des cellules T CD4 " helper, permettant
ainsi I’établissement d’une infection chronique (Eisen-Vandervelde et al., 2004b). Au
cours de la réponse immunitaire adaptative induite suite a une infection par le HCV,
I'IL-2, PIFN-y et le TNF-a participeraient a 1’élimination virale (Guidotti et Chisari,
2001). Par contre, la protéine « core » du HCV peut inhiber la synthése et la production
de I'IL-12, provoquant ainsi une diminution de la sécrétion d’IFN-y par les cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC) (Eisen-Vandervelde et al., 2004b). 11 a été
montré que les niveaux d’IL-12 sériques augmentaient chez des patients traités avec du
polyéthyléne glycol (PEG)-IFN-o et de la ribavirine, suggérant que I’IL-12 jouerait un
role essentiel dans la production de cytokines de type Thl et le controle de I’infection

virale (Amaraa et al., 2002).

Les cellules NK semblent étre impliquées dans 1’élimination du virus HCV au
cours de la phase aigué. En effet, la premiére ligne de défense contre I’infection par le
virus HCV dépend des cellules NK et NK-T. Au cours de I'infection, ces cellules sont
augmentées dans le foie et I’expression de I'IFN-o y est également trés élevée,
comparativement aux autres organes lymphoides (Kanto et Hayashi, 2006). Les DC
peuvent normalement activer les cellules NK via la production de I’IL-12, de I’IL-18 ou
de 'IFN-o (Jinushi ef al., 2003). Cette activation augmente la production d’IFN-y par
les cellules NK et I’inhibition subséquente de la réplication virale (Guidotti et Chisari,
2001; Frese et al., 2002). Cependant, les DC provenant de patients infectés par le HCV
ne sont pas en mesure d’activer convenablement les cellules NK (Jinushi et al., 2003).
Ainsi, la perte fonctionnelle des DC et des cellules NK serait responsable de 1’infection
persistante du HCV chez les patients et ce, malgré la présence élevée d’IFN-o dans le
foie (Thimme et al., 2001; Thimme et al., 2002). De plus, il est connu que la protéine
d’enveloppe E2 du virus HCV est en mesure de se fixer sur le récepteur CD81 présent a
la surface des cellules NK provoquant ainsi I’inhibition de leurs fonctions (Crotta et al.,

2002).
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2.2- Les cellules NK et NK-T
2.2.1- Caractéristiques des cellules NK

Les cellules NK sont des cellules larges et granuleuses, qui dérivent des cellules
souches hématopoiétiques et qui maturent dans la moelle osseuse (Freud et Caligiuri,
2006). Cependant, certaines études suggerent 1’existence de précurseurs de cellules NK
dans le thymus, la rate et les ganglions lymphatiques (Ikawa et al., 2001; Rosmaraki et
al., 2001). Le micro-environnement de la moelle osseuse contient les cellules stromales
supportant la maturation des cellules NK et est la source majeure des cytokines
impliquées dans leur différenciation (Ogasawara et al., 1998). Chez la souris, les
précurseurs des cellules NK expriment la molécule CD122 qui est la sous-unité 3
commune aux récepteurs a ’[L-2 et ’'IL-15. Par cette sous-unité commune, I’'IL-15 peut
fournir les signaux nécessaires a la maturation des cellules NK (Yoon et al., 2007).
Malgré que I’IL-15 soit essentielle a la génération des cellules NK (Carson et al., 1994;
Budagian et al., 2006), la transition des cellules hématopoiétiques aux cellules
précurseurs ne nécessite pas cette cytokine (Vosshenrich et al., 2005), ni I'IL-2 par
ailleurs (Yoon et al., 2007). La chalne y commune aux récepteurs des IL-2, IL-4, IL-7,
IL-15 et IL-21 serait également essentielle aux cellules NK (Vosshenrich et Di Santo,
2002). L’IL-2 influencerait les cellules NK dans leur différenciation et leurs fonctions
(Schimpl et al., 1994) alors que I'IL-4 compléterait la différenciation des cellules NK
humaines in vitro (Loza et Perussia, 2001; Loza et al., 2002). L’IL-7 serait impliquée
dans la génération des cellules NK ou dans leur maintenance dans les organes
lymphoides secondaires (Vosshenrich et al., 2005). Bien qu’elle n’ait été que récemment
connue, I'[L-21, tout comme I'IL-15, permettrait I’activation des cellules NK en
favorisant la production d’IFN-y et leur activité cytotoxique (Strengell et al., 2002;
Brady et al., 2004).

En plus de promouvoir la différenciation et la maturation des cellules NK,
certaines cytokines protégent les cellules NK contre I’apoptose naturelle ou induite. En
effet, I'IL-2, I'IL-7 et I'IL-15, mais non pas I’'IL-12, sont en mesure de protéger les

cellules NK contre I’apoptose en augmentant I’expression de Bcl-2 (Armant et al., 1995;
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Carson et al., 1997; Cooper et al., 2002). D’autres études ont rapporté que la survie des
cellules NK ne dépendait pas des cytokines macrophagiques (IL-1B, IL-10, IL-12 et
TNF-o) ou méme des cytokines utilisant la chalne commune Y. comme voie de

signalisation (IL-4, IL-7, IL-9 et IL-13) (Carson et al., 1997).

A la suite de leur maturation, les marqueurs NK1.1, DXS5, CD94-NKG?2 et Ly49
apparaissent a la surface des cellules NK en méme temps que leur fonction cytotoxique
(Williams et al, 1999). Parmi ces marqueurs de surface, certaines protéines
membranaires possédant des domaines « lectin-like » telles que les molécules Ly49,
NKG2D et CD94/NKG2 peuvent étre retrouvées chez la souris (Colonna, 1997; Vance
et al., 1998). Les molécules de chacune de ces familles de récepteurs possedent une
forme activatrice ou inhibitrice, via la présence de ITAMs (immunoreceptor tyrosine-
base activation motif) ou de ITIMs (immunoreceptor tyrosine-base inhibition motif)
respectivement (Lanier et al., 1998). Les cellules NK reconnaissent plusieurs cellules-
cibles via leurs propres récepteurs, mais principalement les cellules infectées et les
cellules tumorales exprimant faiblement le CMH-I (Ljunggren et Karre, 1985). Ainsi, les
récepteurs activateurs sont essentiels a 1’induction de Dactivité cytotoxique et a la
production de cytokines par les cellules NK. De plus, ces fonctions peuvent étre régulées
négativement par les récepteurs associés aux ITIMs. Effectivement, dans le cas ou les
cellules-cibles exprimeraient adéquatement la molécule CMH-I, ces dernicres
deviendraient résistantes a la lyse cytolytique par les cellules NK (Yoon et al., 2007).
Cependant, de 10% a 20% des cellules NK chez I’humain et la souris ne possederaient
pas les récepteurs inhibiteurs pour les molécules CMH-I. Ainsi, ces cellules NK seraient

potentiellement cytotoxiques pour les cellules dites normales pour I’hote (Fernandez et

al., 2005; Colley et al., 2007).

2.2.2- Caractéristiques des cellules NK-T

Les cellules NK-T représentent un faible pourcentage de la population des
lymphocytes T (<1%). Ces cellules sont toutefois davantage présents dans le foie qu’au

niveau de la rate, des ganglions lymphatiques et du sang (Jukes et al, 2007). Les
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cellules NK-T incluent les sous-populations CD4", CD8" et double-négatives (DN)
(Ohteki et MacDonald, 1994; Hammond ef al, 1998), mais l'origine et le
développement des cellules NK-T demeurent encore controversés. Certains groupes
proposent que les cellules NK-T peuvent se développer en absence de thymus (Kikly et
Dennert, 1992; Ohteki et al., 1992), probablement dans la moelle osseuse ou le foie
(Makino et al., 1993; Sato et al., 1999), alors que d’autres études démontrent que des
souris athymiques ne sont pas en mesure de produire des cellules NK-T (Levitsky ef al.,
1991; Bendelac, 1995; Hammond et al., 1998). Une étude aurait démontré que les
cellules NK-T CD8" seraient présentes dans tous les tissus a I’exception du thymus,
alors que les cellules NK-T CD4" et DN seraient thymo-dépendantes pour leur
développement (Hammond ef al., 1999). Les cellules NK-T expriment des marqueurs de
surface spécifiques aux cellules NK soient les molécules NK1.1, CD122, CD16, DXS5 et
Ly49. Cependant, les cellules NK-T activées montrent le phénotype CD44"" CD69”,
CD62L"" (Hammond e al., 1999).

Les cellules NK-T reconnaissent des glycolipides présentés sur une molécule
non conventionnelle de CMH-I, soit le récepteur CD1d. Cependant, il a été démontré
que les fonctions des cellules NK-T pouvaient étre restreintes a la molécule CD1d («
CDld-restricted ») ou indépendantes de ce récepteur (« CDI1d-unrestricted »). De plus,
il a été suggéré que les cellules NK-T « CDI1d-unrestricted » étaient impliquées dans
I’activation de la réponse immunitaire innée, au contraire des cellules NK-T « CD1d-
restricted » qui activeraient plutdt la réponse immune adaptative (Giroux et Denis,
2005). Par ailleurs les cellules NK-T possedent normalement un répertoire tres limité
concernant leur récepteur TCR (T cell receptor). Ces cellules sont, par conséquent,
appelées semi-invariantes ou iNK-T. En effet, chez la souris, leur molécule de TCR est
composée seulement des chaines Voul4-Joul 8 associées aux chaines V8.2, V7 ou V32

(Jukes et al., 2007; Stronge et al., 2007).
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2.2.3- Cytokines libérées par les cellules NK et NK-T

Au cours des derniéres années, certaines €études ont suggéré [’existence de
cellules NK humaines et murines possédant des fonctions plus spécialisées : les cellules
NK « helper » de type 1 et 2, les cellules NK régulatrices, les cellules NK cytotoxiques
et les cellules NK présentatrices d’antigénes (Perussia et Loza, 2003; Kimura et
Nakayama, 2005; Spits et Lanier, 2007). Cependant, il n’en reste pas moins que les
cellules NK peuvent sécréter une variété de cytokines telles que I’TFN-y, 'IL-1f, I'IL-2,
I’IL-3, I'IL-4, ’'IL-5 et I'IL-6 (Saito et al., 1993). Toutefois, la production d’IFN-y par
les cellules NK demeure un des mécanismes les plus étudiés puisque cette cytokine est

souvent présente lors d’infection par des pathogenes.

La production d’IFN-y par les cellules NK peut étre induite ou augmentée par
plusieurs cytokines dont les IL-2, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21 et IFN-y (Cai et al.,
1998; Gately et al., 1998; Lauwerys et al., 1999; Strengell et al., 2003). 11 été démontré
que I'IL-21 pouvait augmenter de facon synergique la production d’IFN-y par les
cellules NK en combinaison avec I'IL-15 ou I'[L-18 (Strengell et al., 2003). De plus
I’IL-10, en combinaison avec I'IL-18, augmenterait la prolifération des cellules NK
ainsi que leur activité¢ cytotoxique et leur production d’IFN-y (Cai et al., 1998).
Toutefois, c’est I’action synergique des IL-12 et IL-18 qui favorisent une meilleure
prolifération des cellules NK spléniques. De plus, contrairement a I’'IL-2 et a I'IL-15, les
cellules NK spléniques traitées simultanément avec les IL-12 et IL-18 sont en mesure de
sécréter de grandes quantités d’IFN-y, d’IL-3, d’IL-6 et de TNF-0., ce qui n’est pas le
cas lorsque les IL-12 ou IL-18 sont utilisées seules (Lauwerys et al., 1999).
Spécifiquement, I'IL-18 augmente fortement la phosphorylation des ERK-I
(extracellular signal-regulated kinase) MAPK, ERK-2 MAPK et STAT3 (signal
transducer and activator of transcription 3), mais pas de la STATS. Bien que I'IL-18 ne
soit pas en mesure de stimuler la production d’IFN-y par les cellules en lignée NK92,
elle induit tout de méme I’expression des ARNm (ARN messager) codant pour I'TFN-y
(Kalina et al., 2000). Il a également ét¢ démontré chez les cellules NK sanguines

humaines que, au contraire de I'[L-12, I'IL-18 activait fortement la p38 MAPK. Par
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ailleurs, le niveau d’expression de I’ARNm codant pour I'[FN-y était en fonction du
niveau de phosphorylation de la p38 MAPK. De plus, I’ajout d’un inhibiteur spécifique
de la p38 MAPK provoquait une déstabilisation de cet ARNm, notamment au niveau de

I’UTR (untranslated region) a ’extrémité 3’ (Mavropoulos et al., 2005).

Les cellules NK peuvent exprimer a leur surface des récepteurs Ly49 autant
activateurs (Ly49D et Ly49H) qu’inhibiteurs (Ly49A, Ly49C, Ly49G et Ly49I)
(Yokoyama, 1995; Long et al., 1997; Takei et al., 1997). Cependant, le domaine
inhibiteur prédomine toujours sur le domaine activateur et influence les fonctions des
cellules NK (Ortaldo et al., 2006). Or, une co-stimulation synergique entre le récepteur
activateur Ly49D et les cytokines IL-12 et IL-18 permet de contrer I’effet inhibiteur du
récepteur Ly49G2 et ce, autant in vivo qu’in vitro. Cette activation synergique, régulée
par les domaines ITAMs du récepteur Ly49D, provoque une importante production
d’IFN-y par les cellules NK (Ortaldo et Young, 2003; Ortaldo et al., 2006). Par ailleurs,
les voies p38 et ERK MAPK seraient impliquées dans cette production synergique
d’IFN-y en augmentant ’ARNm codant pour I'IFN-y au niveau nucléaire et
cytoplasmique, sans toutefois affecter la demi-vie de cet ARNm (Ortaldo et al., 2006).
Seulement 15 minutes de pré-traitement avec I’'IL-12 sont nécessaires pour obtenir une
réponse synergique maximale, suggérant que le signal induit par cette cytokine est
rapide et immédiat (Ortaldo et al., 2006). Bien que 1’activation de la production d’TFN-y
par des cellules NK stimulées avec les IL-12 et IL-18 soit un mécanisme treés important
dans le contrdle de certaines pathologies (Moreira et al., 2004), il est important que cette
réponse soit adéquatement contrdlée. Il a été montré que la PGE; (0,1 a 1,0 uM) pouvait
supprimer la synthese synergique d’IFN-y par les lignées cellulaires NK 5E3 et SE6. En
fait, cette inhibition serait provoquée par la liaison de la PGE; sur le récepteur EP,, mais
non pas sur ’EP; ou I’EP3, et ne régulerait pas 1’expression de I’ARNm codant pour le
récepteur a I'IL-12. 11 a alors été suggéré que la PGE; agirait directement par la voie de
signalisation relative au récepteur EP, en affectant le métabolisme de 1’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). La PGE; peut donc limiter la réponse immunitaire
innée en supprimant directement la sécrétion d’IFN-y par les cellules NK (Walker et

Rotondo, 2004).
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Le role des cellules NK-T dans I’immunité n’est pas encore clairement défini.
Certaines études proposent des roles bénéfiques alors que d’autres suggérent des actions
aggravantes de la part de ces cellules. Lorsque les cellules NK-T sont activées via leur
TCR, elles libérent de grandes quantités de cytokines de type Thl (IFN-y et TNF-o) ou
de type Th2 (IL-4, IL-10 et IL-13) (Stronge et al, 2007). En fait, deux modé¢les
d’activation des cellules NK-T ont été proposés au cours des derniéres années. Le
premier est basé sur I’hypothése que les cellules NK-T comprendraient deux
populations distinctes soient les « Thl-like » et « Th2-like », dépendamment des
cytokines produites par ces cellules et de la réponse immunitaire induite. Le second
modele propose que les cellules NK-T constitueraient une population homogéne qui
adopterait différents phénotypes fonctionnels selon le micro-environnement immédiat et
selon I’affinité pour le TCR des peptides présentés sur la molécule CD1d (Godfrey et
Kronenberg, 2004; Jukes et al., 2007). Plus précisément, il a ét€ montré que les cellules
NK-T CD4" et DN provenant du thymus ou de la rate avaient des capacités similaires a
libérer de 'TFN-y et de I'IL-4 lorsque stimulées par un anticorps anti-CD3. Cependant,
les cellules CD4" étaient de meilleurs producteurs que les cellules DN. Au contraire, les
cellules NK-T CD8" spléniques activées n’étaient pas en mesure de produire de 1'IL-4.
Finalement, bien que les cellules NK-T thymiques activées par 1’anti-CD3 puissent
sécréter de I'IFN-v, les sous-populations de cellules NK-T spléniques n’en étaient pas
capables. Ces résultats indiquent des différences fonctionnelles entre les sous-

populations de cellules NK-T selon leur localisation (Hammond et al., 1999).

2.2.4- Activité cytotoxique des cellules NK et NK-T

Lorsqu’elles sont stimulées, les cellules NK exercent leur activité cytotoxique via
la sécrétion de perforines et de granzymes ou encore via la liaison de leur ligand Fas
(FasL ou CD95L) sur la molécule Fas (CD95) exprimée a la surface des cellules-cibles.
Cette propriété leur permet d’induire 1’apoptose chez des cellules transformées ou
infectées par des virus (Nagata, 1997; Maki et al., 2001). Plusieurs cytokines dont I’IL-

2, I'IL-12 et I'IL-18 peuvent, seules ou en combinaison, augmenter les fonctions
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cytolytiques des cellules NK. La fonction cytotoxique des cellules NK activées par I’IL-
12 serait dépendante de I’activité des perforines (Cui et al., 1997; Kawamura et al.,
1998; Hashimoto et al., 1999) alors que I'IL-18 augmenterait plutdt I’expression de
FasL a la surface des cellules effectrices (Tsutsui et al., 1996; Hashimoto et al., 1999).

Les voies d’activation intracellulaires p38 et ERK MAPK sont importantes dans
’activité cytotoxique des cellules NK. En effet, lors de la reconnaissance des cellules
dites sensibles par les cellules NK, la voie ERK-2 MAPK est induite en moins de 5
minutes (Wei et al., 2000). En fait, cette voie peut étre impliquée dans la cytotoxicité
naturelle (reconnaissance des cellules dites sensibles) ou dans le mécanisme d’ADCC
(cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps) impliquant les récepteurs FcyRIII
(Trotta et al., 1996; Wei et al.,, 1998; Trotta et al., 1998). Ces mécanismes de
cytotoxicité des cellules NK nécessitent également I’activation de la voie de
signalisation intracellulaire p38 MAPK. Cependant, I’ajout d’une concentration optimale
d’un inhibiteur spécifique de la p38 MAPK ne permet qu’une inhibition partielle de la
cytotoxicité, suggérant que les fonctions des cellules NK sont a la fois p38 MAPK-
dépendantes et p38 MAPK-indépendantes (Chini et al., 2000). De plus, la p38 MAPK
serait impliquée dans I’induction de la cytotoxicité des cellules NK activées par des
ARN double brin (ARNdb). En effet, la liaison de ces ARNdb a des récepteurs TLR3
favoriserait I’augmentation de la cytotoxicité naturelle et le mécanisme d’ADCC chez
les cellules NK tout en permettant une production importante d’IFN-y (Pisegna et al.,

2004).

L’inhibition de D’activité cytotoxique des cellules NK s’effectue généralement
lors de la reconnaissance d’une molécule de CMH-I par un récepteur inhibiteur, la
molécule KIR (killer-cell inhibitory receptor). Ainsi, ’absence de CMH-I a la surface de
la cellule-cible la rend sensible a la cytotoxicité naturelle des cellules NK. Or, cette
cytotoxicité cellulaire peut étre empéchée par une interaction homophilique entre deux
molécules CEACAM (carcinoembryonic antigen cell adhesion molecule). De plus, la
force de I’inhibition correlerait avec le niveau d’expression de cette molécule (Markel et

al., 2002a). 11 a également été¢ déterminé que les interactions homophiliques entre deux
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molécules CEACAM pouvaient empécher la lyse naturelle des cellules provenant de
patients déficients pour la protéine TAP, impliquée dans la présentation antigénique via
la molécule CMH-I (Markel et al., 2004b). Donc, I’inhibition de ’activité cytotoxique
des cellules NK pourrait prévenir 1’attaque de cellules dites saines chez des patients

atteints de maladies auto-immunitaires.

La cytotoxicit¢ induite par les cellules NK-T dépend de trois différents
mécanismes. Ces cellules peuvent sécréter dans 1’espace intercellulaire des perforines et
des granzymes, une fois en contact avec la cellule-cible. Ces enzymes vont perforer la
membrane cellulaire et induire ’apoptose (Kagi et al, 1994; Lowin et al., 1994).
Egalement, les cellules NK-T peuvent induire 1’apoptose via la fixation de la molécule
FasL, exprimée par les cellules NK-T, sur la molécule Fas, exprimée sur la cellule-cible
(Rouvier et al., 1993; Kagi et al., 1994; Lowin et al., 1994). Finalement, le TNF-o
produit par les cellules NK-T peut induire a long terme une cytotoxicité sur les cellules-
cibles en s’y liant a ses récepteurs spécifiques (Lee ef al., 1996). 11 a été rapporté que les
cellules NK-T pouvaient tuer les cellules-cibles n’exprimant que la molécule CD1d en
moins de 4 heures. Cette cytotoxicité était médiée par les perforines/granzymes, mais
était plus efficace via I’interaction Fas/FasL. En conséquence, les cellules n’exprimant
pas la molécule CD1d pouvaient, a court terme, devenir résistantes a la cytotoxicité des
cellules NK-T (Gansuvd et al., 2002). Cependant, lorsque les cellules NK-T étaient
mises en contact avec les cellules-cibles pour une plus longue période de temps (20
heures), ces cellules NK-T étaient en mesure d’induire 1’apoptose des cellules-cibles
indépendamment de I’expression du CDId. Bien que le mécanisme des
perforines/granzymes était toujours efficace durant cette période, le TNF-a y jouait
¢galement un rdle treés efficace a long terme (Gansuvd et al., 2002). 1l est a noter que
I’IL-18 peut augmenter ’activité des cellules NK-T tout aussi bien que celle des cellules
NK. Cependant, la cytotoxicité des cellules NK-T favorisée par I’IL-18 serait médiée par
I’interaction Fas/FasL et serait indépendante des perforines/granzymes ou du TNF-o

(Dao et al., 1998).
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Table 1. Résumé des mécanismes de cytotoxicité des cellules NK et NK-T.

Mécanismes d’action Induction

- Cytokines
- Perforines/Granzymes - FcyRIIT (ADCC)

Cellules NK
- Fas/Ligand Fas - CMH-I/KIR
- TLRs
- Perforines/Granzymes - Cytokines
Cellules NK-T - Fas/Ligand Fas - Présence de CD1d 4 la
- TNF-o. surface des cellules-cibles

2.2.5- Les cellules NK et NK-T intrahépatiques

Comparativement aux autres organes lymphoides, la composition des cellules
immunitaires du foie en différe de par sa large proportion de cellules NK, de cellules
NK-T et de lymphocytes T-yd. Les lymphocytes B sont plutdt sous-représentés alors que
les lymphocytes T-afy sont davantage de nature effectrice ou mémoire. Comme les
cellules NK en général représentent un fort pourcentage des lymphocytes hépatiques
(Norris et al., 1998), il est suggéré que le foie serait un site de reconnaissance
antigénique précoce ou la réponse immunitaire inné possederait un réle particulierement

important.

Les cellules NK hépatiques sont de larges cellules granuleuses présentes dans les
sinusoides hépatiques. Leurs fonctions sont régulées par des récepteurs activateurs ou
inhibiteurs de méme que par les cytokines présentes dans le micro-environnement
hépatique, dont I'IFN-y, 'IL-2, I'IL-12 et 'IL-15 (Doherty et O’Farrelly, 2000). Les
cellules NK hépatiques joueraient un role important dans le recrutement des

lymphocytes T dans le foie. Effectivement, au cours de linfection par le MCMV
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(cytomégalovirus murin), la production d’IFN-a/B et de MIP (Macrophage
inflammatory protein)-1o favoriserait le recrutement des cellules NK dans le foie et
I’induction de la production de I'IFN-y (Salazar-Mather et al., 1998; Salazar-Mather et
al., 2000). Les cellules NK intrahépatiques répondent différemment a I’'IL-12 et a I’IL-
18 dans la production d’IFN-y et la défense antivirale contre le LCMV (virus de la
chorioméningite lymphocytaire) ou le MCMV, comparativement aux cellules NK des
autres organes lymphoides (Pien et Biron, 2000; Pien et al., 2000). Ces cellules
produiraient de I'IFN-y entrainant la libération de la chimiokine CXCL9 (chemokine (C-
X-C motif) ligand 9) par les hépatocytes et/ou les LSEC et, subséquemment, le
recrutement des cellules T dans le foie (Itoh ef al, 2001). D’autres études démontrent
que les cellules NK et NK-T expriment & leur surface différents récepteurs pour les
chimiokines, dont les CXCR3 (chemokine (C-X-C motif) receptor 3), CXCR4, CXCR6
et CCRS, leur permettant d’étre recrutées au niveau du foie (Shields er al., 1999;
Campbell et al., 2001; Johnston et al., 2003). Ce recrutement est aussi médié par un
mécanisme dépendant de I’expression de la molécule LFA-1 (lymphocyte function-
associated antigen-1) (Emoto et al., 1999; Emoto et al., 2000). Par ailleurs, le niveau de
cellules NK dans le foie, au cours d’une infection virale, dépend du recrutement de ces
cellules depuis les organes lymphoides périphériques de méme qu’a la capacité de la

moelle osseuse a produire des cellules NK matures (Moore et al., 1996; Puzanov et al.,

1997).

L’activation des KC par le poly I:C (ARNdb synthétique), via la molécule TLR3,
peut entrainer ’accumulation et 1’activation des cellules NK dans le foie (Dong ef al.,
2004). Plus précisément, le poly I:C pourrait directement augmenter 1’expression de la
molécule TLR3 chez les cellules NK hépatiques ou encore favoriser la sécrétion d’IL-12
par les CPA hépatiques et activer subséquemment les cellules NK (Schmidt et al., 2004).
Cette activation peut toutefois entrainer des dommages tissulaires et de la nécrose
hépatique parallelement a I’augmentation des niveaux de ALT et AST (Dong et al.,
2007). Cette cytotoxicité serait médiée par la présence de la molécule TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand), exprimée a la surface des cellules NK, et ’apoptose

des hépatocytes (Ochi et al., 2004). L’action des perforines et de FasL, mais non pas de
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I’IFN-y, serait également importante dans les dommages tissulaires hépatiques induits
par I’activation de TLR3 dans le foie (Dong et al., 2007). Finalement, des études ont
démontré que les cellules NK hépatiques pouvaient controler la croissance des

hépatocytes et inhiber la régénération du foie (Tanaka ef al., 1993; Itoh et al., 1988).

Pour ce qui est des cellules NK-T intrahépatiques, elles sont détectables par les
tétrameres de CD1d et sont subdivisées en deux catégories : les cellules NK-T classiques
exprimant un TCR-of} et les cellules NK-T non classiques exprimant un TCR-yd ou la
molécule CD8" (Klugewitz et al., 2004). Les cellules NK-T hépatiques expriment
faiblement la molécule de TCR et possédent des récepteurs communs aux cellules NK
dont les molécules NK1.1, Ly49 et le récepteur B a I'IL-2 (Doherty et O’Farrelly, 2000).
Ces cellules ont la capacité de produire des cytokines de type Thl ou Th2 suite a leur
activation via leur TCR. Elles produisent généralement de I’'[L-4 impliquée dans
I’initiation de la réponse Th2 et dans la commutation isotypique des anticorps, mais
peuvent aussi sécréter de I'IFN-y, du TNF-o, de I'IL-2, de I'IL-5 et de I'IL-10 (Doherty
et O’Farrelly, 2000). Suite a la stimulation par I'IL-2 ou I'[L-12, les cellules NK-T

peuvent exercer une forte activité cytotoxique (Takeda et al., 1996; Cui et al., 1997).

Des études ont démontré que les souris CD1d™" étaient résistantes a 1’hépatite
induite par la ConA, suggérant I’implication des cellules NK-T dans cette pathologie
(Takeda et al., 2000; Kaneko et al., 2000). Les dommages tissulaires et ’apoptose
induits par les cellules NK-T seraient médié€s par 'I[FN-v, le TNF-o et FasL (Kusters et
al., 1996; Kusters et al., 1997; Tagawa et al., 1998). Cependant, I’'IL-15 protégerait
contre I’hépatite induite par la ConA en inhibant la sécrétion d’IL-4 et d’IL-5 par les
cellules NK-T, diminuant par le fait méme le recrutement d’€osinophiles dans le foie (Li
et al., 2006). De plus, ’absence de la molécule CCRS5 a la surface des cellules NK-T
favoriserait la production d’IL-4 par ces cellules et le développement d’une hépatite
fulminante (Ajuebor et al., 2005). Les cellules NK-T sont également impliquées dans
d’autres maladies du foie dont I’hépatite induite par D'oGalCer. Ces cellules
sécreteraient alors de I’[L-2, de I'IL-4, de I'[L-6, du TNF-o et de I'IFN-y. Bien que le

TNF-a soit responsable de I’augmentation de 1’expression de FasL a la surface des
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cellules NK-T, I'IFN-y exercerait plutot un role protecteur durant la maladie (Biburger et
Tiegs, 2005). Finalement, les cellules NK-T joueraient un role négatif dans la

régénération du foie en sécrétant de 'TFN-y et du TNF-a (Dong et al., 2007).

2.3- Les coronavirus
2.3.1- Historique

Les coronavirus furent isolés pour la premicre fois en 1937 dans des cas de
bronchites aviaires (Schalk et Hawn, 1931). Des virus de structure semblable ont ensuite
été isolés et cultivés a partir de prélévements obtenus de patients souffrants de maladies
respiratoires et de fievre (Tyrrell et Bynoe, 1965). Ainsi, en 1966, Hamre et Procknow
(1966) ont travaillé sur la caractérisation de 5 nouveaux agents infectieux et 1’'un d’eux,
la souche 229E, devint le prototype des coronavirus humains (HCoV). Au cours des
années suivantes, Tyrrell et Almeida ont identifi¢ d’autres souches morphologiquement
semblables, soient le virus de la bronchite infectieuse aviaire (IBV) et le virus de
I’hépatite murine (MHV) (Berry et al., 1964; Tyrrell et Almeida, 1967). Toujours en
1967, deux souches de coronavirus humains, les virus OC38 et OC43, ont été isolées par
Mclntosh et al. (1967). Ces virus avaient la particularité de croitre dans les cerveaux de
souris et de favoriser ’hémadsorption des érythrocytes de souris et de rat lorsqu’ils

étaient cultivés dans certaines lignées cellulaires (Kapikian, 1975).

Le nom de « Coronavirus » pour ces différents virus fut adopté pour la premicre
fois en 1968 a cause de leur caractéristique morphologique unique observable en
microscopie ¢électronique, soit la disposition de leurs protéines de surface sous forme de
pétales ou encore de couronne (Nature, 1968). Ce ne fut toutefois qu’en 1975 que le
« International Committee on the Taxonomy of Viruses» (ICTV) accepta les
coronavirus comme étant une famille indépendante des autres virus: la famille des
Coronaviridae (Tyrrell et al., 1975; Tyrrell et al., 1978). Au début des années 1980, une
autre classification fut proposée. Effectivement, les torovirus découverts par Weiss et

Woode présentaient une morphologie quelque peu différente des coronavirus, mais
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possédaient un génome et une réplication trés similaire a ces derniers (Horzinek et al.,
1987). Ainsi, un deuxiéme genre fut inclus dans la famille des Coronaviridae, soit celui
des Torovirus, le premier genre étant celui des Coronavirus (Cavanagh et Horzinek,
1993). A ce jour, la famille des Coronaviridae fait partie de I’ordre des Nidovirales,
dans lequel fait également partie la famille des Arteriviridae, un autre groupe de virus

montrant des similitudes dans l’organisation  génomique avec les coronavirus

(Cavanagh et al., 1997).

2.3.2- Immunopathologie inflammatoire induite par les coronavirus

La plupart des coronavirus se répliquent en premier lieu dans les cellules
épithéliales des tractus digestif ou respiratoire, puis se disséminent dans 1’organisme
pour causer différentes maladies, telles que des entérites, des hépatites, des maladies
respiratoires et des encéphalites (Mclntosh, 1974). Jusqu’en 2003, les coronavirus
humains, tels que les HCoV-229E et HCoV-OC43, furent considérés comme des agents
infectieux provoquant des problémes respiratoires avec peu de mortalité. Cependant,
I’implication des coronavirus dans les maladies de type neurologique ou entérique,
particulierement chez les nouveau-nés, n’a été reconnue que plus tardivement et était
basée sur ’observation dans le tissu cérébral de particules virales en microscopie

¢lectronique ressemblant fortement a des coronavirus (Gerna et al., 1985; Payne et al.,
1986).

Chez la plupart des espéces animales et aviaires, plusieurs coronavirus sont
connus pour induire différentes pathologies. Cependant, dans le modele murin, le plus
connu et le plus étudié est le virus MHV, ce dernier possédant des tropismes et des
niveaux de virulence variant selon les sérotypes. Selon la nature de la souche virale et
des composantes génétiques de 1’hote, le MHV peut induire des entérites (MHV-Y et
MHV-R1), des problémes neurologiques (MHV-A59, MHV-JHM, MHV2 et MHV3)
et/ou des hépatites (MHV-A59, MHV2 et MHV3) (Dubois-Dalcq et al., 1982; Compton
et al., 1993; Stohlman et al., 1998). Le MHV3 est considéré comme le plus virulent des
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coronavirus murins car il induit une hépatite fulminante responsable de la mort de

I’animal entre 3 et 5 jours post-infection (Le Prévost et al., 1975; Stohlman et al., 1998).

En 2003, un nouveau coronavirus humain causant des épidémies majeures fit son
apparition, le virus du SARS (syndrome respiratoire aigué sévere) (Drosten ef al., 2003).
En fait, le coronavirus du SARS cause une maladie plus sévére chez les humains en
infectant les cellules épithéliales alvéolaires de méme que celles des voies respiratoires
supérieures. Egalement, des virions ont été retrouvés dans le foie, les reins et méme,
dans I’intestin gréle des patients infectés (Lau et Peiris, 2005; Perlman et Dandekar,
2005). La période d’incubation du SARS varie entre 2 et 10 jours, mais peut toutefois
s’allonger jusqu’a 16 jours, alors que la phase respiratoire de la maladie dure de 2 a 7
jours apres la phase prodromique. Ce coronavirus induit généralement des problemes
respiratoires modérés a séveres dans les 8 a 12 jours suivant ’apparition des symptomes.
Finalement, la phase de convalescence commence généralement de 14 a 18 jours suivant
la période prodromique (Booth et al., 2003; Lee et al., 2003; Peiris et al., 2003).
Plusieurs approches thérapeutiques ont été utilisées dans le but de contrer ’infection par
le SARS, telles que ['utilisation de la ribavirine, des stéroides, des inhibiteurs de
protéases et d’IFN-o (Stockman et al., 2006). Une étude préliminaire effectuée avec des
patients atteints du SARS a permis de constater que [’utilisation combinée de
corticostéroides et d’IFN-oo diminuait les problémes respiratoires induits lors de
I’infection (Loutfy et al., 2003). L’importance des IFN de type I a également été
démontrée par I'utilisation d’un modéle animal. Effectivement, I’injection intranasale du
virus MHV1 chez des souris A/J cause une atteinte pulmonaire semblable a celle
provoquée par le SARS. Ces souris induisent de haut niveaux de TNF-o et d’IFN-v,
mais une faible réponse en IFN de type 1, voire une inhibition de I'IFN-o, contrairement
aux souris résistantes C57BL/6 pour lesquelles les niveaux d’IFN de type I sont assez

¢levés (De Albuquerque et al., 2006; Zorzitto et al., 2006; Baig et Fish, 2008).

L’implication des cytokines et des chimiokines dans I’évolution clinique de la
maladie induite par le SARS a été clairement démontrée. L’IFN-a, I'IFN-y, I'IL-1, I'IL-

6, 'IL-12 et le TGF-P augmentaient deux semaines apres le début de I’infection par le
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virus du SARS alors que des hauts niveaux d’IL-8, de CCL2 (chemokine (C-C motif)
ligand 2), de CXCL9 et de CXCL10 étaient associés a la phase aigué de I’infection
(Wong et al., 2004; Tang et al., 2005; Huang et al., 2005). En fait, la chimiokine
CXCLI10 était fortement ¢élevée dans les poumons et les tissus lymphoides des patients
infectés par le SARS et ce, jusqu’a la I’étape de la convalescence (Jiang et al., 2005). Au
contraire, le TNF-o, 'IL-2, 'IL-4, I'IL-10 et ’'[L-13 ne semblaient pas étre impliqués
dans le développement de la maladie (Huang ef al., 2005). L’évasion du virus SARS des
défenses immunitaires au cours de I’infection virale serait favorisée par une diminution
de la production des interférons de type I (o et B) et type II (y). Ainsi, la protection
antivirale médiée par ces interférons aurait pu induire des réponses immunitaires innées

et adaptatives empéchant ainsi 1’évasion virale (Castilletti et al., 2005).

2.3.3- Structure des coronavirus

Les coronavirus se présentent sous forme de particules sphériques enveloppées
de 100 a 160 nm de diamétre, possédant une capside hélicoidale et un ARNsb de polarité
positive de 27 a 32 kb. Leur couche externe est constituée d’une enveloppe lipidique
acquise lors de leur bourgeonnement hors de la cellule préalablement infectée (Lai et
Cavanagh, 1997). La structure des particules virales comprend la glycoprotéine de
surface (S), la petite protéine d’enveloppe (E), la phosphoprotéine de la nucléocapside
(N), la glycoprotéine transmembranaire (M) et I’hémagglutinine-estérase (HE) (Figure
3).

La protéine S forme de larges spicules a la surface de la particule virale lui
donnant I’aspect caractéristique d’une couronne. La partie S1 de cette protéine se fixe a
son récepteur spécifique, la molécule CEACAMI (Dveksler et al., 1991), et favorise par
la suite la fusion cellulaire nécessaire a son entrée dans la cellule-cible via sa deuxieéme
partie S2 (Lai et Cavanagh, 1997). En plus d’étre importante dans le tropisme cellulaire,
la protéine S serait également responsable de la fusion entre deux cellules possédant ou
non le récepteur CEACAMI, provoquant I’apparition de larges syncétia qui caractérisent

I’effet cytopathique (CPE) (Lai et Cavanagh, 1997; Gallagher et Buchmeier, 2001;
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Nakagaki ef al., 2005). Finalement, les anticorps monoclonaux reconnaissant la protéine
S peuvent également neutraliser la fixation du virus a ce récepteur et le pouvoir

infectieux des coronavirus (Gallagher et Buchmeier, 2001).

La petite protéine E serait impliquée dans I’assemblage des particules virales et
le bourgeonnement (Vennema et al., 1996). Cependant, cette protéine ne serait pas
essentielle puisque des virions infectieux peuvent tout de méme étre libérés de la cellule
lors de la réplication par un virus n’exprimant pas la protéine E (Kuo et Masters, 2003).
La protéine E serait aussi impliquée dans I’induction de 1’apoptose des cellules infectées

par les coronavirus (An et al., 1999).

La protéine N est une phosphoprotéine qui forme la nucléocapside en se liant
avec I’ARN viral. Cette protéine interagit avec les protéines M et S lors de
I’incorporation de la nucléocapside dans les nouvelles particules virales (Kuo et Masters,

2002).

La glycoprotéine M a comme particularité d’interagir avec la nucléocapside,
mais d’étre également exposée a la surface de la particule virale due a son domaine
trans-membranaire (Lai et Cavanagh, 1997). Cette protéine a pour role de diriger
I’assemblage des nouvelles particules virales et de déterminer le site de bourgeonnement

dans la cellule (de Haan et al., 1999; Kuo et Masters, 2002; Narayanan et al., 2003).

L’hémagglutinine-estérase (HE) est une protéine qui ne semble pas essentielle a
la réplication des coronavirus puisque certains virus ne la posseédent pas (Yokomori et
al., 1991). Toutefois, I’expression de cette protéine de fagon recombinante dans des
cellules animales infectées par la souche MHV-JHM augmente la virulence de
I’infection (Lissenberg et al., 2005). Le role de la protéine HE dans I’entrée virale ou
lors de la libération des virions hors de la cellule n’est pas encore clairement déterminé

(Popova et Zhang, 2002).
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Figure 3. Structure des coronavirus (Dandekar et Perlman, 2005)

L’ARN génomique des coronavirus est de polarité positive, possede une coiffe
en 3’°, une queue polyadénylée (poly-A) de région variable en 5’ et peut servir d’ARNm
fonctionnel. En fait, ’ARNm des coronavirus peut étre naturellement infectieux (Lai et
Cavanagh, 1997). Une séquence de 65 a 98 nucléotides, définie comme la séquence
« leader », est présente a 'extrémité 5’ de I’ARN génomique et de chaque ARN sous-
génomique. Une région UTR de 200 a 400 nucléotides suit cette séquence « leader ».
Une autre séquence UTR de 200 a 500 nucléotides est également retrouvée a 1’extrémité
3’ suivie de la queue poly-A. Ces deux séquences UTR en 3’ et 5° sont importantes pour
la réplication et la transcription de I’ARN viral (Fields et al, 2007). Les séquences
restantes de ’ARN génomique contiennent de 7 a 14 ORFs (open reading frame),
dépendamment des coronavirus. Le geéne 1, qui correspond au deux tiers de I’ARN
génomique a partir de I’extrémité 5°, est d’'une longueur de 20 a 22 kb et contient 2
ORFs superposées, soient les ORFla et ORF1lb. Ces ORFs sont traduites en un

polypeptide qui sert de précurseur au complexe protéique impliqué dans la transcription
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et la réplication. Plus spécifiquement, ’ORF1b code pour la polymérase (Pol) virale

ARN-dépendante ainsi que pour une hélicase multifonctionnelle (Fields et al., 2007).

Ainsi, ’ordre des geénes présents chez tous les coronavirus codant pour les
ORFla, ORF1b de méme que les 4 protéines structurales sont 5’-Po/-S-E-M-N-3". Ces 4
geénes structuraux sont insérés dans différentes régions ORFs, codant pour d’autres
protéines structurales ainsi que le geéne codant pour la glycoprotéine HE. Bien qu’elle
soit bien conservée a lintérieur d’'un méme groupe, la glycoprotéine HE varie
énormément en fonction des coronavirus, tant au niveau de la séquence en nucléotides,
I’ordre génomique et la méthode d’expression. De plus, la glycoprotéine HE et les
protéines structurales codées par les autres ORFs ne sont pas essentielles a la réplication
virale, mais leur délétion peut provoquer une atténuation de la pathogénicité (de Haan et

al., 2002).

2.3.4- Réplication des coronavirus

2.3.4.1- Etapes de la réplication virale

La premieére étape de la réplication des coronavirus est celle de 1’attachement des
particules virales au récepteur CEACAMI de la cellule-cible via la protéine de surface
S. Cet attachement induit un changement de conformation de la protéine S permettant
par la suite aux particules virales de pénétrer dans la cellule par la fusion de leur
enveloppe avec la membrane cellulaire ou encore, dans une vésicule endosomale
(Dveksler et al., 1991; Lai et Cavanagh, 1997; Zelus et al., 2003). Certains coronavirus,
dont les MHV, induisent une fusion cellule-cellule dans des conditions de pH optimum
neutre ou légerement alcalin, suggérant que la fusion entre la membrane plasmique et
I’enveloppe virale s’effectuerait dans des conditions de pH physiologique (Lai et
Cavanagh, 1997). Au contraire, ’infectivité de certaines souches de MHV est réduite,
mais pas compleétement, lorsqu’elles sont incubées avec des drogues lysomotropiques,
suggérant que ces virus peuvent aussi entrer par un processus endosomal (Gallagher et
al., 1991). Dans le cas du virus du SARS, une protéolyse médiée par la cathepsine L est

requise afin de permettre la fusion membranaire et ’entrée virale (Matsuyama et al.,
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2005). La fusion entre le virus du SARS et la cellule-cible, comme chez d’autres
coronavirus murins, nécessite également la présence de cholestérol, possiblement

impliqué dans le réarrangement des protéines membranaires (Thorp et Gallagher, 2004;
Choi et al., 2005).

Suite a la pénétration virale, la nucléocapside est relarguée dans le cytoplasme et
I’ARN devient accessible pour la transcription. Cependant, le mécanisme exact est
encore mal défini (Mohandas et Dales, 1991; Yu et Lai, 2005). Le complexe
transcriptase-réplicase, inclus dans les ORFla et 1b, est d’abord synthétisé a partir de
I’ARN parental. Par la suite, ce complexe permet la synthése d’'un ARNsb de polarité
négative. Ce nouvel ARN sert ensuite a la transcription des 7 ARN sous-génomiques
codant pour les différentes protéines de structure et les protéines nécessaires a
I’assemblage des nouveaux virions. Ces ARN sous-génomiques de polarité positive ont
la particularité de posséder une méme extrémité 3’°, mais différentes extrémités 5’
(Brierley et al., 1987; Lai et Cavanagh, 1997). Les protéines virales nouvellement
synthétisées (dont la protéine M) sont insérées dans le réticulum endoplasmique et prétes
a ’assemblage (de Haan et Rottier, 2005). Cependant, la nucléocapside (I’ARN et la
protéine N) semble se lier a la protéine M et a d’autres protéines virales dans un
compartiment de bourgeonnement situé¢ entre le réticulum endoplasmique et I’appareil
de Golgi (Stohlman et Lai, 1979; Tooze et al., 1984; Sims et al., 2000). La protéine E est
par la suite ajoutée dans ce compartiment et la particule virale en formation est
transportée vers ’appareil de Golgi (Opstelten et al., 1995; Corse et Machamer, 2002).
Les protéines S et HE sont transportées vers la particule virale mature via I’appareil de
Golgi ou elles sont préalablement glycolysées (Holmes et al., 1981; Opstelten et al.,
1995).

Finalement, les nouveaux virions sont accumulés dans des vésicules
cytoplasmiques aux parois lisses. Ces vésicules vont fusionner avec la membrane
cellulaire et les particules virales seront éjectées par un phénomeéne semblable a
I’exocytose. La libération des virions peut toutefois €tre restreinte a certaines zones
cellulaires (Tseng et al., 2005a). Toutes les étapes de la réplication des coronavirus se

produisent dans le cytoplasme cellulaire (Figure 4).



40

£E)

7 -F = 5 =
i‘, “i |ﬂ endoeytosis @ i
Fusion pogg \Elﬂﬂﬂﬂﬂ'ﬂ

g d
oo genamic RNA
+ ORF 1 ) m
' 5 A i et

[~ L=l

iranscriplion +
replication

3

¥

b
e

FEZmoam

]
[]
L]
&

5,
3

Onur:.laua Mucleocapsid ™,

Figure 4. Réplication des coronavirus (Fields et al., 2007)

2.3.4.2- Signalisation intracellulaire impliquée dans la réplication virale

Lors de la réplication des coronavirus dans une cellule, certaines voies
intracellulaires, notamment les MAPK, sont activées. Toutefois, certaines de ces voies
seraient essentielles a la réplication de cette famille de virus. Des résultats récents sur la
réplication du virus du SARS pointent plusieurs voies de signalisation cellulaire. Lors de
I’infection de cellules Vero E6 par le virus du SARS, une activation des voies
intracellulaires p38 MAPK, ERK -1/2 MAPK, JNK (jun N-terminal kinase), PI3K
(phosphoinositide-3 kinase)/Akt et eIF4E (eukaryotic translation initiation factor 4E) a
¢té observée suite a la phosphorylation de ces molécules (Mizutani et al., 2004a;
Mizutani et al., 2004b; Mizutani et al., 2004c; Mizutani et al., 2005). Bien que ces
activations aient été induites lors de I’infection par le virus du SARS, I’inhibition de la
p38 MAPK par un inhibiteur spécifique (SB203580) n’a pas diminué¢ la synthése des

protéines virales (Mizutani et al., 2004c). Par contre, cette inhibition a réduit les effets
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cytopathiques induits sur des cellules Vero E6 (Mizutani et al., 2004b). Par ailleurs, la
molécule anti-apoptotique Akt n’a pas pu prévenir ’apoptose induite par le virus du
SARS bien qu’elle soit activée lors de I’infection virale (Mizutani et al., 2004b).
Cependant, I’inhibition des voies JNK et PI3K/Akt a empéch¢ la persistance virale dans
les cellules Vero E6, au contraire des voies dépendantes des p38 MAPK et MAPK/ERK
kinase (Mizutani et al., 2005). Il a également été observé que la molécule STAT3, qui
est constitutivement phosphorylée et impliquée dans la voie d’activation de I'IL-6, était
déphosphorylée lors d’une infection par le virus du SARS. L’inhibition de la p38
MAPK, mais non pas de la ERK-1/2 MAPK et JNK, pouvait toutefois partiellement
inhiber cette déphosphorylation (Mizutani ef al., 2004a).

Pour ce qui est des coronavirus murins, les virus MHV, peu d’études ont été
réalisées concernant les molécules et voies de signalisation impliquées lors de la
réplication virale. Une activation optimale de la p38 MAPK a été observée durant les 5
premicres minutes suivant I’infection par le virus MHV3 des macrophages péritonéaux
de souris Swiss. La voie ERK-1/2 MAPK fut également activée entre 20 a 30 minutes
post-infection. L’inhibition de la voie p38, mais non pas celle de la ERK-1/2 MAPK, a
aboli I’induction de la prothrombinase fgl-2, une protéine sécrétée par les macrophages
infectés par le virus MHV3 et qui est impliquée dans la coagulation intravasculaire au
niveau des cellules endothéliales lors de 1’hépatite aigué (Parr et al., 1995; McGilvray et
al., 1998). Par contre, chez les cellules de la lignée macrophagique J774.1 infectées avec
le virus neurotropique MHV-AS59, les molécules p38 MAPK et JNK, mais non pas ERK-
1/2 MAPK, étaient activées. Par ailleurs, le virus MHV-AS59, préalablement traité avec
les rayons UV, n’a pas permis I’activation de ces voies de signalisation, démontrant ainsi
I’importance de la réplication dans cette induction (Banerjee et al., 2002). La
phosphorylation de eIF4E et la production d’IL-6 seraient aussi dépendantes de
’activation de la p38 MAPK. Ainsi, I’inhibition de la voie p38 MAPK empécherait une
synthése adéquate des ARN viraux puisque le facteur eIlF4E est impliqué dans la

traduction des ARNm (Waskiewicz et al., 1999; Banerjee et al., 2002).
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2.4- Le virus de I’hépatite murine de type 3
2.4.1- Introduction

Le virus de I’hépatite murine de type 3 (MHV3) est considéré comme un
excellent modéle animal afin de mieux comprendre les différents désordres
immunopathologiques induits lors d’une hépatite viral (Lamontagne et Dupuy, 1984;
Jolicoeur et Lamontagne, 1989). Parmi toutes les souches de MHV, le sérotype MHV3
est considéré comme le plus virulent. Les conséquences de I’infection par le virus
MHV3 dépendent en fait de la génétique de 1’hote, de son age et de I’efficacité du
systéme immunitaire a répondre a I’infection (Lévy-Leblond et al., 1979). Les souris
susceptibles C57BL/6 infectées par le virus pathogéne L2-MHV3 vont développer une
hépatite aigué et une immunodéficience en cellules B et T dans tous les organes
lymphoides. Au contraire, I’infection des souris semi-résistantes C3H ou SJL provoque
I’apparition d’une hépatite chronique avec une persistance virale dans le cerveau. Chez
ces souris, la persistance virale entraine une paralysie aprés 3 a 6 mois suivant le début
de I'infection (Le Prévost et al., 1975). Au contraire, les souris A/J sont résistantes a
I’hépatite induite par le virus MHV3 (Lamontagne et al., 1989a). La résistance a
I’infection aigué et chronique serait modulée par les génes de la région H-2 de méme
que la présence et le type d’isoforme du récepteur spécifique reconnu (CEACAMI) au
virus MHV3 présent a la surface des cellules-cibles (Lévy-Leblond et al, 1979;
Nedellec et al., 1994). D’autres études ont démontré une induction d’IL-1, de TNF-o et
d’IFN-y par des macrophages myéloides de souris A/J (Lucchiari et al., 1993). La
sécrétion d’IFN-y par ces cellules serait un élément important dans la résistante des

souris A/J contre I’infection par le virus MHV3 (Lucchiari et al., 1992).

2.4.2- L’hépatite aigué

Les souris susceptibles C57BL/6 infectées par le virus pathogene L2-MHV3
développent une hépatite aigu€ mortelle dans les 3 a 5 jours post-infection (Le Prévost et

al., 1975). Bien que le virus MHV3 soit lymphotrope (Lamontagne et Dupuy, 1984),
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neurotrope (Tardieu et al., 1986) et hépatotrope (Taguchi et al., 1986), le foie demeure
I’organe principal pour la réplication du virus MHV3 (Le Prévost et al., 1975). Au
niveau hépatique, les ARN viraux ont été détectés apres 24 heures d’infection alors que
les lésions hépatiques ont été observées des 48 heures post-infection. En plus de la
nécrose hépatique, une immunodéficience apparait également durant la phase aigué de la
maladie suite a une perte importante de cellules immunitaires dans les organes
lymphoides dont la rate, les ganglions lymphatiques, la moelle osseuse et le thymus (Le
Prévost et al., 1975; Lévy-Leblond et al, 1979). 1l a toutefois ét¢ démontré que
I’atrophie thymique observée lors de I’infection par le virus MHV3 était en fait due a
une perte de cellules dendritiques thymiques provoquant ainsi un retard de maturation et
indirectement, 1’apoptose subséquente des thymocytes. En effet, les thymocytes ne
possedent pas le récepteur au virus MHV3 et ne peuvent pas étre infectées (Godfraind et

al., 1995a; Godfraind et Coutelier, 1998).

La sensibilité de I’infection par le virus MHV3, en fonction de la génétique de la
souris, ne dépend pas du niveau de réplication virale. Effectivement, il a été démontré
qu’il n’y avait aucune différence quant a la quantité¢ de virus pathogéne L2-MHV3 et
non pathogéne YAC-MHV3 retrouvée dans le cerveau, la rate, le foie et les ganglions
lymphatiques des souris susceptibles C57BL/6 et résistantes A/J durant les trois premiers
jours d’infection. Par contre, aucune particule virale ne fut détectée dans les thymus de
souris infectées par la souche non pathogéne YAC-MHV3 chez les deux lignées de
souris (Lamontagne et Dupuy, 1985). Des études in vitro ont démontré que la
permissivit¢ des macrophages péritonéaux, des thymocytes et des cellules non-
adhérentes spléniques aux souches virales L2-MHV3 et YAC-MHV3 était différente. 11
a donc été suggéré que la résistance de permissivité virale in vitro n’était pas liée aux
genes du complexe H-2 et que la pathogénicité induite par le virus MHV3 in vivo était
reliée a la permissivité des macrophages et des cellules lymphoides (Lamontagne et
Dupuy, 1985). Effectivement, des différences fines ont été remarquées apres 48 heures
post-infection in vitro au niveau des effets cytopathiques, de la viabilité cellulaire et des
titres viraux pour les macrophages péritonéaux, les thymocytes et les cellules non-

adhérentes spléniques. Aussi, la restriction partielle de la réplication virale chez ces
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cellules provenant des souris résistantes A/J proviendrait d’un controle cellulaire
intrinséque agissant probablement au niveau de la production de particules virales
infectieuses (Lamontagne ef al., 1989a). Une inhibition de I’ARN polymérase pourrait
¢galement bloquer une étape cruciale entre la fixation virale et la transcription des ARN

viraux (Lamontagne et al., 1989b).

Des études histopathologiques ont révélé que différents organes lymphoides,
dont le thymus et la rate, devenaient atrophiés chez les souris infectées par le virus
pathogéne L2-MHV3, mais non pas par le virus non pathogéne YAC-MHV3. De plus,
aucune 1ésion histopathologique n’a été observée chez les souris résistantes A/J infectées
par 'une ou l'autre des deux souches virales (Lamontagne et al., 1989b). Par ailleurs,
une infection et une lyse subséquente des cellules B 14.8 " et des cellules Thyl.2" ont
été notées entre 48 et 72 heures post-infection chez les souris susceptibles C57BL/6,
mais pas ou trés peu chez les souris résistantes A/J, infectées avec le virus pathogéne
L2-MHV3 (Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Lamontagne et al., 1989b). Il a été proposé
que Dintégrit¢ de la moelle osseuse serait primordiale dans la protection et
I’établissement de la phase aigu€ induite par le MHV3 puisque chez les souris A/J, les
désordres cellulaires et immunitaires dans différents organes lymphoides sont absents
(Lamontagne et al., 1989b; Jolicoeur et Lamontagne, 1994). Ces résultats ont donc
permis de démontrer que le virus MHV3 possede la capacité d’induire une
immunodéficience cellulaire et une hépatite soit aigué ou chronique en fonction de
facteurs relevant de la lignée murine ou de la souche de virus. De plus,
I’immunodéficience induite durant I’infection virale diminue les capacités de 1’hdte a

contrdler la propagation virale et a favoriser son élimination.

Il a été observé que les cellules T CD4" augmentaient fortement dans le foie des
souris infectées par le virus pathogéne L2-MHV3 alors que les populations thymiques et
intrahépatiques CD4'CD8" et CD4CDS8™ diminuaient au cours de I’infection virale
(Lamontagne et al., 1997). De plus, un changement dans 1’activation des cellules T a été
noté dans le foie, mais non pas dans la rate, soit le passage d’un phénotype o TCR™

vers un phénotype ofTCR"™® En fait, les lymphocytes oS TCR™ et oS TCR™E"
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exprimant fortement la molécule LFA-1 étaient augmentés dans le foie des souris
infectées par le virus L2-MHV3 (Lamontagne et al., 1997). Alors qu’une augmentation
de la population intrahépatique T CD4" était notée chez les souris infectées par le virus
L2-MHV3, cette population diminuait dans le foie des souris infectées par le virus non
pathogéne YAC-MHV3. Cependant, cette augmentation de cellules T CD4" était
accompagnée d’une diminution de cellules T CD8" intrahépatiques (Lamontagne et al.,
2001). Par ailleurs, la population intrahépatique T CD8" diminuait durant les 24
premieres heures d’infection par le virus YAC-MHV3, mais augmentait graduellement
jusqu’a 15 jours post-infection. Seules les cellules T CDS" intrahépatiques provenant des
souris infectées par le virus YAC-MHV3 répondaient ex vivo a la stimulation par la
ConA ou la phytohémagglutinine (PHA) (Lamontagne et al., 2001). Il a également été
observé que la population intrahépatique NK1.1" o TCR™ (NK-T) diminuait chez les
souris infectées par les virus L2-MHV3 ou YAC-MHV3 (Lamontagne et al., 2001). Ces
résultats suggerent donc que le phénotype atténuant du virus YAC-MHV3 serait relié a
deux observations, soient ’absence d’augmentation en cellules CD4 B TCR™ et
NK1.1"oBTCR™ ainsi que le recrutement et ’activation des cellules T CD8" dans le

foie (Lamontagne et al., 2001).

Lors d’une infection par les virus MHV, I’induction de I’apoptose est provoquée
par la protéine virale E. Cependant, elle peut étre empéchée par I’augmentation de
I’expression de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 chez les cellules infectées (An ef al.,
1999). Au niveau des cellules NK, il est connu que I'IL-2, I'IL-7 et I'[L-15, mais pas
I’IL-12, peuvent protéger ces cellules contre ’apoptose en augmentant I’expression de

Bcl-2 (Armant et al., 1995; Carson et al., 1997; Cooper et al., 2002).

2.4.3- L’hépatite chronique

Les souris semi-résistantes (C3H et SJL) a I’infection par le MHV3 présentent la
méme symptomatologie que celle de la phase aigué avec des lésions hépatiques moins
séveres, mais les souris survivant plus de 15 jours aprés I’infection développent une

maladie chronique. Il est possible de détecter un titre viral dans le foie, mais les
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particules virales sont généralement ¢liminées apres 7 jours post-infection au niveau des
feces et des liquides biologiques (Lamontagne et al., 1989a). Cependant, des antigénes
viraux peuvent étre retrouvés dans le foie des souris C3H ou SJL chroniquement
infectées et ce, jusqu’a 4 mois apres le début de I'infection par le virus MHV3 (Le

Prévost et al., 1975).

La résistance des souris SJL face au virus MHV3 serait attribuée au fait que ces
souris expriment un allele différent du récepteur viral, la molécule CEACAMI1b
(Barthold et Smith, 1987), alors que celui des souris susceptibles C57BL/6 est la
molécule CEACAMIla (Dveksler et al., 1991). De plus, la capacité du récepteur
CEACAMID a lier le virus MHV3 serait de 10 a 30 fois moindre que celle du récepteur
CEACAMIa (Ohtsuka et Taguchi, 1997). Le développement de la maladie chronique
chez ces souris semi-susceptibles serait associé a [’établissement d’une
immunodéficience partielle en cellules B et T. En effet, les réponses cellulaires et
humorales chez les souris chroniquement infectées sont diminuées, notamment au
niveau de la sécrétion d’IgG (Leray et al., 1982; Jolicoeur et Lamontagne, 1994). Plus
précisément, les cellules B et T spléniques sont diminuées dés 48 heures post-infection
et demeurent a des niveaux faibles jusqu’a 3 mois et/ou a la mort de ’animal. Ces
diminutions cellulaires sont associées a I’apoptose des cellules T thymiques, via
I’infection des cellules stromales, et des cellules pré-B et B myéloides (Jolicoeur et

Lamontagne, 1994).

2.4.4- Les variants de pathogénicité du virus MHV3

2.4.4.1- Production des variants de pathogénicité du virus MHV3

Différents variants de pathogénicité (atténués) du virus MHV3 ont été produits.
Ces variants constituent des outils trés importants pour 1’étude des processus
immunopathologiques. Ainsi, le variant faiblement atténué 51.6-MHV3 provient d’une
infection de cellules L2 par le virus pathogéne L2-MHV3 en présence de ’anticorps
monoclonal neutralisant A51 (Lamontagne et al., 1994). Ce variant d’échappement est

moins virulent que le virus L2-MHV3, car il provoque la mort des souris susceptibles
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C57BL/6 entre 5 et 9 jours. Il provoque une hépatite aigué en présence de foyers
hépatiques extensifs nécrotiques (Martin et al., 1994; Lamontagne et al., 1994). Tout
comme le virus pathogéne L2-MHV3, ce variant cause une immunodéficience en
lymphocytes B et T. Le variant peu atténué 51.6-MHV3 induit une immunodéficience en
cellules B et T suite a une infection par voie intrapéritonéale. Par contre, les
lymphocytes B sont diminués suite a une inoculation par voie intranasale, alors

qu’aucune diminution en lymphocytes T n’est observée (Lamontagne et al., 1994).

Le variant fortement atténué¢ CL12-MHV3 provient d’une infection de cellules
L2 par le virus pathogéne L2-MHV3 en présence de ’anticorps monoclonal neutralisant
A37 (Lamontagne et al., 1994). Ce second variant d’échappement est fortement atténué
car il provoque la mort des souris C57BL/6 plutot entre 8 et 10 jours. Il provoque
toutefois une faible hépatite avec la présence de foyers inflammatoires périvasculaires
(Martin et al., 1994; Lamontagne et al., 1994). Par ailleurs, il a été démontré que le
variant CL12-MHV3 n’était pas en mesure d’induire une immunodéficience en cellules

B et T suivant une inoculation intrapéritonéale ou intranasale.

Lamontagne et Dupuy (1984) ont généré un variant non pathogene, le YAC-
MHV3, suite a une infection persistante du virus pathogene L2-MHV3 sur la lignée
cellulaire lymphoide YAC-1. Bien que le variant non pathogéene YAC-MHV3 ait la
capacité de se répliquer au niveau du foie, ce dernier ne peut induire qu’une hépatite
subclinique chez les souris susceptibles C57BL/6 (Lamontagne et Dupuy, 1984). La
réplication virale est de courte durée au niveau du foie et les réponses humorales et
cellulaires sont sollicitées afin de permettre 1’élimination virale en moins de 14 jours
post-infection (Lamontagne et Dupuy, 1984; Lamontagne et al., 2001). Par ailleurs,
aucune immunodéficience en lymphocytes B et T n’est observée lors d’une infection par
ce variant non pathogéne, puisque ce dernier n’est pas en mesure d’infecter ni les

lymphocytes B, ni les DC thymiques (Lamontagne ef al., 1989b).

Le degré de pathogénicité de chacun des variants de pathogénicité se traduit aussi
par 1’évolution différente dans la production de particules virales infectieuses selon le

moment post-infection. Effectivement, la réplication virale dans le foie atteint un
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maximum vers 2 jours post-infection pour le virus pathogéne L2-MHV3, mais vers 8
jours pour le variant 51.6-MHV3. Au contraire, les particules virales infectieuses ne sont

pas détectées avant 4 jours dans le foie des souris infectées par le variant fortement

atténué CL12-MHV3 (Martin et al., 1994).

2.4.4.2- Le tropisme cellulaire des variants de pathogénicité du virus MHV3

Au contraire du virus parental pathogéne, le variant d’échappement 51.6-MHV3
n’est plus en mesure d’infecter les LSEC, mais a toutefois gardé la capacité de se
répliquer dans les KC, les cellules de Ito et les hépatocytes de souris C57BL/6 (Martin et
al., 1994).

Le second variant d’échappement, le CL12-MHV3, a perdu sa capacité d’infecter
les LSEC de méme que les KC, mais peut encore se répliquer dans les cellules de Ito et

les hépatocytes (Martin et al., 1994).

Le variant non pathogéne YAC-MHV3 n’est pas en mesure d’infecter les LSEC
et une diminution de la réplication a été observée chez des cellules de Kupffer

(Lamontagne et Dupuy, 1987; Lamontagne ef al., 1989b).

Ces différents variants de pathogénicité possédant des tropismes cellulaires
particuliers pourraient étre utiles afin de discriminer les rdles des cellules du foie
impliquées dans la tolérance hépatique, telles que les LSEC et les KC, dans

I’établissement de ’hépatite aigué induite par le virus MHV3.

2.5- Le récepteur spécifique reconnu des MHYV : la molécule CEACAM1
2.5.1- Structure et expression des molécules CEACAM

La molécule CEACAM est un membre de la famille des antigénes
carcinoembryonnaires et est engagée dans une variété de processus de croissance et de

différenciation cellulaires de méme que dans certaines pathologies (Nagaishi et al.,
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2006). Chez I’humain, la famille des protéines CEACAM compte 18 geénes et 11
pseudogenes localisés sur le chromosome 19q13.2. Onze différents isoformes de la
molécule CEACAM ont été identifiés chez ’humain alors que 4 de ces isoformes ont été
retrouvés chez la souris. Les ligands des molécules CEACAM sont essentiellement de
type bactérien ou viral. Effectivement, on a répertori¢ entre autre la protéine Opa de
Neisseria, la protéine OmpP5 de Haemophilus influenzae, les flagelles d’E. coli et de
Salmonella, de méme que la protéine de surface des virus MHV (Gray-Owen et
Blumberg, 2006). Cependant, plusieurs phénoménes cellulaires sont associés a des
interactions entre deux molécules CEACAM identiques (homophiliques) ou différentes
(hétérophiliques). La molécule CEACAMI est la plus conservée des molécules de la
famille CEACAM. Elle est constituée en position N-terminale d’une boucle Ig variable
(IgV) suivie d’une ou plusieurs boucles Ig de type C2 (IgC,) (Tan et al., 2002). La
région N-terminale est particulicrement impliquée dans les interactions cellulaires
homophiliques de méme que dans la reconnaissance et ’infection de certaines bactéries
et virus (Watt et al., 2001; Tan et al., 2002). Par ailleurs, les différentes boucles IgV et
IgC, peuvent étre glycolysées a des degrés divers (Lucka ef al., 2005) et sont maintenues
par une ancre membranaire a caractére hydrophobique constituée de
glycosylphosphatidylinositol (Kuespert et al., 2006). Un domaine cytoplasmique long
(71-73 aa; CEACAM-L) ou court (10-12 aa; CEACAM-S) compléte la structure de la
molécule (Figure 5). Ces deux domaines sont exprimés a des niveaux différents dans les
cellules et possédent des fonctions complétement opposées. En effet, la séquence
cytoplasmique longue possede deux régions ITIMs exercant des actions inhibitrices,
alors que la séquence cytoplasmique courte est considérée comme activatrice due au
manque de ces ITIMs (Gray-Owen et Blumberg, 2006). Cependant, le domaine court
posséde des sites de liaison pour la calmoduline (Edlund et al., 1996), la tropomyosine et
I’actine globulaire, suggérant une interaction de régulation avec le cytosquelette
(Schumann et al., 2001). 11 est a noter que I’activation des régions ITIMs permet le
recrutement et [’activation subséquente des molécules SHP (src homology phosphatase)-

1 et SHP-2, qui sont des tyrosine phosphatases (Chen et al., 2001).
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Figure 5. Structure et expression des différentes molécules CEACAM (Gray-Owen et
Blumberg, 2006).

La molécule CEACAMI est exprimée a la surface des cellules épithéliales, des
cellules endothéliales, des hépatocytes (Godfraind et Coutelier, 1998), des macrophages
(Coutelier ef al., 1994), des neutrophiles (Kuroki et al., 1992; Stocks et Kerr, 1993), des
cellules dendritiques (Kammerer et al., 2001) et des lymphocytes B (Coutelier et al.,
1994; Greicius et al., 2003). Ce récepteur n’est toutefois que tres faiblement exprimé,

voire absent, a la surface des cellules NK, des lymphocytes T CD4" et CDS", des
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lymphocytes exprimant un TCR-yd et des lymphocytes intestinaux intraépithéliaux
(Moller et al., 1996; Kammerer et al., 1998). Cependant, son expression augmente
lorsque les cellules T CD4" sont stimulées par le complexe TCR-CD3 ou par des
cytokines, telles que les IL-2, IL-7 ou IL-15 (Moller ef al., 1996; Kammerer et al., 1998;
Donda et al., 2000; Boulton et Gray-Owen, 2002).

2.5.2- Roles associés au récepteur CEACAM1

Les molécules CEACAM agissent généralement via leur adhésion cellulaire par
des interactions homophiliques ou hétérophiliques (Benchimol et al., 1989). Plusieurs
¢tudes ont été effectuées afin de déterminer les rdles reliés aux molécules CEACAM.
Elles sont impliquées notamment dans la néogenese vasculaire (Wagener et Ergun,
2000), le développement des tumeurs (Fournes et al., 2001), ’architecture tissulaire
(Ilantzis et al., 2002; Kirshner et al., 2003), le métabolisme de I’insuline (Najjar, 2002)
de méme que ’apoptose et I'inhibition des cellules tumorales (Fournes et al., 2001;

Kirshner et al., 2003; Nittka et al., 2004).

Ces fonctions ont été particulierement étudiées a I’aide de souris knock-out pour
le géne Ceacaml (Ceacaml™). Des études ont rapporté que les souris Ceacaml”
possédaient une néovascularisation et un remodelage vasculaire réduits a I’age adulte
(Horst et al., 2006). Par contre, le VEGF (vascular endothelial growth factor) augmentait
I’expression de CEACAMI1 et vice-versa, favorisant ainsi la formation de
microvaisseaux et 1’activation de molécules pro-angiogéniques (Ergun ef al., 2000). Il a
également été démontré que les souris Ceacaml” étaient hyper-insulinémiques et
résistantes a 1’insuline, en conséquence d’un probléme d’élimination de I’insuline dans
le foie. Cette anomalie serait causée par I’absence d’endocytose du complexe insuline-
récepteur a D’insuline, effectuée par la molécule CEACAMI, réduisant ainsi la
dégradation normale de I’insuline dans les lysosomes (Soni ef al., 1999; Najjar, 2002).
Finalement, bien que la molécule CEACAMI soit souvent associée a différentes
tumeurs, dont le cancer du colon (Leung ef al., 2006), des actions anti-tumorales lui ont

¢galement ¢été attribuées. En effet, I’isoforme CEACAMI1-4S est en mesure d’induire
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I’apoptose via I’activation de la molécule Bax tout en favorisant le retour des cellules

mammaires cancéreuses vers un état phénotypique normal (Kirshner et al., 2003).

2.5.3- Réles du récepteur CEACAMI sur les cellules immunitaires

Les effets de I’expression des molécules CEACAM sur les fonctions de
différents types cellulaires sont de plus en plus étudiés. Ainsi, I’inhibition de I’activité
cytotoxique des cellules NK, indépendante du CMH-I, résulte d’une liaison
homophilique de la molécule CEACAMI a la surface de ces cellules (Markel et al.,
2002a). 11 est toutefois essentiel que la molécule CEACAMI1 exprime la forme longue de
la queue intracytoplasmique afin d’exercer son action inhibitrice (Watt et al., 2001). Cet
effet est reli¢ a ’absence de la molécule TAP2 et au fait que la molécule CMH-I n’est
plus en mesure d’étre exprimée a la surface des cellules, les rendant donc susceptibles a
une action cytotoxique de la part des cellules NK (Moretta et Moretta, 2004).
Cependant, une augmentation de 1’expression de CEACAMI1 a été observée chez des
patients déficients pour la molécule TAP2, ce qui expliquerait I’inhibition de Iactivité
cytotoxique des cellules NK. Effectivement, une interaction homophilique entre

molécules CEACAMI permet de supprimer les fonctions cytotoxiques de ces cellules
(Markel et al., 2004a; Markel et al., 2004D).

Tres peu d’études ont été effectuées afin de déterminer 1’action de la molécule
CEACAMI sur les cellules NK-T. Il a été¢ démontré que 1’incubation de cellules NK-T
avec I’anticorps Kat4c, provoquant un « cross-linking » avec les molécules CEACAMI,

diminuait de fagon importante la sécrétion d’IFN-y par ces cellules (Markel et al.,

2002b).

Une ¢étude effectuée avec les cellules de la lignée Jurkat (cellules T) transfectées
avec les isoformes CEACAMI1-3L (3L) ou CEACAMI-3S (3S) a montré que I’isoforme
3L, mais pas I’isoforme 3S, inhibait la sécrétion des cytokines autant de type Th1l (IFN-
Y) que de type Th2 (IL-4) (Nagaishi et al., 2006). Cette inhibition pouvait toutefois étre

compensée par la perte des motifs ITIMs, I’inhibition de SHP-1 ou la transfection des
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cellules Jurkat par I’isoforme 3S. Ainsi, la molécule CEACAMI-3L serait en mesure
d’inhiber D’activation des cellules T induites par le CD3 et le CD28, qui dans des
conditions normales, provoquerait subséquemment 1’activation des voies ERK MAPK,
JNK, mais non pas la voie p38 MAPK, et la production des cytokines de type Thl et
Th2 (Kaminska, 2005). Une autre étude a été réalisée avec des cellules T spléniques
durant leur différenciation en cellules effectrices Thl ou Th2 en présence de la
glycoprotéine de surface du virus MHV comme ligand spécifique de la molécule
CEACAMI. Dans ce modele, il a été plutdot montré que la liaison de la molécule
CEACAMI, normalement exprimée lors de la différenciation cellulaire des cellules T
spléniques, provoquait une inhibition de la sécrétion des cytokines de type Thl (IFN-y),
mais pas celles des Th2 (IL-4). Ces résultats suggerent donc que la différenciation des
lymphocytes en Thl est plus sensible a D’inhibition par le CEACAMI1 que la
différenciation en Th2 (Iijma et al., 2004).

Les cellules B murines expriment de fagon équivalente les isoformes
CEACAMI1-2 et CEACAMI-4, ce qui correspond a un rapport semblable des domaines
intracytoplasmiques long et court (Coutelier et al., 1994; Greicius et al., 2003). L’action
inhibitrice ou activatrice du CEACAMI1 sur les cellules B dépendrait plutot de I’état
fonctionnel de la cellule et de ’expression des molécules CEACAMI a la surface. Il a
été rapporté que I’expression de CEACAMI n’était pas affectée par le récepteur a I'lL-4
de méme que par P’activation du TLR4 par des agonistes spécifiques (Greicius et al.,

2003).

Au niveau des neutrophiles, I’expression de la molécule CEACAMI est
rapidement augmentée en réponse a différents signaux activateurs (Kuroki et al., 1992;
Stocks et Kerr, 1993). Bien que les interactions CEACAM-CEACAM ne soient pas
suffisantes pour permettre une adhérence adéquate des neutrophiles a la surface des
cellules endothéliales, la voie de signalisation dépendante du CEACAM affecterait les
fonctions des intégrines (Muenzner et al., 2005). 1l est toutefois intéressant de constater
que l’activation de la molécule CEACAMI permettrait aux neutrophiles de résister
davantage a I’apoptose, préservant une défense adéquate aux sites d’infection (Singer et

al., 2005).
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Une seule étude a rapporté que I’incubation de cellules dendritiques murines avec
I’anticorps monoclonal AgB10, spécifique pour la molécule CEACAMI1, modifiait le
phénotype cellulaire et ’expression des marqueurs de surface de ces cellules. De plus,
I’AgB10 permettait la libération des chimiokines MIP-1a et MIP-2 et contribuait a la
différenciation des cellules T en Thl par leur sécrétion d’IL-6 et d’IL-12 (Kammerer et

al.,2001).

2.5.4- Signalisation intracellulaire induite par le CEACAM1

Les fonctions inhibitrices de la molécule CEACAM dépendent de I’activation de
la séquence intracytoplasmique longue qui est en association avec des domaines ITIMs
auxquels les tyrosine phosphatases SHP-1 et SHP-2 peuvent s’y fixer et exercer leurs
fonctions inhibitrices (Huber ef al., 1999; 1zzi et al., 1999). Cette action inhibitrice serait
en fait modulée par la région C-terminale de la molécule CEACAMI1a, plus précisément
au niveau de la Tyrosine 488 (Tyr488) (Huber et al., 1999; 1zzi et al., 1999). En effet,
des mutations au niveau de la Tyr488 ou des régions de la partie C-terminale
empécheraient I’inhibition de la croissance des cellules tumorales naturellement
provoquée par I’action du CEACAMI. Au contraire, la délétion du domaine N-terminal
de la molécule CEACAMI1 n’aurait aucun effet sur la croissance des cellules tumorales

(Izzi et al., 1999).

Il a également été constaté que la molécule CEACAMI pouvait étre impliquée
dans la régulation du cycle cellulaire. Une étude a démontré que la densité des molécules
CEACAMI a la surface cellulaire co-régulait différemment la synthése d’ADN chez la
lignée épithéliale NBT-II via I’activation de la voie ERK-1/2 MAPK et de la p27*"!,
I’inhibiteur de kinase cycline-dépendante (Scheffrahn et al., 2005). En effet, lorsque les
cellules épithéliales soumises continuellement a une forte concentration de sérum de
veau feetal (FCS) étaient incubées avec un anticorps anti-CEACAMI, la voie ERK-1/2
MAPK ¢était activée et la synthése d’ADN ¢était augmentée alors que I’expression de la
p27 était diminuée. Au contraire, lorsque des cellules cultivées dans un milieu pauvre en

FCS étaient incubées en présence de 1’anticorps anti-CEACAMI, les réponses des voies
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de signalisation intracellulaires mentionnées précédemment étaient inversées
(Scheftrahn et al., 2005). Ainsi, ces observations supportent I’hypothése que la molécule
CEACAMI1 provoque I’inhibition de la prolifération cellulaire chez des cellules
cultivées en présence de facteurs de croissance alors qu’elle coactive la prolifération

chez les cellules cultivées en milieu appauvri.

Au niveau de I’apoptose cellulaire, certaines études ont montré que la liaison
d’un anticorps spécifique a la molécule CEACAMI-L, via le fragment Fab ou le
fragment Fc soluble, provoquait la survie des granulocytes de rat. Cet effet anti-
apoptotique est dii a ’activation des molécules SHP-1 et ERK-1/2 MAPK en plus d’une
diminution de la caspase-3 (Singer et al., 2005). Dans un méme ordre d’idée, il a été
démontré que la survie des monocytes humains pouvait étre améliorée par une
interaction homophilique CEACAM1-CEACAMI1 provoquant une augmentation de la
molécule anti-apoptotique Bcl-2 et une élimination de la caspase-3. Cette protection
serait dépendante de I’activation de la voie PI3K/Akt, mais non pas de celle de la voie
ERK-1/2 MAPK (Yu et al., 2006). La différence dans I’activation de la voie ERK-1/2
MAPK chez des granulocytes de rat versus des monocytes humains s’explique par le fait
que les cellules humaines n’expriment que I’isoforme CEACAMI-L alors que les
granulocytes de rat expriment les isoformes CEACAMI-L et CEACAMI1-S dans un
rapport de 2.2 2 2.9:1 (Singer et al., 2002).

Par ailleurs, I’expression de CEACAMI est différente selon I’activation du
lymphocyte B. Lorsqu’un anticorps anti-CEACAMI est ajouté en présence d’un anti-
IgM, le lymphocyte B entre en prolifération cellulaire et devient sécréteur d’Ig, mais
sans toutefois permettre la commutation isotypique. Cette activation serait dépendante
de I’activation de la voie JNK, mais en relation avec les molécules p38 ou ERK-1/2

MAPK (Greicius et al., 2003).

2.5.5- Régulation du récepteur CEACAM1

Bien que la molécule CEACAMI soit impliquée dans plusieurs pathologies,

telles que le cancer du poumon ou le cancer du cdlon (Sienel et al., 2003; Leung et al.,
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20006), celle-ci peut étre régulée différemment en fonction des stimuli présents. Or, peu
d’études existent sur la régulation des différentes molécules de la famille CEACAM.
Lors d’une infection par Neisseria gonorrhoeae, il a été démontré que I’expression de la
molécule CEACAMI était augmentée suite a une activation préalable du facteur NF-xB
(Muenzner et al., 2001; Muenzner et al., 2002). De plus, il a été observé que 'TFN-y,
mais pas I'IL-1B, le LPS ou des bactéries vivantes augmentaient I’expression des
molécules CEACAMI1 et CEACAMSG6 a la surface des cellules cancéreuses du colon
humain tout en favorisant leur différenciation cellulaire (Fahlgren et al., 2003). Par
ailleurs, cette augmentation d’expression suite a un traitement par I'IFN-y serait

provoquée par I’activation du facteur 1 de régulation de I'interféron (IRF-1) (Chen et al.,

1996).

Au contraire, dans le cas du modéle murin d’infection par le virus MHV3, il a été
montré que I’addition d’IFN-y a des macrophages provenant de souris résistantes A/J
permettait une diminution de la synthése des ARN viraux de méme que la synthése des
nouvelles particules virales. Cette résistance serait due a une diminution de 1’expression

du récepteur Bgpl (maintenant appelé CEACAM1) par 'I[FN-y (Vassao et al., 2000).

2.6- Les récepteurs viraux non spécifiques des coronavirus
2.6.1- Les régions riches en héparanes sulfates

Les glycosaminoglycanes sont des chaines linéaires de disaccharides répétés pour
lesquels un des résidus consiste en I’acide hexuronique (I’acide D-glucoronique ou
I’acide L-iduronique) et I’autre résidu, la D-glucosamine ou la D-galactosamine (Poiesi
et al., 2007). Les glycosaminoglycanes peuvent étre divisés en 4 sous-populations soient
les héparines et les héparanes sulfates, les chondroitines et dermatanes sulfates, les
kératanes sulfates et finalement, 1’acide hyaluronique (Poiesi et al., 2007). Les héparanes
sulfates pourraient théoriquement étre constitués de plus de 48 disaccharides différents,

mais seulement 23 structures ont pu étre identifiées in vivo (Esko et Selleck, 2002).
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Cette hétérogénicité structurale permettrait aux héparanes sulfates d’interagir avec
plusieurs protéines fonctionnelles, telles que les facteurs de croissance, les cytokines, les
chimiokines, les lipases, les protéases et les molécules d’adhésion cellulaire (Parish,
2006). Effectivement, il a été montré que les IL-1f, IL-2, IL-4, TNF-o et IFN-y
pouvaient se lier aux régions héparanes sulfates dans des conditions de pH
physiologique (Fernandez-Botran et al., 1999) et que certaines cytokines pro-
inflammatoires, telles que I'IL-1 et le TNF-0, pouvaient augmenter I’expression des
molécules d’héparanes sulfates a la surface des cellules endothéliales vasculaires
(Clasper et al., 1999; Gotte, 2003). De plus, il y aurait trois fagons par lesquelles les
héparanes sulfates contrdleraient les fonctions des chimiokines. Dans un premier temps,
les chimiokines seraient protégées de la protéolyse par liaison avec les héparanes
sulfates (Webb et al., 1993; Sadir et al., 2004). Egalement, ces régions joueraient un role
dans I’immobilisation des chimiokines a la surface des cellules endothéliales vasculaires
permettant la création d’un gradient de concentration (Middleton et al., 2002; Li et al.,
2002). Finalement, le transport actif des chimiokines au travers des cellules
endothéliales (phénoméne de transcytose) serait dépendant des héparanes sulfates
(Middleton et al, 1997). Les héparanes sulfates seraient donc particulierement
impliquées dans le processus de transmigration des leucocytes (diapédese) au travers des
cellules endothéliales. De méme, il est connu que les sélectines-L et sélectines-P
pourraient interagir avec les héparanes sulfates favorisant cette transmigration cellulaire

(Gotte, 2003; Parish, 2006).

Il est également connu que les récepteurs héparanes sulfates jouent un role
critique dans I’infectivité de plusieurs virus, particulierement au niveau de 1’attachement
viral. Effectivement, ces régions pourraient servir de facteur d’attachement de faible
spécificité (Liu et Thorpe, 2002), de récepteur d’attachement spécifique (Liu et Thorpe,
2002) ou de récepteur provoquant la fusion membranaire (Tiwari et al., 2004). Des
¢tudes ont montré que le virus de I’herpes simplex de type 1 (HSV-1) utilisait les régions
riches en héparanes sulfates pour fusionner avec la membrane cellulaire (Tiwari et al.,

2004). Egalement, la protéine p17 du virus de I’'immunodéficience humaine de type 1
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(HIV-1) se lierait & I’héparane sulfate provoquant I’activation des lymphocytes T CD4"
(Poiesi et al., 2007).

Bien que la molécule CEACAMI soit considérée comme le récepteur spécifique
reconnu des MHYV, certaines études ont montré que les coronavirus pouvaient utiliser
des régions riches en héparanes sulfates comme voie d’entrée ou d’activation cellulaire.
Le virus IBV, un coronavirus aviaire, de concert avec I’acide sialique, peut se lier a
I’héparane sulfate afin de permettre une fixation virale adéquate (Madu et al., 2007). Le
MHV-A59 peut aussi se fixer a cette molécule, mais seulement lorsque la protéine de
surface a subi des mutations apres plusieurs passages in vitro. Ces mutations seraient
suffisantes pour permettre un changement d’un tropisme restreint a la molécule
CEACAMI a un tropisme plus large reli¢ aux régions riches en héparanes sulfates. Cette
voie d’attachement et d’entrée peut également étre augmentée ou inhibée par I’ajout
d’héparinase ou d’héparine respectivement (de Haan et al., 2005). La région amino-
terminale de la protéine S, plus précisément le site de liaison au récepteur CEACAMI et
la partie centrale de la protéine S, contenant entre autres la région HR1, serait importante
dans le tropisme li¢ aux héparanes sulfates (de Haan ef al., 2006). Cependant, une étude
effectuée avec le virus neurotropique MHV-JHM a permis de démontrer que le mutant
str7, qui n’est plus en mesure de se lier au récepteur CEACAMI et qui ne peut infecter
les cellules permissives BHK, a la capacité de se lier a des régions riches en héparanes
sulfates sans toutefois entrer dans la cellule-cible. Les auteurs ont donc proposé que les
régions riches en héparanes sulfates ne seraient pas des facteurs cellulaires utilisés lors

d’une infection indépendante du récepteur CEACAMI1 (Watanabe et al., 2007).

2.6.2- Les récepteurs Toll-like (TLR)

La réponse immunitaire innée est en mesure d’initier une défense cellulaire basée
sur la reconnaissance non clonale de constituants microbiens. Cette détection est permise
par des motifs conservés, appelés PAMPs (pathogen-associated molecular patterns),
exprimés par une grande variété de micro-organismes pathogenes. Ces motifs incluent la

flagelline, le peptidoglycan, le LPS et les ARNdb. Les TLRs et Nod (nucleotide-binding
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oligomerization domain) sont deux classes de récepteurs impliqués dans la
reconnaissance des bactéries et dans I’activation de la réponse immunitaire innée
(Athman et Philpott, 2004). Les PAMPs sont reconnus par différentes cellules du
systéme immunitaire dont entre autres, les monocytes/macrophages, les cellules NK et
les cellules dendritiques (Mukhopadhyay et al., 2004). Cependant, certaines cellules,
telles que les cellules épithéliales du tractus gastrointestinal, semblent étre insensibles a
plusieurs PAMPs. En effet, certaines études ont montré que ces cellules n’exprimaient
pas ou trés faiblement les TLRs a leur surface ou les co-récepteurs permettant la
reconnaissance adéquate des PAMPs et I’induction de la signalisation intracellulaire

(Abreu et al., 2001; Backhed et al., 2003).

Les TLRs sont des protéines transmembranaires de type 1 possédant au niveau
extracellulaire un domaine riche en leucine et au niveau intracellulaire, un domaine TIR
(Toll/IL-1R gene homology) (Athman et Philpott, 2004). Cependant, certains TLRs ne
se retrouvent pas a la surface de la cellule, mais sont plutdt exprimés dans des vésicules
intracellulaires. Il s’agit des TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 (Kajita ef al., 2006). Il existe
chez ’humain 10 TLRs différents et chacun de ces récepteurs est en mesure de
reconnaitre des constituants étrangers particuliers. Les plus connus sont les TLR2,
TLR3, TLR4 et TLR7 qui reconnaissent respectivement les lipoprotéines bactériennces
(peptidoglycan), les ARNdb, le LPS et les ARNsb (Athman et Philpott, 2004;
Mukhopadhyay et al., 2004). Plusieurs mécanismes ont été proposés par lesquels les
TLRs pouvaient discriminer les antigénes du soi et du non-soi. Ces mécanismes incluent
les interactions homophiliques et hétérophiliques entre TLRs ou encore I’interaction
entre un TLR et un récepteur non-TLR impliqué dans la défense innée (Mukhopadhyay

et al., 2004).

La signalisation intracellulaire induite lors de la reconnaissance du TLR avec son
ligand est médi¢e par plusieurs molécules considérées comme des « adapteurs ». La
majorité des TLRs utilisent la molécule MyD88 (myeloid diffenciation factor 88) afin de
transmettre le signal au niveau intracellulaire (Takeda er al., 2003). Cette molécule
permet le recrutement de différents isoformes d’IRAK (IL-1R-associated kinase) qui,

associés a TRAF-6 (TNF receptor-associated factor 6), activeront les molécules JNK et
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NF-xB, permettant finalement la transcription des génes impliqués dans la réponse
inflammatoire (Athman et Philpott, 2004). Les voies de signalisation induites par les
TLR3 et TLR4 peuvent toutefois étre MyD88-indépendantes. En effet, bien qu’aucune
activation du NF-kB et des cytokines inflammatoires n’ait été notée chez des souris
MyD88™" traitées avec du LPS, la production d’IFN-B induite par la molécule IRF-3
reste tout a fait normale (Kawai et al., 1999). Les molécules TIRAP (Toll/IL-1R
domain-containing adaptor protein), mieux connues sous le nom de « Mal» sont
d’autres adapteurs qui seraient impliqués dans les voies de signalisation MyD88-
indépendantes induites par les TLR2 et TLR4, mais non pas par les TLR3, TLRS ou
TLRY9 (Horng et al., 2001; Fitzgerald et al., 2001; Yamamoto et al., 2002; Horng et al.,
2002). Les molécules TRIF (TIR-containing adaptor-inducing IFN-P) seraient plutot
impliquées dans les voies de signalisation MyD88-indépendantes induites par les TLR2
et TLR3 pour la production d’IFN-B (Yamamoto et al., 2003a). Finalement, les
molécules TRAM (TRIF-related adaptor molecule) exerceraient un role similaire aux
molécules TRIF, a I’exception du fait qu’elles seraient limitées au TLR4 seulement
(Yamamoto et al., 2003b). Une étude a montré que les TLRs pouvaient étre régulés
négativement par les récepteurs Fcy. Effectivement, la liaison du récepteur Fcy a la
surface des macrophages ou des lymphocytes B induirait une réponse anti-

inflammatoire, réduisant ’activation des TLRs présents chez ces cellules (D’ Andrea et

al., 1995; Sutterwala et al., 1998).

Dans le domaine de la virologie, les chercheurs ont souvent associé¢ a un virus la
notion de récepteur spécifique et de co-récepteur. Cependant, certains récepteurs ne sont
pas nécessairement impliqués dans la fixation et ’entrée virale dans la cellule-cible. En
effet, certains récepteurs non-spécifiques, tels que les TLRs peuvent agir comme des
inducteurs de cytokines inflammatoires. Il a été démontré que les molécules TLR2 et
CD14 étaient en mesure de servir de site de fixation a la protéine d’enveloppe du
cytomégalovirus humain (HCMV) et d’induire la libération de cytokines inflammatoires
via P’activation du NF-xB (Compton et al., 2003). Le virus HSV-1 est également en
mesure d’interagir avec les TLR2 et TLRY, mais non pas avec le TLR4 dans la

production de médiateurs inflammatoires, dont la molécule MCP-1. Par ailleurs, la
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mortalité des souris infectées avec le HSV-1 peut étre grandement diminuée lorsque le
gene codant pour le TLR2 est déficient (Kurt-Jones et al., 2004; Sato et al., 2006). Des
composants viraux autres que la protéine de surface peuvent également reconnaitre des
TLRs. Dans le cas du HBV, les protéines constituant la capside sont en mesure d’induire
la libération de TNF-o, d’IL-6 et d’IL-12p40 par sa fixation au TLR2. Cette activation
serait également dépendante des voies de signalisation p38 et ERK-1/2 MAPK de méme
que de celle du NF-xB (Cooper et al., 2005). La protéine « core » et la protéine non-
structurale NS3 du HCV peuvent aussi induire une réponse inflammatoire via le TLR2
chez des macrophages. Cette induction serait favorisée par I’activation des molécules
IRAK, p38 et ERK-1/2 MAPK, JNK, NF-kB et AP-1 (Dolganiuc et al., 2004). Par
ailleurs, les concentrations élevées de TNF-oo dans le sérum des patients infectés
chroniquement par le HCV seraient dues a ’augmentation de I’expression du TLR2 a la

surface des monocytes, mais non pas a celle du TLR4 (Riordan et al., 2006).

Une dérégulation des cytokines a été proposée afin d’expliquer la sévérité de la
réponse inflammatoire induite lors d’une infection par le virus du SARS. En fait, il a été
observé que le facteur suppresseur de cytokines SOCS3 était diminué lors d’une
infection des cellules épithéliales intestinales Caco2 par le virus du SARS. Par ailleurs,
les niveaux d’IL-6 étaient relativement élevés lors de cette méme infection. Cette
régulation serait corrélée avec I’expression des récepteurs TLR4 et TLRY, qui est
augmentée lors d’une infection par le virus du SARS (Okabayashi et al., 2006). 11 est
¢galement connu que la pathogénése des infections induites par les coronavirus murins
et humains implique les interférons de type 1 (o et B) (Yilla et al., 2005; Cheung et al.,
2005) et de type 2 (Moreira et al., 2004). Lors d’une infection par le virus MHV-AS59,
les cellules dendritiques plasmacytoides sont en mesure de contrer la réplication virale
via la production d’IFN-a. Cette induction serait médiée par I’interaction du TLR7 avec
I’ARN viral présent au niveau intracytoplasmique lors de la réplication (Cervantes-

Barragan et al., 2007).
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2.7- Hypotheses

Le virus de I’hépatite murine de type 3 constitue un modele unique dans 1’étude
des différents problémes immunopathologiques reliés aux hépatites virales. De plus,
comme le virus MHV3 appartient a la famille des coronavirus, il peut servir de modele
pour D’identification des mécanismes impliqués dans les processus d’inflammations
aigu€s, dont ceux induits par le virus du SARS. L’objectif principal de ce travail est
d’identifier les voies de défense immunitaire innée impliquées dans 1’hépatite aigué

induite par le virus MHV3 chez les souris susceptibles génétiquement C57BL/6.

A) Nous avons montré dans la revue de la littérature que les cellules NK,
provenant de la moelle osseuse et de la rate, sont rapidement recrutées dans le foie lors
d’une infection virale (Wang et al., 2005). L’importance des cellules NK est mise en
¢vidence a I’aide du modele de I’hépatite aigue induite chez la souris C57BL/6 par le
coronavirus MHV3. Ainsi, il a été montré que 1’élimination in vivo des cellules NK chez
la souris infectée par le virus MHV provoquait une aggravation de I’hépatite (Bukowski
et al., 1983). De plus, il avait précédemment été observé que les cellules NK spléniques
recrutées au niveau du foie des souris infectées par le virus MHV-JHM exercaient leur
activité cytotoxique mais sans la production d’IFN-y (Stohlman et al., 1983). Ainsi, ces
observations suggerent des déficits fonctionnels des cellules NK recrutées dans le foie

lors de I’hépatite aigué€ induite, ce qui favoriseraient I’aggravation de cette hépatite.

B) Dans le mod¢le de I’hépatite aigué induite par le MHV3, il a été montré que
les populations intrahépatiques NKI.I"oBTCR™ et NKI1.1'apTCR™® (NK-T)

inter

diminuaient alors que les cellules CD4 o TCR™“'LFA-1" augmentaient dans le foie de
souris infectées par le virus L2-MHV3 dans les trois premiers jours de I’infection
(Lamontagne et al., 1997; Lamontagne et al., 2001). Ces modifications dans les
populations lymphocytaires intrahépatiques pourraient résulter d’un débalancement de
I’équilibre entre 1’état de tolérance hépatique et la réponse inflammatoire suite a
I’infection virale. Les hépatocytes, les LSEC et les KC sont des cellules-cibles pour le
virus MHV3 et peuvent étre rendues dysfonctionnelles suite a 1’infection virale (Martin

et al., 1994). Le role de ces cellules dans le développement de 1’hépatite aigué est
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renforcé par le fait que des variants viraux ayant perdu leur capacité a infecter ’'une ou
I’autre de ces cellules-cibles induisent des hépatites de gravité réduite (Martin et al.,
1994). Comme I’état de tolérance hépatique est sous le controle des LSEC et/ou des KC
qui sécretent des cytokines immunosuppressives, il est suggéré que la susceptibilité des
LSEC et des KC a I’infection virale régulerait anormalement les sous-populations NK et
NK-T de méme que la production des cytokines immunosuppressives telles que 1’I[L-10,

le TGF-J et la PGE,.

C) Il a été démontré que I’injection d’IL-12 et d’IL-18 a des souris susceptibles
les protégeait contre une infection par le virus MHV3 suite a ’augmentation d’IFN-y
(Moreira et al., 2004). Cependant, la ou les cellule(s) responsable(s) de cette protection
n’a (ont) pas été identifice(s). De plus, les cellules NK recrutées au niveau du foie lors
d’une infection par le virus MHV-JHM n’étaient plus en mesure de sécréter de 'IFN-y
(Stohlman et al., 1983). La production de I'IL-12 et de I'IL-18 intrahépatique dépend
principalement de I'intégrité des KC, des LSEC et des cellules dendritiques, mais ces
cellules, exprimant le récepteur CEACAM 1a, sont aussi des cibles pour I’infection virale
(Martin et al., 1994; Coutelier et al., 1994; Godfraind et Coutelier, 1998). Il est
¢galement connu que la production d’IFN-y chez des cellules NK en présence des I1L-12
et IL-18 nécessite 1’activation de plusieurs molécules dont les ITAMs, et des voies de
signalisation p38 et ERK MAPK (Ortaldo et al., 2006). D’autre part, la réplication des
virus MHV serait dépendante de I’activation de la voie p38 MAPK (Banerjee et al.,
2002). En conséquence, il est proposé que I’hépatite aigué induite par le virus MHV3
soit associée a une diminution des niveaux hépatiques d’IL-12 et d’IL-18, responsables
d’une diminution ou de I’absence de production d’IFN-y. Ainsi, ’addition d’IL-12 et
d’IL-18 recombinantes a des cellules NK pourrait induire une production d’IFN-y, une
production qui pourrait étre augmentée par 1’activation de la voie p38 MAPK suite a

I’induction de la réplication virale.

D) D’autre part, I’hépatite aigué refléte I’induction d’une réponse inflammatoire
rapide pouvant résulter d’une forte augmentation de cytokines inflammatoires. Il a été

observé que le virus du SARS, un coronavirus humain, pouvait induire une forte réponse
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inflammatoire, caractérisée par une production élevée d’IL-6 et de TNF-o (Drosten et
al., 2003; Wang et al., 2007), mais les mécanismes responsables ne sont pas connus. Il

est propos¢ que :

1) La fixation du virus MHV3 a son récepteur spécifique, la molécule CEACAMIa,

pourrait moduler la production de ces cytokines.

2) D’autre part, les virus MHV seraient en mesure d’induire une réponse inflammatoire

par ’activation de certains TLRs.

3) Les régions riches en héparanes sulfates pourraient également agir comme des

récepteurs non spécifiques pour des coronavirus via leur protéine S.

Donc, I’hépatite aigué induite par le virus MHV3 serait alors engendrée par une
production accrue d’IL-6 et de TNF-o dépendante de la fixation de la protéine virale S
sur des régions riches en héparanes sulfates et sur la molécule TLR2 a la surface des

cellules de type macrophagique et modulée par 1’engagement de la molécule
CEACAMIla.

Dans cette these, ces hypothéses seront donc étudiées et les résultats seront

présentés sous forme d’un article soit publié, accepté ou soumis.



3- RESULTATS
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3.1- Article 1

L’objectif de cet article était de démontrer que I’hépatite aigué induite chez la
souris susceptible C57BL/6 par le virus pathogéne L2-MHV3 pouvait engendrer une
déficience au niveau de la réponse immunitaire innée, particulicrement celle des cellules
NK, provoquant ainsi une mortalité rapide des souris susceptibles. L’originalité de cet
article a été¢ de démontrer pour la premiere fois que les cellules NK myéloides pouvaient
étre infectées par un virus MHV. De plus, cet article a mis en évidence que les cellules
NK recrutées de la moelle osseuse et de la rate pouvaient jouer un réle essentiel dans la
protection antivirale durant une hépatite aigué. Egalement, il a été possible de montrer
que I'IL-15 possédait un role important dans la survie des cellules NK au cours de
I’infection par un virus MHV. En fait, la permissivité des cellules NK a I’infection par
les coronavirus n’avait jamais été envisagée et cette découverte a permis a d’autres
chercheurs de mettre en évidence la présence de la molécule CEACAMI chez ces

cellules.

Mon rbéle dans cet article a ¢été d’effectuer et d’analyser les expériences
présentées par les figures 8c, 9 et 10. Plus particulicrement, j’ai travaillé au niveau de
I’activité cytotoxique des cellules NK intrahépatiques in vivo ainsi que sur I’effet de

I’IL-15 sur I’apoptose des cellules NK intrahépatiques et my¢loides in vitro.



67

MURINE VIRAL HEPATITIS INVOLVES NK CELL DEPLETION ASSOCIATED

WITH VIRUS-INDUCED APOPTOSIS

M. LEHOUX, A. JACQUES, S. LUSIGNAN, & L. LAMONTAGNE
Département de microbiologie et d’immunologie

Université de Montréal, Canada

Publi¢é dans la revue Clinical and Experimental Immunology (2004)

Volume 137, pp 41-51



68

3.1.1- Abstract

Mouse hepatitis virus type 3 (MHV3), a coronavirus, is an excellent animal
model for the study of immunological disorders related to acute and chronic hepatitis. In
this study, we have verified if the fulminant hepatitis induced by MHV3 could be
related to an impairment of innate immunity. Groups of three C57BL/6 mice were
infected with the pathogenic L2-MHV3 or attenuated YAC-MHV3 viruses, and the
natural killer (NK) cell populations from liver, spleen and bone marrow were analysed.
The percentage of intrahepatic NK1.1'T cell receptor (TCR) cells did not increase
while NK1.1"TCR™" cells decreased in both L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected
mice. Concurrently, splenic and myeloid NK1.1" cells decreased in L2-MHV3-infected
mice. However, the cytotoxic activity of NK cells increased in liver and decreased in
bone marrow from pathogenic L2-MHV3-infected mice while no modification was
detected in YAC-MHV3-infected mice. Flow cytometric analysis revealed that both
normal and larger splenic or myeloid NK cells decreased more in pathogenic L2-
MHV3-infected mice than in attenuated YAC-MHV3-infected mice. In vitro viral
infections of interleukin (IL)-15-stimulated lymphoid cells from liver and bone marrow
revealed that L2-MHV3 induced higher decreases in cell viability of NK1.1" cells than
the YAC-MHV3 variant. The NK cell decreases were due to the viral permissivity
leading to cytopathic effects characterized by cell rounding, syncytia formation and
apoptosis. Larger NK' syncytia were observed in L2-MHV3-infected cells than in
YAC-MHV3-infected cells. These results suggest that NK cell production is impaired

by viral infection favouring fulminant hepatitis.

3.1.2- Introduction

Hepatitis is an inflammatory state induced by various causes, such as bacteria
and viruses. The viral persistence in liver is associated with a chronic hepatitis leading to
cirrhosis, hepatic carcinoma and death (Briton et Nathanson, 1981; Byrne et Oldstone,
1985; Sissons et Borysiewicz, 1985). The role of natural killer (NK) cells is to provide a

first line of defence against bacteria, tumour cells and virus-infected cells through the
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exertion, without priming, of a cytotoxic function as well as a production of interferon
(IFN)-y (Herberman, 1982; Gosselin et al., 1999). However, the fulminance of the
hepatitis cannot result from a deficiency in antiviral adaptative immune responses
following a decrease in T and B lymphoid cells. Acute hepatitis suggests a virus-
mediated deficiency in innate immunity mechanisms. It was reported recently that the
hepatitis C envelope protein can bind to natural killer (NK) cells and impair their
cytotoxic properties and IFN-y production, thus altering the host's natural defences and
innate immunity against viral hepatitis (Crotta et al., 2002; Tseng et Klimpel, 2002). The
liver contains a population of NK cells and a unique population of T cells with an
intermediate level of af-T cell receptor (TCR) cells expressing the NK1.1 marker (NK-
T cells) (Watanabe et al., 1995; Tsukahara et al., 1997). The level of NK cell subsets in
the liver during the first days of the infection depends on both their recruitment from
peripheral lymphoid organs and the efficiency of NK cell production by the bone
marrow. NK cells are large granular lymphocytes derived from bone-marrow (BM)
progenitor cells which require an intact microenvironment as well as interleukin (IL)-15
production for their complete maturation into lytic cells (Moore et al., 1996; Puzanov et
al., 1997). The role of intrahepatic NK cells in the viral hepatitis process is not

elucidated.

Mouse hepatitis virus type 3 (MHV3) is an excellent animal model for the study
of immunological disorders related to hepatitis. The MHV3 virus induces acute and/or
chronic hepatitis associated with viral persistence and immunodeficiency (Le Prevost et
al., 1975; Levy-Leblond et al., 1979). Sensitivity of mice to MHV3 infection varies
according to the strain, age and immune status of the animal. Development of a
fulminant hepatitis in susceptible C57BL/6 mice which leads to the death of the animal
within 3-5 days post-infection (p.i.) is accompanied by a loss of T lymphocytes in spleen
and thymus as well as a decrease of splenic and myeloid B lymphocytes (Dupuy et al.,
1975; Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Lamontagne et al., 1989b). We have previously
generated an attenuated viral variant, the YAC-MHV3, which induces a subclinical
hepatitis in susceptible C57BL/6 mice without inducing immune disorders in the

lymphoid organs, including bone marrow, and in T and B lymphocytes (Lamontagne et
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Dupuy, 1984; Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Lamontagne et al., 1989b; Lamontagne et
Jolicoeur, 1991).

We have reported previously that intrahepatic mononuclear cells increased in the
liver of L2-MHV3-infected mice within 3 days of infection but not in attenuated YAC-
MHV3-infected mice (Lamontagne et al., 1997; Lamontagne et al., 2001). Percentages
of intrahepatic CD4 ' TCR™ and CD4 TCR™#" cell subsets increased in C57BL/6 mice
infected with the pathogenic L2-MHV3 but not in liver from the attenuated YAC-
MHV3-infected mice. However, percentages of intrahepatic total NK cells did not
increase in either L2-MHV3- or YAC-MHV3-infected mice. The biological significance

of intrahepatic NK cells unresponsiveness has not yet been elucidated.

Controversial results on the protective role of NK cells in MHV infections were
reported 20 years ago. At that time, it was observed that NK cell activity increased in
peritoneal exudates from MHV3-infected C57BL/6 mice suggesting that NK cells did
not play an important role in the defence of mice against MHV3 infection (Schindler et
al., 1982; Stohlman et al., 1983). Stohlman et al. (1983) have observed no IFN-y
production in spite of increase of NK cell cytotoxicity favouring viral replication as it
was demonstrated that IFN-y is involved in the protection against MHV3-induced
hepatitis (Mello et al., 1993). In addition, NK depletion increased both inflammatory
foci and virus titres in the liver of MHV-infected mice (Bukowski et al., 1983). On the
other hand, the natural resistance of A/J mice to the fulminant hepatitis induced by
MHV3 has been shown to depend on a bone marrow subpopulation showing features
similar to those of NK cells (Tardieu et al., 1980). This observation suggests that the
integrity of the bone marrow may play a crucial role in the resistance against the acute
phase of hepatitis through the production of NK cells. Taken together, these
observations suggest that NK cell disorders may be involved in pathogenic L2-MHV-
infected mice. In this context, the maturation process of NK cells in bone marrow could
be impaired in pathogenic L2-MHV3-infected mice, as demonstrated previously for

myeloid pre-B and B lymphocytes (Jolicoeur et Lamontagne, 1989), leading to a
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decreased production of cytotoxic NK cells and lower recruitment of NK cells to the

liver.

In this paper, we report that NK cell production by the bone marrow and NK cell
recruitment by the liver are impaired differently by pathogenic and attenuated viral

strains due to virus-induced cell death and apoptosis.

3.1.3- Materials and methods
3.1.3.1- Mice

C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (St-Constant,
Quebec, Canada). Before being used, the animals were tested for the presence of anti-
MHV3 antibodies by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using an MHV3
preparation as antigen. During the experiments, the animals were housed in a sterile
atmosphere (Forma Scientific, Marietta, OH, USA). Female mice between 8 and

12 weeks of age were used in all experiments.

3.1.3.2- Viruses

Pathogenic MHV3 was a cloned substrain produced in L2 cells (L2-MHV3) as
described previously (Dupuy et Rodrigue, 1981). The YAC-MHV3 variant was a cloned
virus derived from persistently infected lymphoid YAC cell (Lamontagne et Dupuy,
1984). Viruses were produced on L2 cells before use and their pathogenic properties

were verified regularly.

3.1.3.3- In vivo viral infection

Groups of three mice were infected intraperitoneally (i.p.) with 1000 TCIDs, of
pathogenic L2-MHV3 or attenuated YAC-MHV3. Mock-infected mice received a
similar volume of RPMI-1640 (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY, USA). At
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various times post-infection (p.i.), mice were killed by CO, anoxia. Liver, spleen and

bone marrow were collected and lymphoid cells were isolated.

3.1.3.4- Cells

L2 cells, a continuous mouse fibroblast cell line, were grown in RPMI-1640
supplemented with glutamine (2 mM), antibiotics (penicillin, 100 U/ml and
streptomycin, 100 mg/ml) (GIBCO Laboratories) and 5% fetal calf serum (FCS) (Hy-
Clone Laboratories, Professional Diagnostics, Alberta, Canada). L2 cells were used for

virus propagation and titration.

YAC-1 cells, a continuous mouse lymphocyte cell line, were grown in RPMI-
1640 with glutamine (2 mM), antibiotics (penicillin, 100 U/ml and streptomycin,
100 mg/ml) and 10% FCS. These cells were used as target cells in the cytotoxicity

assays.

Intrahepatic mononuclear cells (MNC) were isolated from the livers of three
mice in each experimental group or from uninfected mice according to experiments, as
described previously (Lamontagne et al., 1997). Livers were pressed through a 70 um
cell strainer, which was then washed with 20 ml of RPMI-1640 (GIBCO Laboratories)
containing 20% FCS and antibiotics. The cell suspensions were then deposited over a
5 ml cushion of FCS to allow debris sedimentation. The top layer was then centrifuged
on a discontinuous Percoll gradient [45%, 67% Percoll in phosphate buffered saline
(PBS); Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden] for 30 min at 1000g. MNC were
collected at the interface of the 45% and 67% Percoll layers. The cells were then washed
in RPMI-1640 containing 20% FCS and counted electronically (Coulter Counter,
Coulter Electronics, Hialeah, FL, USA).

Splenic lymphocytes were obtained from three mice in each experimental group.
Spleens were pressed through a 70 pm cell strainer (Falcon, Fisher Scientific Co.,

Montreal, Canada) and collected in RPMI-1640 supplemented with 20% FCS.
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Bone marrow lymphocytes were isolated from the femurs of three mice from
each experimental group or from uninfected mice, according to experiments. Femurs
were left in 70% ethanol for 2-5 min for disinfection and washed subsequently with
RPMI-1640. The femurs were then excised from the surrounding muscle tissue, both
ends were cut with scissors and the marrow was flushed using a syringe filled with
RPMI-1640 and fitted with a 0,45 mm diameter needle. Clusters within the bone marrow
suspension were dissociated by vigorous pipetting. The cell suspensions were then

deposited over a 5 ml cushion of FCS to allow debris sedimentation.

Splenic and myeloid cell suspensions were enriched in lymphocytes by passage
through a Lymphoprep gradient (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada). The cell
suspensions were then washed, resuspended in RPMI-1640 with 20% FCS and counted

electronically.

3.1.3.5- In vitro viral infection in NK cells

Lymphocytes were isolated from the liver or bone marrow of groups of four to
six mice, as described above, and pooled together. Cells were seeded in 24-well plates at
a concentration of 10° cells/ml in RPMI-1640 media supplemented with antibiotics and
20% FCS. Recombinant murine IL-15 (rmIL-15) (Endogen, Woburn, MA, USA) was
added at a final concentration of 20 ng/ml. The plates were incubated at 37°C, under 5%
CO, atmosphere for 7 days, and were then infected with 0,1-1 multiplicity of infection
(m.o.i.) of L2-MHV3 or YAC-MHV3 viruses. The plates were then incubated for an
additional 24 hrs. Non-adherent cells were collected, counted electronically and

immunolabelled for flow cytometric analysis.

3.1.3.6- Flow cytometric analysis

Percentages and number of events of myeloid and splenic NK1.1" and B220"
cells were determined by a double immunolabelling: 10° cells were resuspended in 1 ml

of RPMI-1640 containing 20% FCS, and incubated on ice for 30 min with optimal
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dilutions of antimouse NKI.1-phycoerythrin (PE) (clone PKI136, mouse IgG2ax,
Pharmingen, Toronto, Canada) and antimouse CD45R/B220-fluorescein isothiocyanate
(FITC) (clone RA3-6B2, rat 1gG2ax, Pharmingen) or FITC-anti-ap-TCR (clone H57-
597, Pharmingen) monoclonal antibodies (mAbs). Cells were then washed in RPMI-
1640 containing 20% FCS and fixed overnight at 4°C in PBS, pH 7,2, containing 1%
formaldehyde (Fisher Scientific). Flow cytometric analysis was performed on a
fluorescence-activated cell sorting flow cytometer (FACScan) with Cell Quest software
(Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA). Ten thousand cells were analysed per
sample and percentages of various subpopulations were determined by a multiparametric

analysis.

3.1.3.7- Virus titration

Liver, spleen, bone marrow from infected mice and infected rmIL-15-stimulated
myeloid cells were kept frozen at -70°C until titration. The organs were then thawed,
triturated in RPMI-1640 medium and centrifuged while the cells were thawed and
centrifuged. The supernatants were used as viral suspension. They were then serially
diluted in 10-fold steps using RPMI-1640 and tested on L2 cells cultured in 96-well
microtitre plates. Cytopathic effects, characterized by syncytia formation and cell lysis,
were recorded at 72 hrs p.i. and virus titres expressed as log;o TCIDso. All titrations were

performed in triplicate.

3.1.3.8- TUNEL test

Infected rmlIL-15-stimulated myeloid cells were collected, washed, counted
electronically and adjusted to a concentration of 10° cells/ml before being
cytocentrifuged on coated glass slides (100 ul PBS with 5% BSA for 10 min, 1500 rpm)
(Cytospin, Shandon Southern Instruments, Sewickly, PA, USA) for 5 min at 1100 rpm.
The slides were then prepared as indicated on the commercial kit (Boehringer
Mannheim, Laval, Canada). Briefly, the cells were fixed in 4% paraformaldehyde in
PBS for 30 min at room temperature and washed twice in PBS. Cells were then

permeabilized for 2 min at 4°C using a 0,1% sodium citrate buffer solution containing
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0,1% Triton X-100 and washed twice in PBS. The cytospots were stained with the
TUNEL reagent for 60 min at 37°C in a humidified atmosphere. After washing, the
slides were mounted in a medium containing 90% glycerol in PBS and 0,1% p-
phenylenediamine (Fisher Scientific). A fluorescence microscope (Leitz Dialux 22,
Ernst Leitz Itd., Midland, Ontario, Canada) was used for analysis. The percentage of
positive cells was determined by counting 500 cells. A double immunolabelling using
TUNEL-TMR (Boeringher Mannheim) and FITC-anti-Pan NK mAbs (clone DXS5,
Pharmingen) was also performed on in vitro infected myeloid lymphocytes. Experiments

were conducted in triplicate.

3.1.3.9- Cytotoxic test

LDH release was used to measure NK cell cytotoxicity against YAC-1 cells
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). Briefly, intrahepatic splenic
and myeloid NK cells, extracted from three mice in each experimental group, were
serially diluted using RPMI 1640 with 1% FCS and seeded on a 96-well tissue culture
plate. The target cells, YAC-1 cells, were added to the first series of effector cells at an
optimal concentration (effector—target cell ratio). In the second series, assay medium
was added to the effector cells to determine their spontaneous lactate dehydrogenase
(LDH) release (effector cell control). The absorbance of the treated supernatants was
read at a wavelength of 490 nm. The percentage of cytotoxicity was determined as

follows:

% cytotoxicity = (effector-target cell mix) — (effector cell control) — (low control) x 100

high control — low control

3.1.3.10- Statistical analysis

Percentage differences were determined using Student's t test. Comparison was

performed between cells from infected versus control mice for in vivo studies and
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infected cells versus control cells for in vitro studies. Cytotoxicity test results were

analysed by an ANOVA test.

3.1.4- Results

3.1.4.1- Viral replication of pathogenic L.2-MHV3 and attenuated YAC-MHV3

viruses in liver, spleen and bone marrow from C57BL/6 mice

Replication of pathogenic L2-MHV3 and attenuated YAC-MHV3 viruses was
assessed in liver, spleen and isolated bone marrow lymphoid cells from infected
C57BL/6 mice. As shown in Table II, infectious viruses were produced as soon as 24
hrs in liver (p<0,05), spleen (p<0,05) and bone marrow (p<0,01) from L2-MHV3-
infected mice. Lower virus titres were detected in liver and bone marrow from YAC-
MHV3 infected mice. The viral titres observed at 72 hrs p.i. in the liver (p<0,01) and
bone marrow (p<0,01) of L2-MHV3-infected mice increased more than in those

infected with YAC-MHV3 variant (p<0,01 for the liver).
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Table II. Infectious virus titers in liver, spleen and bone marrow from pathogenic L2-

MHV3- and attenuated YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice.

Virus titres (logjo TCIDso/ml)

Organ' Virus 24 hrs p.i. 72 hrs p.i.
Liver Control <1,6 <1,6
L2-MHV3 3,1 +£0,5*% 5,2 +£0,5%*
YAC-MHV3 2,1+0,3 3,4 +0,4*
Spleen Control <1,6 <1,6
L2-MHV3 2,3+0,3* 4,1 £0,5%*
YAC-MHV3 <1,6 2,5 +£0,3%*
Bone marrow Control <1,6 <1,6
L2-MHV3 2,8 £0,2%* 4,8 £0,5%*
YAC-MHV3 1,8+0,3 2,3+0,4

'Three mice were used in each experimental group. *p<0,05, **p<0,01

3.1.4.2- NKI.1" cell subsets from livers of C57BL/6 mice infected with
pathogenic L2-MHV3 or attenuated YAC-MHV3 viruses

To verify if the fulminant hepatitis induced by the pathogenic L2-MHV3 strain in
susceptible C57BL/6 mice is related to a deficiency in NK cell subsets, groups of three
C57BL/6 mice were infected with 1000 TCIDs, of pathogenic L2-MHV3 or attenuated
YAC-MHV3 variant. Mice were killed at 72 hrs p.i. and intrahepatic mononuclear cells
were isolated. A macroscopic examination of the liver revealed that hepatic lesions
were more extensive in L2-MHV3-infected mice than in YAC-MHV3-infected mice, as
reported previously (Smith et al., 1972; Lamontagne and Dupuy, 1984) (Table I1I). The

number of mononuclear cells isolated from the livers was higher in L2-MHV3-infected
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mice (5,23 1,5 x 10° cells/liver) (p<0,001) than in YAC-MHV3- or mock-infected
mice (1,5+1,2x10° and 1,2+0,2 x 10° cells/liver, respectively). The intrahepatic
lymphoid cells were then phenotyped by double-immunolabellings with FITC-anti-af-
TCR and PE-anti-NK1.1 mAbs and the percentages of NKI1.1'TCR™ (NK cells),
NKI.I"TCR™ (NK-T cells), NK1.1 TCR™® and NK1.I ' TCR"" were evaluated by
flow cytometric analysis. Percentage of intrahepatic NK1.1"TCR’ cells did not increase
in both L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice while NKI.1'TCR™ cells
decreased (p<0,05-0,001) (Table IIT). However, the absolute numbers of NK1.1"TCR’
and NK1.1'TCR™ increased in L2-MHV3-infected mice (p<0,01) but not in YAC-
MHV3-infected mice. In contrast, the percentages of NK1.1 TCR™ cells increased in
the liver of L2-MHV3-infected mice only (p<0,001), as reported previously
(Lamontagne et al., 1997). Absolute numbers of NK1.1"TCR™ and NK1.1 TCR"®"
cells, however, increased strongly in L2-MHV3-infected mice (nine and three times,
respectively) (p<0,001) while the increase of NK1.1 TCR™ cells was minor in YAC-
MHV3-infected mice (p<0,05).

Table III. Percentages and absolute numbers of NKI1.1/af3-TCR cell subsets in liver
from mock-infected, L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice. Three mice

were used in each experimental group.

% NK1.1" cell subsets (absolute number x 10°)
Organ Hepatitis' NK1.1'TCR NK1.1'TCR™ NK1.1'TCR™ NKI1.I'TCR™®
53+ 14 17,0£1,5 9,4+12 8,1£0,3
Mock-infected
(1,00 £ 0,27) (3,21 £0,28) (1,78 £0,23) (1,53 £0,06)
6,528 8,4 £0,9%* 20,1 £0,4%* 7,0= 1,4
L2-MHV3 +H+
(5,43 £2,34)%* | (7,01 £0,75)** (16,8 £ 0,33)** (5,8 £ 1,17)**
5119 9,3 + 0,5%** 12,1 £1,4 57+23
YAC-MHV3 +
(1,49 £ 0,56) (2,72 £0,15) (3,54 £0,41)* (1,67 £0,67)
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1. Hepatitis was determined by a macroscopic examination of liver: + no discoloration,
small necrotic foci; +++ discoloration, extensive necrotic foci; and high friability.

2. Intrahepatic lymphocytes were purified by Percoll gradient, double labeled with anti-
NKI.1-PE and anti-TCR-FITC mAbs and analyzed using a FACScan flow cytometer.
Lymphoid cells were gated according to FSC/SSC parameters, and cell numbers were
evaluated based on a total of 10 000 recorded events. Absolute numbers were calculated
by comparing the percentage of cells in each region with the total number of cells
obtained from liver. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

3. The relative percentages of cell subsets indicate their proportion in the liver, whereas

the absolute numbers correspond to number of isolated cells by liver.

3.1.4.3- Splenic NK1.1"and B cells from C57BL/6 mice infected with
pathogenic L2-MHV3 or attenuated YAC-MHV3 viruses

To determine if the lower increase in NK cell subsets than other lymphoid cells
(NK-T and T cells) in the liver from L2-MHV3-infected mice results from a deletion of
peripheral NK cells, splenic cells were isolated from groups of three mice infected with
L2-MHV3 or YAC-MHV3 viruses at 24 and 72 hrs p.i. Splenic lymphoid cells were
then immunolabelled using anti-NK1.1-PE and anti-B220-FITC mAbs and analysed by
flow cytometry. As shown in Fig. 6, two cell clusters were detected according to
FSC/SSC parameters: one showing typical lymphoid FSC/SSC parameters (region R1:
normal cells) and a second, characterized by an increased FSC parameter (region R2:
large cells) (Fig. 6, section I). In Fig. 6 (sections I-A to I-C), the percentage of large
cells (R2 region) increased in both infected groups of mice. Phenotypic analysis of
splenic lymphoid cells revealed that the percentage of normal NK1.1" cells increased
slightly in YAC-MHV3-infected mice only (Fig. 6, sections I-D to I-F). In addition, the
percentages of larger NK' cells increased in L2-MHV3-infected mice while larger

B220" cells decreased (Fig. 6, sections I-G to I-I).
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The statistical analysis of splenic NK1.1" and B220" cells in the groups of L2-
MHV3- and YAC-MHV3-infected mice for 24 and 72 hrs p.i. indicated that the
absolute numbers of both normal and larger NK1.1" cells decreased strongly in L2-
MHV3-infected mice as soon as 24 hrs p.i. (p<0,05-0,001) (Fig. 6, sections II-A and II-
B). The absolute numbers of large splenic NK1.1" cells higher decreased in L2-MHV3-
(p<0,01) than in YAC-MHV3-infected mice at 72 hrs p.i. However, absolute numbers
of both normal and large splenic B220" lymphocytes decreased only in mice infected

with the pathogenic L2-MHV3 strain (p<0,001).
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Figure 6. Section I- Flow cytometric analysis of normal (R1 region) (d, e, f) and larger
(R2 region) (g, h, i) NK" and B220" lymphoid cells in spleen from mock-infected (a, d
and g), and L2-MHV3- (b, e and h) and YAC-MHV3- (c, f and i) infected C57BL/6

mice at 72 hrs p.i. Myeloid lymphocytes were double-labelled using anti-NK1.1-PE and

anti-B220-FITC mAbs and were analysed using a FACScan flow cytometer on a total of

10 000 events recorded. Section II- Absolute numbers of normal (a and c¢) and larger (b
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and d) NK1.1" cells (a and b) and B220" lymphocytes (c and d) in spleen from mock-
infected (m), L2-MHV3- (0) and YAC-MHV3- (O) infected C57BL/6 mice at 24 hrs p.i.
Splenic lymphocytes were double-labelled using anti-NK1.1-PE and anti-B220-FITC
mAbs and were analysed using a FACScan flow cytometer on a total of 10 000 events

recorded. The results are representative of three experiments. *p<0,05; **p<0,001.

3.1.4.4- Production of NKI1.1" and B220" cells in bone marrow from mock-
infected, L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice

To verify if the loss of NKI1.1" cells in the spleen of L2-MHV3-infected mice
reflects a lower production of NK1.1" cells by the bone marrow, groups of C57BL/6
mice were then infected with either the pathogenic L2-MHV3 or the attenuated YAC-
MHV3 and were killed at 24 and 72 hrs p.i. Myeloid lymphocytes were isolated,
double-labelled with anti-NK1.1-PE and anti-B220-FITC mAbs and analysed by flow
cytometry. Two distinct cell populations were observed according to their FSC/SSC
parameters, similar to those seen previously in the spleen (Fig. 7). As shown in Fig. 7
(sections I-A to I-C), myeloid lymphoid cells are distributed in both the R1 (normal
cells) and R2 (large cells) regions. The percentage of normal lymphoid cells (R1
region) from L2-MHV3-infected mice decreased while larger cells (R2 region)
increased (Fig. 7, section I-B). Phenotypic analysis of bone marrow lymphoid cells
revealed that the percentages of both normal and larger NK1.1" cells decreased strongly
in L2-MHV3 (Fig. 7, sections I-E and I-H) while the larger NK cells decreased less in
YAC-MHV3-infected mice (Fig. 7, sections I-F and I-I). Normal B220" cells increased
in L2-MHV3-infected mice while larger B220" cells rather decreased (Fig. 7, sections
I-E and I[-H).

The analysis of myeloid NK1.1" and B220" cells from groups of L2-MHV3- and
YAC-MHV3-infected mice at 24 and 72 hrs p.i. indicated that the number of normal
NK1.1" cells decreased in the bone marrow from L2-MHV3-infected mice as soon as

24 hrs p.i. (Fig. 7, section II-A) (p<0,001). However, normal and larger NK1.1" cells
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decreased more at 72 hrs p.i. in L2-MHV3-infected mice only (p<0,001) (Fig. 7,
sections II-A and II-B). The numbers of larger B220" cells from YAC-MHV3-infected
mice increased at 24 hrs p.i. (p<0,05) while normal and larger B220" cells decreased at
72 hrs p.i. in L2-MHV3-infected mice only (p<0,01 and 0,001) (Fig. 7, sections II-C
and II-D). Normal B220" cells from YAC-MHV3-infected mice also decreased at
72 hrs p.i. (p<0,05).
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Figure 7. Section I- Flow cytometric analysis of normal (R1 region) (d, e, f) and larger
(R2 region) (g, h, i) NK1.1" and B220" lymphoid cells in bone marrow from mock-
infected (a, d and g) and L2-MHV3- (b, e and h) and YAC-MHV3- (¢, f and 1) infected
C57BL/6 mice at 72 hrs p.i. Myeloid lymphocytes were double-labelled using anti-
NK1.1-PE and anti-B220-FITC mAbs and were analysed using a FACScan flow
cytometer on a total of 10 000 events recorded. Section II- Absolute numbers of normal
(a and c) and larger (b and d) NK1.1" cells (a and b) and B220" lymphocytes (¢ and d) in
bone marrow from mock-infected (W), L2-MHV3- (o) and YAC-MHV3- () infected
C57BL/6 mice at 24 hrs p.i. Myeloid lymphocytes were double labelled using anti-
NK1.1-PE and anti-B220-FITC mAbs and were analysed using a FACScan flow
cytometer on a total of 10 000 events recorded. The results are representative of three

experiments. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

3.1.4.5- Cytotoxic properties of liver, spleen and bone marrow NK1.1" cells from

L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected mice

To verify whether the cytotoxicity mediated by NK cells was also impaired in the
liver, spleen or bone marrow of L2-MHV3-infected mice, lymphoid cells from these
organs were collected from groups of three mice infected with L2-MHV3 or YAC-
MHV3 and cytotoxicity against YAC-1 cells was assayed. As shown in Fig. 8,
cytotoxic activity increased in the liver (p<0,001) but disappeared in the bone marrow
(p<0,001) in L2-MHV3-infected mice. In YAC-MHV3-infected mice, a low decrease
in NK cell cytotoxicity was also detected but only in the bone marrow (p<0,05). A non-
significant increase of cytotoxic response was detected in liver from YAC-MHV3-
infected mice. The absence of cytotoxic activity for splenic L2-MHV3-infected NK

cells may be associated to a decrease of these cells in the spleen.
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Figure 8. Determination of the percentage of cytotoxic activity of the splenic (a),
myeloid (b) and intrahepatic (c) NK1.1" cells from mock-infected (), L2-MHV3 (¢) and
YAC-MHV3 (a) -infected C57BL/6 mice at 72 hrs p.i. Cytotoxicity of lymphoid cells
from liver, spleen and bone marrow against YAC-1 target cells was evaluated by release
of LDH activity in the supernatant. The optical density was recorded using an ELISA
reader (490 nm filter). The experiments were conducted in triplicate. *p<0,05;

*%p<0,001.
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3.1.4.6- In vitro infections of IL-15-stimulated bone marrow NKI1.1" cells with

either the pathogenic L2-MHV3 or the attenuated YAC-MHV3 strain

To verify if the depletion of bone marrow NKI1.1" cells was related to the cell
permissivity to viral replication, in vitro viral infections were performed on rmIL-15-
stimulated bone marrow lymphoid cells. Bone marrow lymphoid cells were incubated
with 20 ng/ml of rmIL-15, to increase the number of NK1.1" cells, and then infected
with 0,1-1 m.o.i. of L2-MHV3 or YAC-MHV3 viruses for 24 hrs. The rmIL-15
treatment increased the number of viable cells by 152 + 18%. However, L2-MHV3 and
YAC-MHV3 infections reduced the number of rmIL-15-treated cells by 55 + 5% and
33 £ 0,3%, respectively (p<0,001-0,01).

The cytofluorometric analysis of rmIL-15-stimulated myeloid cells revealed that
the percentage of larger cells decreased in L2-MHV3-infected cells only (p<0,05)
(Fig. 9, section I). The phenotypic analysis of these cells, using PE-anti-NK1.1 and
anti-FITC-B220 mAbs, indicated that the larger NK1.1" cells increased in rmlIL-15-
treated myeloid cells when compared with the untreated cells (p<0,001) (Fig. 9, section
I). However, the percentages of larger NK1.1" cells decreased when infected with L2-
MHV3 or YAC-MHV3 viruses (p<0,001) (Fig. 9). Normal B220" lymphocytes only
decreased in L2-MHV3-infected cells (p<0,05) (results not shown). No significant
alterations in the percentages of normal NK1.1" cells were observed in L2-MHV3- or

YAC-MHV3-infected cells.

Cytopathic effects (CPE) and infectious virus titres in the supernatants from both
L2-MHV3- or YAC-MHV3-infected rIL-15-treated bone marrow lymphoid cells were
then verified. Typical CPE of MHV viruses, characterized by cell rounding and
syncytia formation, were detected in bone marrow lymphoid cells infected with L2-
MHV3. However, less extensive CPE were detected in YAC-MHV3-infected cells.
Viral titration revealed that infectious viruses were produced by bone marrow lymphoid
cells infected in vitro with both L2-MHV3 (4,6 £ 0,28 log;o TCIDs¢/ml) and YAC-
MHV3 (3,95 + 0,21 log;o TCIDs¢/ml) viruses.
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To verify whether the viral replication is involved in the induction of apoptosis, a
TUNEL assay was performed on bone marrow rmIL-15-stimulated lymphoid cells. The
results indicated that most of the rmIL-15-stimulated lymphoid cells became apoptotic
when infected with L2-MHV3 (86,6 + 1,7%, p<0,001). However, the attenuated YAC-
MHV3 induced a lower level of apoptosis (49,9 + 3,1%, p<0,001).

To confirm that the apoptotic NK cells resulted from viral infection, L2-MHV3-
and YAC-MHV3-infected apoptotic NK cells were identified using a double labelling
with TUNEL reagents and anti-NK (DX5) mAbs. Syncytia formed by fused NK cells
contained apoptotic nuclei, as shown in Fig. 9 (section II), were found in both L2-
MHV3- and YAC-MHV3-infected cells. However, larger syncytia were observed in
L2-MHV3-infected cells than in YAC-MHV3-infected cells. Qualitative evaluation of
TUNEL'NK" syncytia revealed that a higher number of syncytia occurred in L2-MHV3
(4-5 syncytia by microscopic field)-infected cells than in YAC-MHV3 (1-3 syncytia by

microscopic field).
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Figure 9. Section I- Percentages of total (a) and NK1.1" (b) normal (®) and larger (o)
cells in control, L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected myeloid cells stimulated in vitro
with IL-15 from C57BL/6 mice. Myeloid lymphocytes were incubated with 20 ng/ml of
rmIL-15 for 7 days, then infected with 0,1-1 m.o.i. of L2-MHV3 or YAC-MHV3 for 24
hrs. Non-adherent cells were collected and immunolabelled with anti-NK1.1-PE and
anti-B220-FITC mAbs. Lymphoid cells were gated according to FSC/SSC parameters
obtained on a FACScan flow cytometer and the percentages of cells were evaluated
based on a total of 10 000 events recorded. Results are representative of three
experiments. +p<0,01 (compared with negative control); *p<0,05 and **p<0,01
(compared with control + IL-15). Section II- Syncytia of NK'TUNEL" cells in L2-
MHV3-infected IL-15-stimulated myeloid cells. TUNEL labelling (a) and FITC-DX5
antibody labelling (b).

3.1.4.7- In vitro infections of intrahepatic IL-15-stimulated NK1.1/a3-TCR cell
subsets with the pathogenic L2-MHV3 and the attenuated YAC-MHV3 viruses

To verify whether the recruited intrahepatic NK cells are also permissive to viral
infection, intrahepatic lymphoid cells were isolated from uninfected C57BL/6 mice and
infected in vitro with 0,1-1 m.o.i. of L2-MHV3 or YAC-MHV3 for 24 hrs. The cells
were then double-labelled with PE-anti-NK1.1 and FITC-anti-af-TCR mAbs and the
percentages of the NK1.1/af-TCR cell subsets were recorded. As shown in the Fig. 10,
the percentages of NKI.17aB-TCR™ or NKI.17ap-TCR™ cells decreased in the
presence of the L2-MHV?3 virus (p<0,05). However, NK1.1 af-TCR’ cells increased in
the presence of YAC-MHV3 (p<0,01) and no significant differences were observed
between the percentages of control, L2-MHV3- or YAC-MHV3-infected NKI1.1
TCR™ or NK1.1'TCR" cells.
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Figure 10. Percentages of NK1.1'TCR’, NK1.1"TCR™, NK1.I'TCR™ and NKI.1°
TCR"® cells in in vitro L2-MHV3- and YAC-MHV3-infected intrahepatic lymphoid
cells stimulated with IL-15. Intrahepatic lymphocytes were incubated with 20 ng/ml of
rmIL-15 for 7 days, then infected with 0,1-1 m.o.i. mock-infected (W), L2-MHV3- (O)
and YAC-MHV3- (@) infected for 24 hrs and immunolabelled with anti-NK1.1"PE and
anti-af-TCR mAbs. Lymphoid cells were gated according to FSC/SSC parameters
obtained on a FACScan flow cytometer and the percentages were evaluated based on a

total of 10 000 events recorded. Results are representative of three experiments.

*p<0,05; **p<0,01.

3.1.5- Discussion

In this work, we have demonstrated that pathogenic and attenuated MHV3
viruses induce NK cell death and apoptosis but lead to different levels of NK cell

deletion in the bone marrow and their recruitment in the liver.

This is the first report indicating that NK1.1" cells can be target cells of a
coronavirus infection involving a decrease in innate immunity. We have also shown
that, in mice infected with the pathogenic L2-MHV3 virus, cytotoxic NK cells were
less recruited in the liver than other lymphoid cell subsets during the first days of

infection. The decrease of splenic NK1.1" cells observed in L2-MHV3-infected mice
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indicates that the viral infection may favour either a recruitment of NK1.1" cells to the
liver, an in situ depletion of splenic NK1.1" cells and/or an impairment of their

production in the bone marrow due to virus-induced cell death.

The hypothesis of recruitment of splenic NK1.1" cells in the livers of L2-MHV3-
infected mice is supported by two observations: an increase in intrahepatic
mononuclear cell numbers, including NK1.1" cells, and a simultaneous decrease of
splenic NK1.1" cells. Recruitment of NKI1.1" cells in L2-MHV3-infected mice
remained lower than that of other lymphoid cell subsets, indicating that the recruitment
of NK1.1" cells in the infected liver could explain partially the loss of splenic
NKI1.1" cells in L2-MHV3-infected mice. These results are in agreement with previous
studies demonstrating that, in contrast to other murine viral infections, only the first
wave of recruited large granular cells, including NK1.1" and CTL cells, occurs in the
liver or peritoneal exudates of MHV-infected mice in the first 3 days p.i. (Mclntyre et
Welsh, 1986; Natuk et Welsh, 1987). The increase of absolute numbers in intrahepatic
NKI1.1'TCR cells in L2-MHV3-infected mice, however, remained low compared to the
decrease in splenic NK1.1" cells, suggesting either that most NK1.1" cells are recruited
in other target organs, that production of new NKI.1" cells by the bone marrow is

impaired or that these cells became apoptotic.

The fact that splenic NK1.1" cells are normally mature and do not undergo
mitosis (Williams et al., 1997) suggests that their depletion may result of a decreased
production in the bone marrow. This hypothesis was verified through the analysis of the
NK1.1" subpopulation in the bone marrow of L2-MHV3-infected mice. We have
showed that both normal and larger lymphoid cells decreased in virus-infected mice.
Normal NK1.1" decreased as soon as 24 hrs p.i. while large B cells decreased later,
indicating that myeloid NK1.1" cells was more sensitive to virus-mediated depletion
than B lineage cells. We hypothesis that the decrease in the numbers of NK1.1" cells
during the first 24 hrs p.i. is due to their recruitment to the liver. However, normal and
larger NK1.1" cells decreased strongly at 72 hrs p.i. only in the bone marrow from L2-

MHV3-infected mice, suggesting a drop in their production rather than a low
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recruitment to the liver. The in vitro L2-MHV3 infection of rIL-15 stimulated cells
allowing to increase NK1.1" cells rather than B cells (Puzanov et al., 1997; Bykovskaia
et al., 1999), revealed that the depletion of NKI1.1" cells resulted from virus-induced
cytopathic effects, viral replication and apoptosis occurring in syncytia, as
demonstrated by the production of infectious particles and TUNEL assay. The
permissivity of NK cells to L2-MHV3 infection involves the expression of the MHV
receptor on the cell surface. CEACAM isoform 1 of the biliary glycoprotein (Bgp)
molecules expressed on the cell surface are known to act as MHV receptor (Godfraind
et al., 1995b; Tan et al., 2002). These molecules are present in many cell types,
including hepatocytes, macrophages, endothelial cells, thymic epithelial cells and B
lymphocytes (Godfraind et al., 1995b; Godfraind et Coutelier, 1998). There are no
reports concerning the expression of CEACAM/ on mouse NK1.1" cells, but a similar
protein was detected recently on human T cells and activated NK1.1" cells (Moller et
al., 1996), suggesting that viral permissivity of NK1.1" cells to MHV3 virus may be
related to the presence of a specific MHV-receptor. Preliminary results from in vitro
L2-MHV3 infections of NK1.1" cells cultured in the presence of myeloid dendritic cells
revealed that the NK1.1" cells expressed intracellular viral proteins, thus reinforcing the
hypothesis of viral replication in NK cells. In the present study, B220" cells decreased
slightly in L2-MHV3-infected myeloid cells, just as we had observed previously in

infected myeloid B lineage cells (Jolicoeur et Lamontagne, 1989).

We can thus establish a relationship between the NK1.1" cells and the pathogenic
properties of the L2-MHV?3 virus, as splenic NK1.1" cells were less depleted in YAC-
MHV3-infected mice than in L2-MHV3-infected mice. /n vitro YAC-MHV3 infection
of IL-15-stimulated myeloid cells also revealed higher cell viability and lower
percentages of apoptotic cells when compared to L2-MHV3-infected cells. However,
production of infectious particles was similar to that seen in L2-MHV3-infected cells.
Despite a similar production of infectious viruses in the first 24 hrs p.i., the apparent
discrepancy in the sensitivity of NK1.1" cells to the attenuated YAC-MHV3 could be
explained by the fact that a lower number of IL-15-stimulated myeloid cells can be

efficiently infected by the YAC-MHV3 variant. We had already observed higher CPE
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and increased cell death in L2-MHV3-infected macrophages compared to the YAC-
MHV3 variant albeit comparable infectious virus titres during the first 24 hrs p.i

(Lamontagne et al., 1989a).

The fact that the death of virus-infected NK1.1" cells involves syncytia formation
and apoptosis suggests that MHV3 replication induces an apoptotic process. It was
demonstrated that MHV3 can induce apoptosis in macrophages from 8§ hrs to 12 hrs p.i.
(Belyavsky et al., 1998a; Belyavsky et al., 1998b). Interestingly, viral pathogenicity
seems directly correlated with syncytia formation rather than apoptosis, as lower
numbers of NK cell syncytia were observed in YAC-MHV3-infected cells even though
in vitro apoptosis levels were similar to those induced by the pathogenic L2-MHV3
strain. The new E protein of MHV viruses has been related to the apoptotic process in

virus-infected cells (An et al., 1999).

Many previous studies have demonstrated that MHV3 is the most virulent
serotype of the MHV viruses because it induces a fulminant hepatitis leading to the
death of the animal within 3 days p.i. (Le Prevost et al., 1975; Dupuy et al., 1975). We
have observed previously that splenic T and B cell subsets decreased in L2-MHV3-
infected mice (Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Lamontagne et al., 1989b; Jolicoeur et
Lamontagne, 1994). However, the fulminant hepatitis observed in C57BL/6 cannot be
explained solely by T and B cell depletions. Budowski ef al. (1983) have shown a
higher replication of MHV and a more extensive hepatitis along with higher numbers of
inflammatory foci in the livers of asialo-GM]1-depleted mice, hinting at the important
role of NK1.1" cells in limiting the spread of the viral replication during the first days
of the infection. Rather, Stohlman et al. (1983) have demonstrated that, in C57BL/6
mice, MHV-JHM induced an increase in natural cytotoxicity against YAC-1 target cells
without detectable IFN-y production, such as seen in lymphocytic choriomeningitis
virus-infected mice. In addition, the NK1.1" cell response was variable among mice,
raising the possibility of MHV-mediated disorders in NK1.1" functions. Our results are
in agreement with these observations, but also suggest that higher cytotoxicity of

intrahepatic  NK cells from L2-MHV3-infected mice reflects extensive
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histopathological lesions leading to a fulminant hepatitis and a rapid death rather than

an efficient antiviral natural response.

The permissivity of NK1.1" cells to viral infection and apoptosis is a new viral
evasion mechanism which might favour viral replication in hepatocytes and other
resident liver cells during the first days p.i. In addition, it is also probable that an
impaired production of bone marrow NK1.1" cells may not result solely from the viral
permissivity of IL-15-stimulated cells but may also be related to a maturation defect
resulting from viral replication in myeloid dendritic cells, as already observed in the

thymus (Lamontagne et Jolicoeur, 1991).

The MHV3-infection is a powerful animal model for the study of the relationship
between viral tropism for NK1.1", T and B cells and the induction of the hepatitis
process. Further work is in progress to identify bone marrow target cells involved in the
NK1.1" maturational defects as well as the implications of NK1.1" permissivity in the

hepatitis process.
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3.2- Article 2

L’objectif de cet article était de démontrer que I’hépatite aigué induite chez la
souris susceptible C57BL/6 par différents variants de pathogénicité du virus MHV3 était
provoquée par une déficience au niveau de la réponse immunitaire innée,
particulierement les cellules NK et NK-T, de méme qu’a une incapacité des cellules
immunitaires compétentes a produire des cytokines immunosuppressives telles que IL-
10, TGF-B et PGE,. L’originalité de cet article a été I’utilisation de variants de
pathogénicit¢é du virus MHV3, possédant des tropismes divers et une réplication
différente au niveau des cellules endothéliales sinusoidales et des cellules de Kupfter.
Ces variants nous ont permis de mieux disséquer le réle de ces cellules dans 1’hépatite
aigué induite par le virus MHV3. Il a donc été possible de mettre en évidence
I’implication des cellules de Kupffer dans le recrutement des cellules NK au niveau du
foie des souris C57BL/6 infectées. Par ailleurs, I’intégrité des cellules de Kupffer et des
LSEC serait également importante dans I’induction des cytokines immunosuppressives
hépatiques IL-10, TGF-B et PGE, au cours de I’hépatite aigué induite par le virus
MHV3. De plus, cette étude a permis de démontrer pour la premiere fois que les cellules

NK-T pouvaient étre infectées par un coronavirus.

Mon role dans cet article a été d’effectuer toutes les expériences présentées dans
cet article, de procéder a I’analyse de tous les résultats et de participer a la rédaction

complete de Iarticle, en collaboration avec ma directrice de recherche.
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3.2.1- Abstract

During acute viral hepatitis, the intrahepatic tolerance sustained by
immunosuppressive cytokines such as interleukin (IL-4), IL-10, transforming growth
factor (TGF)-B and prostaglandin E, (PGE;), produced by Kupffer cells (KC), liver
sinusoidal endothelial cells (LSEC), natural killer (NK)-T cells and natural regulatory T
(Treg) cells may be disturbed. NK cells are recruited normally in the liver and produce
interferon (IFN)-y to control viral replication. The use of mouse hepatitis virus type 3
(MHV3) attenuated variants showing selected tropisms for KC or LSEC have allowed
determining their roles in the disturbances of immune tolerance during viral hepatitis.
Groups of C57BL/6 mice were infected with the pathogenic L2-MHV3 (KC+, LSEC+),
low attenuated 51.6-MHV3 (KC+, LSEC-), high attenuated CL12-MHV3 (KC-, LSEC-)
or non-pathogenic YAC-MHV3 (KC+/-, LSEC-) variants for the first 3 days. Results
showed that IL-10, TGF-B and PGE, production in liver decreased in L2-MHV3-
infected mice and increased in 51.6-MHV3-, CL12-MHV3- and YAC-MHV3-infected
mice. The ratio of IFN-y/IL-4 in liver decreased in L2-MHV3-infected mice, while it
was not (or low) altered in mice infected with the attenuated MHV3 variants mice.
Phenotypic analysis of intrahepatic mononuclear cells revealed that apoptotic NK and
NK-T cells increased in mice infected with the L2-MHV?3, but were minor in 51.6-
MHV3- and CL12-MHV3-infected mice. The numbers of CD4 " forkhead box P3" cells
increased in the livers from low pathogenic CL12-MHV3 and YAC-MHV3-infected
mice. These results indicate that viral permissivity of KC and LSEC may be involved in
the decrease of IL-10 and PGE,, while KC may play an additional role in the apoptosis
of NK and NK-T cells during acute viral hepatitis.

3.2.2- Introduction

Viral hepatitis is an inflammatory state induced by various viruses, mainly
human hepatitis B virus (HBV) and hepatitis C virus (HCV), and their elimination is
under the control of the innate and the adaptive immune responses (Kimura et al.,

2002a). Integrity of the sinusoidal endothelial cells (LSEC), Kupffer cells (KC), natural
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killer (NK)-T cells and natural regulatory T (Tr,) cells is essential to preserve the
immune tolerance in the liver (Crispe, 2003; Wiegard et al., 2005; Karrar et al., 2007;
You et al., 2008). KC maintain the hepatic tolerance by producing interleukin (IL)-10
and prostaglandin E, (PGE,), involved in the inhibition of recruited antigen-specific
CD4" and CDS8" T cells to the liver by impairment of the surface expression of CD54,
CD106, CD80 and CD86 expression in LSEC (Knolle et al., 1998; Uhrig et al., 2005).
Furthermore, LSEC are known to produce tumour growth factor (TGF)-f, IL-10 and
PGE; to promote liver regeneration and maintain immune tolerance (Bissell et al., 1995;
Knolle et al., 1998). NK-T cells are involved in the control of hepatic immune tolerance
through the production of IL-4 or interferon (IFN)-y (Hammond ef al., 1999; Gansuvd et
al., 2002). Finally, certain subpopulations of CD4" cells, called natural T, cells,
generally expressing the CD25 forkhead box P3" (FoxP3") phenotype are known to
inhibit other cells (as T cells, macrophages, dendritic cells) through the production of
immunosuppressive cytokines, such as IL-10 and/or TGF-f among others, which
control inflammatory responses and hepatic damage in chronic HCV carriers (Jonuleit et

al., 2002; Bolacchi et al., 2006).

The liver is an organ enriched in NK and NK-T cells. NK cells are involved in
virus defence through their cytotoxic function and their capacity to secrete cytokines
such as IFN-y. NK-T cells are a peculiar subpopulation of cells expressing the NKI1.1
marker and bearing a limited expression of T cell receptor (TCR)-a or TCR-yd that
recognize the CD1d molecule at the surface of the antigen presenting cells (MacDonald,
2002; Mallevaey et al., 2007). Moreover, the function of NK-T cells may be CD1d-
restricted or CD1d-unrestricted, and it has been suggested that CD1d-unresctricted NK-
T cells are involved in the activation of the innate immune response, whereas CD1d-
restricted NK-T cells promote adaptive immune response (Giroux et Denis, 2005). It has
been shown that NK and NK-T cells are important to control the replication of HBV and
HCV in liver through their secretion of IFN-y (Seki et al., 1998; Guidotti et Chisari,
2001; Kimura et al., 2002b; Roland et al., 2006). However, various studies have rather
suggested a detrimental role of NK and NK-T cells during HBV and HCV infections, or
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in concanavalin A (Con A)- and o-galactosideceramide (oGalCer)-induced hepatitis

(Exley et al., 2002; Ajuebor et al., 2005; Biburger et Tiegs, 2005; Paladino et al., 2007).

T.e cells may decrease the activation and functions of NK cells, such as cytokine
productions and cytotoxic activity, during a disease through the production of TGF-3
(Simon et al., 2007; Ralainirina et al., 2007). Inversely, activated NK cells may interfere
with CD28-mediated FoxP3 expression in CD4'CD25 T cells. This phenomenon
should be attributed to a molecular interaction between IFN-y and the downstream

signal of CD28 leading to a FoxP3 expression (Brillard et al., 2007).

As the immune tolerance mechanism in the liver depends greatly upon the
integrity of various populations of hepatic cells, it is difficult to study the functional
relationships between LSEC, KC, T, NK and NK-T cells in the breakdown of
tolerance during viral hepatitis. The use of a natural mouse hepatitis model, the hepatitis
virus type 3 (MHV3) and its variants possessing different cell tropisms and inducing
different levels of hepatitis, may be helpful to unravel the roles for these cells in the
actiology of disease. The pathogenic L2-MHV3 strain induces acute hepatitis in
C57BL/6 mice, and death of the animal occurs within 3-4 days (Le Prevost et al., 1975).
KC, LSEC and hepatocytes are permissive to the pathogenic L2-MHV3 virus and acute
hepatitis is related to an extensive necrosis in the liver and to immunodeficiency in
several lymphoid organs (Le Prevost et al, 1975; Dupuy et al., 1975; Martin et al.,
1994). The 51.6-MHV3 variant is less virulent than L2-MHV3, killing mice within 5-9
days, inducing a moderate liver necrosis, and infecting KC cells, but not LSEC (Martin
et al., 1994). The highly attenuated CL12-MHV3 variant induces the death of mice
within 8-10 days, minor hepatitis with perivascular inflammatory foci, no
immunodeficiency and undetectable infectious virions in LSEC or KC (Martin et al.,
1994). However, viral replication in liver was similar for pathogenic parental virus and
attenuated variants (Lamontagne et al., 1994), suggesting that the gravity of hepatitis
may depend on the intensity of the inflammatory response. Finally, a non-pathogenic

YAC-MHV3 variant, isolated from a persistent viral infection in YAC-1 cells, induces a
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subclinical hepatitis characterized by few perivascular local inflammatory foci, and a

subsequent recovery occurring within less than 15 days (Lamontagne et Dupuy, 1984).

We have demonstrated previously that L2-MHV3-induced acute hepatitis is
related to the impairment of innate immunity as the numbers of splenic, myeloid and
intrahepatic NK and NK-T cells decrease (Lehoux et al., 2004). In addition, Stohlman e¢
al. (1983) have demonstrated that splenic NK cells from MHV-A59-infected Balb/c

mice are unable to produce IFN-y although still exerting their cytotoxic activities.

We suggest that the viral permissivity of KC and/or LSEC to pathogenic L2-
MHV3 results in the breakdown of liver immune tolerance sustained through a decrease
in the production of anti-inflammatory cytokines by these cells. In addition, an
imbalance of intrahepatic NK, NK-T and T, cells may thus favour the generation of

fulminant acute hepatitis, in decreasing immunosuppressive cytokines.

In this study, we report that levels of intrahepatic IL-10, TGF-B, PGE; and the
IFN-y/IL-4 ratio decreased in the livers of pathogenic L2-MHV3-infected mice, but
increased gradually in liver from mice infected with the attenuated variants. The viral
permissivity of both KC and LSEC is involved in a marked down-regulation of
immunosuppressive cytokines. In addition, KC play a role in NK/NK-T disorders during

acute viral hepatitis.

3.2.3- Materials and methods
3.2.3.1- Mice

C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (St-Constant,
Québec, Canada) and were housed under HEPA-filtered air (Forma Scientific, Marietta,
OH, USA). Female mice between 8 and 12 weeks of age were used in all experiments.
The study was conducted in compliance with regulations from the Animal Committee of

the Université du Québec a Montréal (UQAM).
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L2-MHV3 is a cloned pathogenic substrain isolated from the liver of infected

DBA2 mice and maintained in L2 cells, as previously described (Dupuy et Rodrigue,
1981). Escape mutants 51.6-MHV3 and CLI12-MHV3 were selected from the

pathogenic L2-MHV3 virus in the presence of S protein-specific A51 and A37

monoclonal antibodies respectively (Martin et al., 1994). The non-pathogenic YAC-

MHV3 variant is a cloned substrain produced in persistently-infected YAC-1 cells

(Lamontagne et Dupuy, 1984). Pathogenic and target cell properties are summarized in

Table IV. All viruses were produced in L2 cells and their pathogenic properties were

assessed regularly.

Table IV. Characterization of pathogenic properties and cell tropisms of MHV3

variants
L2-MHV3 51.6-MHV3 CL12-MHV3 YAC-MHV3
Viral
Mortality (d =3-4 =5-9 ~8-10
ortality (days p.L.) elimination
Acute ... | Weak hepatitis Subclinical
.. Acute hepatitis . e .
fulminating with with hepatitis with
Histopathology hepatitis with ) ) perivascular local
. intrahepatic . .
extensive . inflammatory | inflammatory
) necrosis . .
necrosis foci foci
Immunodeficiency Yes Yes No No
Infection of LSEC Yes No No No
. Low
Infection of KC Yes Yes No . L.
replication

LSEC: liver sinusoidal endothelial cells; KC: Kupffer cells; p.i.: post-infection; MHV3:

mouse hepatitis virus type 3
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3.2.3.3- In vivo viral infection

Groups of three mice were infected intraperitoneally (i.p.) with 1000 tissue
culture infective dose 50% (TCIDsg) of L2-MHV3, 51.6-MHV3, CL12-MHV3 or YAC-
MHV3 viruses. Mock-infected mice received a similar volume of RPMI-1640 (Gibco
Laboratories, Grand Island, NY, USA). At various times post-infection (p.i.), the mice
were anesthetised by i.p. injection using ketamine hydrochloride (200 mg/kg)
(Vetrepharm Canada Inc., Belleville, Ont, Canada) and xylazine (10 mg/kg) (Bayer Inc.,
Toronto, Ont, Canada). Mice were bled by section of the portal vein and aorta, as
described by Watanabe et al (1992). The livers were harvested following

exsanguination.

3.2.3.4- Cells

The continuous mouse fibroblast L2 cell line was grown in RPMI-1640
supplemented with glutamine (2 mM), antibiotics (penicillin 100 U/ml and streptomycin
100 mg/ml) (Gibco Laboratories) and 5% fetal calf serum (FCS) (Gemini Bio-Products,
Woodland, CA, USA). L2 cells were used for virus production.

Intrahepatic mononuclear cells (MNCs) were isolated from the liver of three
mice in each experimental group as previously described (Lamontagne et al., 1997).
Briefly, the liver was pressed through a 70 um cell strainer (Falcon Scientific Co.,
Montréal, Québec, Canada) which was then washed with 10 ml of supplemented RPMI-
1640 and 20% FCS. The cell suspension was then layered on 7 ml of FCS to allow
debris sedimentation. The top layer was centrifuged 10 min at 1000g and the
supernatant was collected for quantification of cytokines. The cells were then
resuspended and centrifuged on top of a discontinuous Percoll gradient (45% and 67%
Percoll) (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) for 30 min at 1000g. MNCs were
collected at the interface of the 45% and 67% Percoll layers. The cells were then
washed and resuspended in phosphate buffer saline (PBS) (Gibco Laboratories). Cell

viabilities, ranging from 90 to 100%, were assayed by a trypan blue exclusion test.
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3.2.3.5- In vitro viral infection

Intrahepatic MNCs were isolated from the livers of uninfected mice and were
seeded in 24-well plates at a concentration of 10° cells/ml in supplemented RPMI-1640
and 20% FCS. The cells were infected with 0,1 to 1,0 multiplicity of infection (m.o.i.) of
L2-MHV3, 51.6-MHV3, CL12-MHV3 or YAC-MHV3 viruses and were then incubated
further at 37°C, under 5% CO., for 48 hrs.

3.2.3.6- Flow cytometric analysis

The percents of intrahepatic NK1.1"TCR-of3,, NK1.1 TCR-08", NK1.1"TCR-
of’, CD4 'FoxP3 and CD4 FoxP3" T cells from mock- or different virus-infected mice
were determined by double immunolabellings. Firstly, intrahepatic MNCs were isolated,
then 10° cells were resuspended in PBS and CD16/CD32 receptors were blocked
(Pharmingen, Toronto, Ont, Canada) for 15 minutes. The cells were then incubated on
ice for 30 min with 1 pg of anti-mouse fluorescein isothiocyanate (FITC)-NKI1.1 (clone
PK136, mouse IgG2a x, Pharmingen), 1 pg of anti-mouse phycoerythrin (PE)-TCR-3
(clone H57-597, Armenian Hamster IgG2 A1, Pharmingen) or 1 ug of anti-mouse PE-
CD4 (clone RM4-5, rat IgG2a x, Pharmingen). Depending upon the experiment,
thereafter the cells were fixed and permeabilized (eBioscience, San Diego, CA, USA)
and labelled with 1 pug of anti-mouse/rat FITC-FoxP3 (clone FJK-16s, rat 1gG2a x,
eBioscience). Flow cytometric analysis was performed on a fluorescence-activated cell
flow cytometer (FACScan) (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, USA) and with

Cell Quest software (Becton-Dickinson). Ten thousand cells were analyzed per sample.

3.2.3.7- TdT-mediated biotin-dUTP nick-end labelling (TUNEL) assay

Intrahepatic MNCs were purified from mock-infected and L2-MHV3-

infected C57BL/6 mice and adjusted to a concentration of 10° cells/ml. The cells were
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stained with the FITC-TUNEL reagent (Roche Diagnostics, Laval, Qc, Canada) for 60
min at 37°C in a humidified atmosphere. Flow cytometric analysis was performed on a

FACScan and with the Cell Quest software as indicated above.

3.2.3.8- Determination of intracytoplasmic viral proteins

Permissivity of intrahepatic NK and NK-T cells to viral infection was assessed
by double immunolabellings. In vitro infected intrahepatic MNCs were collected, 10°
cells were resuspended in PBS and CD16/CD32 receptors were blocked during 15 min.
The cells were then incubated on ice for 30 min with 1 pg of anti-mouse CD1d:Ig
(Recombinant Fusion Protein, Mouse DimerX, Pharmingen)/PE-IgG; (anti-mouse 1gGj,
Clone A85-1, Pharmingen) or 1 pug of anti-mouse PE-DX5 (clone DX5, Rat IgMx,
Pharmingen). Once washed, the cells were incubated thereafter on ice 30 min with
optimal dilutions of anti-mouse MHV3 (polyclonal antisera)/FITC-IgG (anti-mouse
IgG, y-chain specific, Sigma-Aldrich, Oakville, Ont, Canada). Flow cytometric analysis

was performed on a FACScan with the Cell Quest software as indicated above.

3.2.3.9- Cytokine determinations by enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA)

Cytokines produced in the liver of mock- and MHV3-infected mice were
quantified using IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B (Pharmingen) and PGE, (Biosource
International, Camarillo, CA, USA) commercial mouse ELISA tests. Results were

reproducible in all the groups of treated-mice.

3.2.3.10- Statistical analysis

Comparison between cytokine levels and percentages of cell subsets of infected
and control mice were performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) test.

All statistical comparisons were calculated with the GraphPad Prism version 4.03
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software. Error bars represent standard error and a value of p<0,05 was considered

significant.

3.2.4- Results

3.2.4.1- Pathology induced by the pathogenicity variants of MHV3 in susceptible
C57BL/6 mice

In order to verify the level of hepatitis induced by the different virus variants,
groups of three C57BL/6 mice were infected with 1000 TCIDs, of pathogenic L2-
MHV3 (LSEC+, KC+), low attenuated 51.6-MHV3 (LSEC-, KC+), highly attenuated
CL12-MHV3 (LSEC-, KC-) or non-pathogenic YAC-MHV3 (LSEC-, KC+) viruses.
The mice were euthanized at 24 hrs, 48 hrs and 72 hrs p.i. and their liver were collected.
Macroscopic observations of organs revealed that livers from mice infected with the
pathogenic L2-MHV3 virus were friable, pale, with rounded extremities. These features
were moderate in livers from 51.6-MHV3-infected mice and were considerably milder
in livers from CL12-MHV3-infected mice. The livers from YAC-MHV3-infected mice
exhibited normal colour and texture. Macroscopic observations were consistent with
previous pathological features of the liver from mice infected with these variants, as
reported previously (Le Prevost et al., 1975; Martin et al., 1994; Lamontagne et al.,
1994).

3.2.4.2- Impairment of intrahepatic immunosuppressive cytokines production

during an acute viral hepatitis induced by the pathogenic L2-MHV3. low attenuated
51.6-MHV3, highly attenuated CLL12-MHV3 and non-pathogenic YAC-MHV3 viruses

Differences in the level of hepatitis in accordance with the KC and LSEC
tropism variants suggest that immunosuppressive cytokines produced by these cells may
be altered during the acute hepatitis. Groups of three C57BL/6 mice were infected with
1000 TCIDsg of pathogenic L2-MHV3, low attenuated 51.6-MHV3, highly attenuated
CL12-MHV3 or non-pathogenic YAC-MHV3 viruses. The livers were collected at
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various times p.i., and the levels of IL-10, TGF-B and PGE, were determined by ELISA
tests in the supernatants from liver extracts, since these three cytokines were known to

be involved in the hepatic tolerance.

When compared to livers from mock-infected mice, intrahepatic production of
IL-10 was lower in mice infected with the pathogenic L2-MHV3 virus from 48 hrs
(p<0,05) to 72 hrs p.i. (p<0,01), whereas it was higher in mice infected with the non-
pathogenic YAC-MHV3 variant from 24 hrs to 72 hrs p.i. (p<0,01 at 24 hrs p.i.; p<0,05
at 48 hrs and 72 hrs p.i.) (Fig. 11A). Furthermore, IL-10 was produced in the livers from
highly attenuated CL12-MHV3-infected mice at 72 hrs p.i. (p<0,01), whereas it
increased slightly at 48 hrs p.i. only in mice infected with the low attenuated 51.6-
MHV3 (p<0,05) (Fig. 11A).

Intrahepatic TGF-B levels were not modified in C57BL/6 mice infected with the
pathogenic L2-MHV3 virus, whereas they increased in liver from all attenuated MHV3
variants at 72 hrs p.i. (p<0,05). A slight increase in TGF-§ was also observed at 48 hrs
p.i. in 51.6-MHV3-infected mice (p<0,05) (Fig. 11B).

Intrahepatic PGE, increased in all infected mice at 24 hrs p.i. (p<0,05 for L2-
MHV3, 51.6-MHV3 and CL12-MHV3; p<0,01 for YAC-MHV3) (Fig. 11C), and
dropped at 48 hrs p.i. in all mice except for the group of mice infected with the YAC-
MHV3 variant (p<0,001). Intrahepatic PGE; increased in all attenuated MHV3-infected
mice at 72 hrs p.i. (p<0,05 for 51.6-MHV3; p<0,001 for CL12-MHV3; p<0,01 for
YAC-MHV3) (Fig. 11C).
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Figure 11. Production of intrahepatic interleukin (IL)-10 (A), transforming growth
factor (TGF)-B (B) and prostaglandin E; (PGE,) (C) in mock-, L2-mouse hepatitis virus
type 3 (MHV3)-, 51.6-MHV3-, CL12-MHV3- and YAC-MHV3-infected C57BL/6
mice at various times post-infection. Three mice were used in each experimental group
and the levels of cytokines in MHV3-infected mice at different times p.i. were
compared to their respective controls. The results were representative of previous

studies. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

3.2.4.3- Intrahepatic IFN-v/IL-4 ratio reflects the pathogenicity of the different

MHV3 variants

The decrease in immunosuppressive cytokines is in inverse relationship with the
pathogenicity of MHV3 variants, suggesting an imbalance between the levels of pro-
inflammatory IFN-y and the suppressive IL-4 cytokine in the liver. In order to verify
this hypothesis, groups of three C57BL/6 mice were infected with 1000 TCIDsy of
pathogenic L2-MHV3, low attenuated 51.6-MHV3, highly attenuated CL12-MHV3 or
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non-pathogenic YAC-MHV3 viruses. The livers were collected at various times p.i. and
the intrahepatic IFN-y and IL-4 productions were determined by ELISA tests in

supernatants from liver extracts.

IFN-y levels decreased in the livers from all MHV3-infected C57BL/6 mice as
early as 24 hrs p.i. (p<0,05 for L2-MHV3, 51.6-MHV3 and YAC-MHV3; p<0,01 for
CL12-MHV3) (Fig. 12, section I-A). Thereafter, IFN-y levels decreased further in the
liver of all MHV3-infected mice except for the YAC-MHV3-infected mice (p<0,001 for
L2-MHV3; p<0,05 for 51.6-MHV3; p<0,01 for CL12-MHV3). At 72 hrs p.i., [IFN-y was
impaired only in L2-MHV3-infected mice (p<0,001), whereas the levels increased
slightly for all attenuated MHV3 variants (p<0,05).

Similarly, IL-4 decreased rapidly in the livers from L2-MHV3-, 51.6-MHV3-
and CL12-MHV3-infected mice as early as 24 hrs p.i. (p<0,01 for L2-MHV3; p<0,05
for 51.6-MHV3 and CL12-MHV3) (Fig. 12, section I-B), and remained lower at 72 hrs
only in L2-MHV3-infected mice (p<0,05). However, intrahepatic IL-4 increased in
51.6-MHV3-infected mice up to 48-72 hrs p.i. (p<0,01 for both times), while only a
slight increase was noted with the CL12-MHV3 variant at 72 hrs p.i. (p<0,05). No
changes were observed in YAC-MHV3-infected mice.

The IFN-y/IL-4 ratio, as defined by the difference between the ratio of these
cytokines in liver from infected mice compared to those from mock-infected mice, was
calculated for each mouse infected with the different virus variants. Consequently, the
ratio for mock-infected mice has been fixed to a value of ‘1’ and the ratios from infected
mice were compared to the ratio in mock-infected mice. Results shown in Figure 12
(section II) reveal that the intrahepatic IFN-y/IL-4 ratio for the L2-MHV3 virus
increased only at 24 hrs p.i. (p<0,05), decreasing thereafter until 72 hrs p.i. (p<0,05 at
48 hrs p.i.; p<0,001 at 72 hrs p.i.). No variation of the intrahepatic IFN-y/IL-4 was
measured in mice infected with the attenuated MHV3 variants, except for the CL12-
MHV3 virus at 24 hrs p.i. (p<0,05) and the YAC-MHV3 virus at 24 hrs (p<0,01) and 48

hrs p.i. (p<0,05), which were lower than mock-infected mice. Nevertheless, the
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intrahepatic IFN-y/IL-4 ratio increased with time in CL12-MHV3- and in YAC-MHV3-

infected mice.
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Figure 12. Section I- Production of intrahepatic interferon (IFN)-y (A) and interleukin
(IL)-4 (B) in mock-, L2-mouse hepatitis virus type 3 (MHV3)-, 51.6-MHV3-, CL12-
MHV3- and YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice at various times post-infection (p.i.).
Section II- Intrahepatic IFN-y/IL-4 ratios in L2-MHV3-, 51.6-MHV3-, CL12-MHV3-
and YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice at various times p.i. Three mice were used in
each experimental group. The results were representative of previous studies.
Intrahepatic IFN-y/IL-4 ratios in virally-infected mice were compared to those from

their respective mock-infected mice, which were considered as a value of “1”. (*p<0,05,

*4p<0,01, ***p<0,001)
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3.2.4.4- The CD4'FoxP3" cell population is not involved in the production of

intrahepatic immunosuppressive cytokines in attenuated MHV3-infected mice

The increases of the IL-10 and TGF-J levels observed at 72 hrs p.i. in the livers
from mice infected with the attenuated MHV3-infected C57BL/6 mice but not with the
pathogenic L2-MHV3 parental virus may be resulting from the activation of Ty, cells,
known to secrete these cytokines (Jonuleit e al., 2002; Erhardt et al., 2007; Vignali et
al., 2008). To verify this hypothesis, groups of three C57BL/6 mice were infected with
1000 TCIDsg of pathogenic L2-MHV3, low attenuated 51.6-MHV3, highly attenuated
CL12-MHV3 or non-pathogenic YAC-MHV3 viruses. The livers were collected at 72
hrs p.i., and intrahepatic MNCs were phenotyped using anti-FoxP3 and anti-CD4
antibodies. The numbers of CD4 FoxP3" cells increased in the livers from CL12-MHV3
and YAC-MHV3-infected mice (p<0,05) (Fig. 13A). However, the population of
CD4 FoxP3 cells decreased in L2-MHV3 and 51.6-MHV3-infected mice, whereas they
increased in CL12-MHV3 and YAC-MHV3-infected mice (p<0,05) (Fig. 13B). In
consequence, the relative level of hepatic Ty.g increased slightly in L2-MHV3-infected
mice (p<0,05), while they were not altered significantly in mice infected with the

attenuated MHV3 variants (Fig. 13C).
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Figure 13. Absolute numbers of CD4" forhead box P3" (FoxP3") (A) and CD4 FoxP3’
(B) cells, and percentages of CD4 FoxP3" cells within the intrahepatic CD4" cell
population (C) from mock-, L2-mouse hepatitis virus type 3 (MHV3)-, 51.6-MHV3-,
CL12-MHV3- and YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice at 72 hrs post-infection. Three
mice were used in each experimental group. The results were representative of previous
studies. The cells were analyzed using a fluorescence activated cell sorter (FACScan)
flow cytometer. A total of 10 000 events were recorded. The cell numbers of each

subset were calculated on the basis of 10° isolated intrahepatic mononuclear cells.

(*p<0,05)

3.2.4.5- Intrahepatic NK1.1 BTCR’, NKI1.1"BTCR" and NKI.I BTCR" cells in

livers from mice infected with the pathogenic MHV3 variants

Pro-inflammatory IFN-y and suppressive IL-4 are produced normally in the liver

by intrahepatic NK and NK-T cells (Hammond et al., 1999; Mallevaey et al., 2007).
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The strong decrease of IFN-y and IL-4 in liver measured in L2-MHV3-infected mice
and the transient decrease of these cytokines in the liver from attenuated MHV3-
infected mice suggests a decrease in IFN-y-producing NK or IL-4/IFN-y-producing NK-
T cells. We have also observed previously that the numbers of intrahepatic NK cells, but

not NK-T cells, decreased in L2-MHV3-infected mice due to apoptosis (Lehoux et al.,
2004).

Firstly, groups of three mice were infected with 1000 TCIDs, of pathogenic L2-
MHV3, low attenuated 51.6-MHV3, highly attenuated CL12-MHV3 or non-pathogenic
YAC-MHV3 viruses and the livers were collected at different times p.i. Intrahepatic
MNCs were isolated and were labelled subsequently with the TUNEL reagent in order
to localize the normal and apoptotic MNCs by a cytofluorometric analysis. As shown in
Figure 14 (section I-A), two distinct cell populations were observed according to
FSC/SSC parameters: the G1 region was characterized by cells expressing high FSC
and low SSC parameters, and the G2 region contained cells with low FSC and higher
SSC profiles. TUNEL labelling revealed that a small percentage of Gl cells were
TUNEL" (10,0 + 2,4%), whereas the majority of G2 cell population were TUNEL"
(97,0 = 3,0%). The percentages of total MNCs within the G1 region decreased in L2-
MHV3-infected mice and increased in the G2 region (Fig. 14, section I-A). However, no
differences in the percentages of TUNEL" cells in G1 and G2 cell groups were observed
in intrahepatic MNCs isolated from mock-infected or from L2-MHV3-infected mouse.
Results presented in this figure refer to one mock-infected and one L2-MHV3-infected
mouse and are representative of all mice from each group. The apoptosis of cells within
the G2 region observed by the TUNEL test was also confirmed by Annexin
V/propidium iodide labelling (data not shown).

Secondly, to identify the phenotype of normal and apoptotic intrahepatic cells,
intrahepatic MNCs were then double labelled with anti-NK1.1 and anti-TCR-3
antibodies. The multiparametric analysis of NK1.1 " TCR-B7, NK1.1"TCR-B" and NK1.1°
TCR-B" cells in livers from infected mice was then conducted with cells within the G1

or G2 regions. Results presented in Figure 14 (section II-A), indicate that intrahepatic
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NKI1.1"TCR-B" cells from normal cells (G1 region) increased in livers from pathogenic
L2-MHV3-infected mice at 48 hrs p.i. (p<0,01) and in low attenuated 51.6-MHV3-
infected mice from 48 hrs to 72 hrs p.i. (p<0,05 for both times). No significant
variations in this cell population were observed in livers from highly attenuated CL12-
MHV3-infected mice, whereas they decreased slightly at 24 hrs p.i. in non-pathogenic
YAC-MHV3-infected mice (p<0,05).

Percentages of intrahepatic NK-T cells (NK1.1"TCR-B") in normal cells (G1
region) decreased in all MHV3-infected mice at 24 hrs p.i. (p<0,05 for all MHV3
viruses) (Fig. 14, section II-B). These cells increased transiently at 48 hrs p.i. in
pathogenic L2-MHV3-infected mice (p<0,05) and at 72 hrs p.i. in low attenuated 51.6-
MHV3-infected mice (p<0,01).

In addition, NK1.1 TCR-B" cells increased from 48 hrs to 72 hrs p.i. in the livers
from L2-MHV3- (p<0,001 for both times) and YAC-MHV3-infected mice (p<0,05 at 48
hrs p.i.; p<0,01 at 72 hrs p.i.) compared to mock-infected mice (Fig. 14, section II-C).
An increase in this cell population was noted only with the 51.6-MHV3 variant at 72 hrs
p.i. (p<0,01), whereas it decreased at 24 hrs p.i. with the CL12-MHV3 virus (p<0,05).

However, apoptotic intrahepatic NK1.1"TCR-B" cells (G2 region) increased
strongly from 48 hrs to 72 hrs p.i. in L2-MHV3- (p<0,001 for 48 hrs p.i.; p<0,01 for 72
hrs p.i.) and 51.6-MHV3-infected mice (p<0,01 for 48 hrs p.i.; p<0,05 for 72 hrs p.i.)
(Fig. 14, section II-D). No significant variations were observed in cells from mice
infected with the CL12-MHV3 variant, characterized by a transient decrease only at 24
hrs p.i. in YAC-MHV3-infected mice (p<0,05).

The percentages of apoptotic NK1.1"TCR-B" (NK-T) cells increased in the livers
from L2-MHV3- and 51.6-MHV3-infected mice at 72 hrs p.i. only (p<0,05) (Fig. 14,
section II-E). However, they decreased in livers from all attenuated MHV3-infected
mice from 24 hrs (p<0,05 for all attenuated MHV3 variants) to 48 hrs p.i. (p<0,001 for
51.6-MHV3 and CL12-MHV3; p<0,01 for YAC-MHV3).
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Finally, apoptotic intrahepatic NK1.1 TCR-B" cells decreased at 24 hrs p.i. in all
MHV3-infected mice (p<0,05 for L2-MHV3 and 51.6-MHV3; p<0,01 for CL12-MHV3
and YAC-MHV3) and remained lower than mock-infected mice at 48 hrs p.i. only in
L2-MHV3- (p<0,05) and 51.6-MHV3-infected mice (p<0,05). No variation in the
apoptotic NK1.1' TCR-B" cell population was observed at 72 hrs p.i. for all groups of
mice (Fig. 14, section II-F).

Unfortunately, the low percentages of apoptotic NK1.1"'BTCR" and NKI1.1°
TCR" at 72 hrs p.i. in control mice may be due to a lower expression of the BTCR
p

marker.
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Figure 14. Section I- Expression of TdT-mediated biotin-dUTP nick-end labelling”
cells in normal (G1 region) and apoptotic (G2 region) intrahepatic mononuclear cells
from mock- and L2-mouse hepatitis virus type 3 (MHV3)-infected C57BL/6 mice (A)
and dot plots of the double immunolabelling fluorescein isothiocyanate-NK1.1 and

phycoerythrin-T cell receptor (TCR)-B from mock- and L2-MHV3-infected C57BL/6
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mice (B). Section II- Normal (A, C, E) and apoptotic (B, D, F) intrahepatic
NKI1.1I"BTCR™ (A, B), NK1.I"'BTCR" (C, D) and NK1.1 BTCR" (E, F) cells in mock-,
L2-MHV3-, 51.6-MHV3-, CL12-MHV3- and YAC-MHV3-infected C57BL/6 mice at
various times post-infection. Three mice were used in each experimental group. The
cells were analyzed using a fluorescence activated cell sorter (FACScan) flow
cytometer. A total of 10 000 events were recorded. The percentages of these cell
populations at different times p.i. were compared to their respective controls. The results

were representative of two different experiments. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

3.2.4.6- Relationships between hepatic NK/NK-T cells ratios and hepatitis levels

To verify if the imbalance in NK and NK-T cells correlates with the viral
pathogenicity, the NK/NK-T cell ratios in normal and apoptotic MNCs in the livers
from groups of three C57BL/6 mice infected with 1000 TCIDs, of pathogenic L2-
MHV3, low attenuated 51.6-MHV3, highly attenuated CL12-MHV3 or non-pathogenic

YAC-MHV3 viruses were calculated and compared to mock-infected mice.

The NK/NK-T cells ratios in normal cell population (G1 region) increased as
early as 24 hrs p.i. in pathogenic L2-MHV3-infected mice (p<0,05) and non-
significantly at 48 hrs p.i. This ratio also increased in low attenuated 51.6-MHV3-
infected mice from 24 hrs (p<0,05) to 48 hrs p.i. (p<0,01) but decreased thereafter at 72
hrs p.i. (p<0,05). Only a slight increase was noted with the highly attenuated CL12-
MHV3 variant at 24 hrs p.i. (p<0,05) and no significant variation was observed with the
non-pathogenic YAC-MHV3 virus (Table V).

On the other hand, intrahepatic NK/NK-T cell ratios of the apoptotic cell
population (G2 region) increased strongly in L2-MHV3-infected mice from 48 hrs to 72
hrs p.i. (p<0,01 for both times). This phenomenon was also observed in the livers from
51.6-MHV3-infected mice but only at 48 hrs p.i. (p<0,001). Furthermore, these NK/NK-
T cell ratios were less increased in the livers from CL12-MHV3- and YAC-MHV3-
infected mice at 48 hrs p.i. (p<0,05 for both viruses) (Table V).
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Table V. Normal and apoptotic intrahepatic natural killer (NK)/NK-T cell ratios in
pathogenic L2-mouse hepatitis virus type 3 (MHV3)-, low attenuated 51.6-MHV3-,
highly attenuated CL12-MHV3- and non-pathogenic YAC-MHV3-infected C57BL/6

mice at various times post-infection

Cell Times post-infection (hrs)
lati Viral infection'
populations >4 3 7
Normal cells Control 0,94 + 0,04 1,45+ 0,11 1,35+ 0,07
L2-MHV3 1,51 +£0,10% 2,14 + 0,95 1,54 +£ 0,31

51.6-MHV3 1,38 +0,17* 3,72 £ 0,49** 0,86 + 0,19*
CL12-MHV3 1,39 £ 0,23* 1,67 £ 0,09 1,46 £ 0,25

YAC-MHV3 1,18 £ 0,24 1,36 £ 0,11 1,43 £ 0,04

Apoptotic cells Control 0,49 + 0,14 0,68 + 0,03 1,67 + 0,62
L2-MHV3 0,40 + 0,18 2,63 £0,61** 3,97 £0,61**
51.6-MHV3 0,92 + 0,69 3,01 £ 0,25%** 1,73 £ 0,48

CL12-MHV3 0,61 + 0,11 1,25 £ 0,10% 1,73 £ 0,22

YAC-MHV3 0,62 + 0,20 1,48 £ 0,18* 2,04 £ 0,31

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. ' Three mice were used in each experimental group.
The ratios of percentages of NK and NK-T cells from MHV3-infected mice were

compared with those from mock-infected mice.
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3.2.4.7- Permissivity of NK and NK-T cells to viral infection by the pathogenic
L2-MHV3, low attenuated 51.6-MHV3., highly attenuated CL12-MHV3 and non-
pathogenic YAC-MHV3 viruses

In order to verify if the apoptosis of NK and NK-T cells is related to the viral
replication of the different MHV3 variants, intrahepatic MNCs were collected from
uninfected mice, infected in vitro (m.o.i. of 0,1-1,0) during 48 hrs and then phenotyped
using polyclonal anti-MHV3 anti-sera with anti-DX5 (NK cells) or CD1d:Ig (NK-T
cells) antibodies. The DX5"MHV3" and CD1d:Ig'MHV3" cells were compared to
mock-infected cells in the entire DX5" or CD1d:Ig" cell populations.

As shown in the Figure 15, higher percentages of DX5" cells were infected with
the attenuated 51.6-MHV3 and CL12-MHV3 variants when compared to non-
pathogenic YAC-MHV3 and pathogenic L2-MHV3 viruses (Figs. 15A-D). On the other
hand, the percentages of NK-T cells phenotyped with a CD1d:Ig fusion protein,
expressing viral proteins following infection with the 51.6-MHV3 and CL12-MHV3
variants, were higher than those infected with the L2-MHV3 and YAC-MHV3 viruses
(Figs. 15E-H).
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Figure 15. Expression of mouse hepatitis virus type 3 (MHV3) proteins in the
intrahepatic DX5" (A-D) cells and CD1d:Ig" (E-H) cells population infected in vitro
with the L2-MHV3 (A, E), 51.6-MHV3 (B, F), CL12-MHV3 (C, G) and YAC-MHV3
(D, H) viruses. The cells were analyzed using a fluorescence activated cell sorter
(FACScan) flow cytometer. A total of 10 000 events were recorded. The DX5 MHV3"
and CD1d:Ig'MHV3" cells from virally infected cells (=) were compared to mock-
infected cells (—) in the entire DX5" or CD1d:Ig" cell population.

3.2.5- Discussion

In the present study, fulminant hepatitis induced by the pathogenic L2-MHV3
virus was associated to a decrease in the production of intrahepatic IL-10, TGF-3, PGE,,
an increase in the percentages of apoptotic NK and NK-T cells and at a lesser extend, a
decrease in the IFN-y/IL-4 ratio. KC and LSEC, which are target cells for pathogenic
L2-MHV3 (KC+, LSEC+) virus, are involved in a higher decrease of
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immunosuppressive cytokines, whereas KC also play a role in NK/NK-T disorders
during the acute viral hepatitis. Indeed, the highly attenuated CL12-MHV3 (KC-,
LSEC-) viral variant had a lower impact on suppressive cytokines and apoptosis of NK

or NK-T cells when compared to the low attenuated 51.6-MHV3 (KC+, LSEC-) variant.

The use of MHV3 variants which possess different cell tropisms is an efficient
system to dissect the in vivo and in vitro roles for LSEC, KC and T cells in the
establishment of intrahepatic disorders, resulting from altered immune tolerance and the
activation of natural immune responses sustained by NK and NK-T cells. The results

shown in this study have been summarized in Table VI.
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Table VI. Summary of immunological observations in livers from C57BL/6 mice
infected with pathogenic L2-mouse hepatitis virus type 3 (MHV3), low attenuated 51.6-
MHV3, highly attenuated CL12-MHV3 and non-pathogenic YAC-MHV3 viruses

L2-MHV3  51.6-MHV3 CL12-MHV3 YAC-MHV3

% Normal NK cells 1t ) — —
% Normal NK-T cells ) ) N 1
% Normal T cells ™ ) — "
Normal NK/NK-T ratio ) ™ ) —
% Apoptotic NK cells ™ ™ — —
% Apoptotic NK-T cells ) ) ! !

% Apoptotic T cells ! ! N 1
Apoptotic NK/NK-T " 1 1 7

CD4 FoxP3" cells 1 — — —
IL-10 l 1 1 M
TGF-B — ) ) T

PGE, — (N (N M
IFN-y 1 I 1 1
IL-4 ! " i1 —
IFN-y/IL-4 ratio 1l — i i1

Three mice were used in each experimental group. © 1, increase; |, decrease; 1 or

11, variation during infection; —, similar to mock-infected mice.

NK: natural killer; IL: interleukin; TGF: transforming growth factor; PGE;:
prostaglandin E,; IFN: interferon; FoxP3: forhead box P3.

The integrity of hepatic immunocompetent cells such as KC and LSEC is
required to preserve the immune tolerance characteristic of the liver (Karrar et al., 2007;
You et al., 2008). These cells are responsible for the production of immunosuppressive

cytokines such as IL-10, TGF-B and PGE; Our results indicate that all the suppressive
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cytokines tested in this study, either decreased or were not further induced in the livers
from mice infected with the L2-MHV3 virus. The absence of TGF-f3, IL-10 and PGE; in
livers from pathogenic L2-MHV3-infected mice may favour a switch from a tolerance
to an inflammatory state. Infections with attenuated variants of MHV3, however,
induced higher level of immunosuppressive cytokines or a delayed production of the
latter. It has been demonstrated previously that the attenuation levels of virus variants
reflect their inability to infect LSEC (51.6-MHV3) or LSEC and KC (CL12-MHV3)
(Martin et al., 1994), suggesting that their milder virulent phenotype may depend on the
integrity of LSEC and KC cells and their role in the control of liver inflammation
through the production of immunosuppressive cytokines. In addition, the lower
disturbance in immunosuppressive cytokines induced by the higher attenuated CL12-
MHV3 variant when compared to the low attenuated 51.6-MHV3 variant indicates that
the integrity of KC cells is important in the control of inflammatory responses during
acute viral hepatitis. Importantly, LSEC cells may also produce immunosuppressive
cytokines, thus contributing to the reduction of the inflammatory response and
concomitant pathology, as observed in livers from 51.6-MHV3-infected mice (KC+,
LSEC-), when compared to mice infected with the pathogenic L2-MHV3 (KC+,
LSEC+) virus.

The sources of the immunosuppressive cytokines were associated not only with
LSEC and/or KC but also to Ty, cells. Indeed, the percentages of intrahepatic FoxP3"
cells in the CD4" cell population slightly increased in liver from pathogenic L2-MHV3-
infected mice only. The decrease in immunosuppressive cytokines suggests that Ty
cells may be rendered anergic or unresponsive during the first days of infection.
However, other types of Ty, cells, such as adaptative Trl or Th3 cells, may be

implicated in the production of the immunosuppressive cytokines (Vignali et al., 2008).

It is also known that IL-10 and TGF-f determine the levels of IFN-y inhibition
(Schroder et al., 2003), suggesting that a decrease in IL-10 and TGF-§ may favour the
increase of IFN-y and a subsequent inflammatory response. However, IFN-y levels did

not increase in livers from pathogenic L2-MHV3-infected mice. On the other hand, the
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level of the immunosuppressive cytokines IL-10, TGF-B and PGE,, increased in livers
from all groups of mice infected with the attenuated MHV3 variants in accordance with
their pathogenic levels and times post-infection. The inhibitory effects of IL-10 and
TGF-B on IFN-y may not be consequent completely to the lower production of IFN-y
during the first 2 days of infection as a significant increase in IFN-y production was
noted at 72 hrs p.i., a time-point at which IL-10 and TGF- increased in livers from all
attenuated MHV3-infected mice.

The use of attenuated viral variants which have lost their ability to replicate in
LSEC and/or KC cells involved in the control of liver tolerance allowed us to evaluate
the role for these cells in viral acute hepatitis. We have demonstrated previously that
viral replication cannot explain the levels of hepatitis, as similar viral titres were found
in livers from mice infected with pathogenic L2-MHV3, low attenuated 51.6-MHV3,
highly attenuated CL12-MHV3 or non-pathogenic YAC-MHV3 viruses (Lamontagne et
Dupuy, 1984; Lamontagne et al., 1994). Viral pathogenicity correlates more with the
time of appearance of virus titres in the liver than the level of viral titres (Lamontagne et
al., 1994). These observations support the hypothesis that the pathogenicity of the viral
variants reflects their ability to trigger the inflammatory response rather than their
capacity to replicate. As expected, the macroscopic evaluation of livers from MHV3-
infected mice correlated with the levels of hepatitis described by Martin et al. (1994).
Previous histopathological studies have shown that the pathogenic L2-MHV3 virus
induces extensive necrotic foci in liver, whereas few perivascular inflammatory foci are
observed transiently in mice infected with the non-pathogenic YAC-MHV3 variant (Le
Prevost et al., 1975). Histopathological studies have revealed dramatic effects in L2-
MHYV3-infected mice for which hepatocellular necrosis in the presence of inflammatory
cells was evident in the presence of high transaminase activity in serum (Lamontagne et
al., 1989b; Lamontagne et al., 1994). Moderate liver necrosis and infiltration of
inflammatory cells, however, were seen in both 51.6-MHV3- and CL12-MHV3-infected
mice in which low and no transaminase activity was detected. Thus, the

histopathological features of viral infection by the viral variants reflect the levels of
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immunosuppressive cytokines, such as IL-10 and PGE,, rather than inflammatory

cytokines such as IFN-y.

It is tempting to suggest that the delayed production of PGE, by LSEC may
result in the onset of the acute hepatitis observed in our study. It has been shown that
administration of PGE, to susceptible Balb/c mice protects them against the
intravascular coagulation induced during MHV3 infection (Abecassis et al., 1987).
PGE, production was higher in livers from mice infected with non-pathogenic YAC-
MHV3 and highly attenuated CL12-MHV3 viruses. The level of PGE; remained higher
in livers from lower attenuated 51.6-MHV3-infected mice than in L2-MHV3-infected
mice. These observations not only confirm the protective role for PGE, during acute
viral hepatitis, but also suggest that the permissiveness of LSEC cells to viral infection

may play a major role in the production of PGE, during acute hepatitis.

The loss of KC and/or LSEC due to replication of pathogenic L2-MHV3 virus
cannot explain the decrease in IFN-y production. NK cells are generally the major
sources of IFN-y during the early stages of infection, and NK-T cells may contribute to
this effector response in certain cases (Seki et al, 1998; Hammond et al, 1999;
Gansuvd et al., 2002; Roland et al., 2006). Intrahepatic NK1.1 cells increased in mice
infected with the pathogenic L2-MHV3 and low attenuated 51.6-MHV3 viruses.
Notwithstanding the recruitment of NK1.1 cells, the levels of IFN-y decreased in the
liver of L2-MHV3- (24 hrs to 72 hrs p.i.) and 51.6-MHV3-infected mice (24 hrs to 48
hrs p.i.). These observations reflect the high levels of apoptosis observed in intrahepatic
recruited NK1.1 cells in the liver from these infected mice, as NK1.1 cells were not or
less recruited in the liver during infections with the highly attenuated CL12-MHV3 and
non-pathogenic YAC-MHV3 viruses and did not become apoptotic.

The IFN-y/IL-4 ratio was used to reflect the NK/NK-T cell ratio during the
hepatitis. IL-4 is considered as an immunosuppressive cytokine which contributed to
induce a Th2 response and is produced by NK-T cells, whereas IFN-y is mainly secreted
by NK cells. This ratio may also indicate the Th1/Th2 equilibrium in liver. IL-4 was

reported to be implicated in oral tolerance toward colitis-extracted proteins for long
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term gene therapy (Ilan, 1999). This cytokine was also associated to a prolonged
survival of skin allograft in a mouse model (Ding et al., 2007) and the inhibition of E-
selectin and ICAM-1 on TNF-o-activated bovine aortic endothelial cells which may
contribute to xenotransplantation (Chen et al., 2005). However, some studies have
suggested negative roles for NK-T cells in the development of aggressive hepatitis
induced by ConA or a-GalCer (Ajuebor et al., 2005; Biburger et Tiegs, 2005). This
observation was supported by a NK-T cell-dependent increased production of IL-4.
Production of intrahepatic IL-4 was impaired in pathogenic L2-MHV3-infected mice in
contrast to attenuated 51.6-MHV3- and CL12-MHV3-infected-mice. Moreover, no
increase in intrahepatic NK-T cells or their apoptosis was observed during infection
with the highly attenuated CL12-MHV3 and non-pathogenic YAC-MHV3 variants, in
contrast with L2-MHV3 or 51.6-MHV3 infections.

The decrease of intrahepatic IFN-y and IL-4, production thus may be explained
partially by the apoptosis of the NK and NK-T cells due to their permissivity to viral
replication. We have demonstrated recently that myeloid NK cells are susceptible to
viral replication and apoptosis via the formation of syncytium (Lehoux et al., 2004).
However, the low percentages of L2-MHV3-infected DX5'MHV3'® and
CD1d:Ig'MHV3" cells were surprising, and may reflect the lower number of viable
DX5" and CDId:Ig" cells when infected with this virus. On the contrary, the low
percentages of YAC-MHV3-infected NK and NK-T cells explain the higher numbers of
viable NK or NK-T cells, as this virus did not adequately infect these cells. It was
demonstrated that the non-pathogenic YAC-MHV3 variant has limited cell tropisms
when compared to the pathogenic L2-MHV3 virus (Le Prevost ef al., 1975; Lamontagne
et al., 1989b; Martin et al., 1994).

The imbalance between inflammatory and immunosuppressive cytokines may
influence the intrahepatic lymphoid cell subpopulations. Our previous studies have
shown that immunodeficiencies in B and T cells are induced after 72 hrs p.i. in
pathogenic L2-MHV3-infected C57BL/6 mice but not in non-pathogenic YAC-MHV3-

infected mice (Lamontagne et al., 1989b). Also, we have demonstrated previously that
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the attenuated 51.6-MHV3 and CL12-MHV3 variants induce lower immunodeficiencies
in B and T cells in accordance with their levels of pathogenicity (Lamontagne et al.,
1994). It is well known that IL-10 and PGE, are important to reduce the activation of
antigen-specific CD4" and CD8" T cells recruited in the liver (Knolle ef al., 1998; Uhrig
et al., 2005). TGF-B is a cytokine secreted by LSEC and KC involved in the suppression
of T cell proliferation (Schroder et al., 2003). Indeed, decreased levels of these
cytokines can lead to overwhelming T cell activation. In addition, intrahepatic IL-10
and TGF- may be also secreted by type 1 regulatory (Trl) or T helper (Th3) cells,

respectively, inhibiting cellular activation (Jonuleit et al., 2002).

In conclusion, our results suggest that the acute hepatitis induced by the
pathogenic L2-MHV3 virus is related to a decreased production in immunosuppressive
cytokines produced mainly by KC and LSEC and by the apoptosis of intrahepatic
recruited NK and NK-T cells. Lower levels of hepatitis reflect the KC and LSEC
tropisms of attenuated MHV3 variants. The results obtained in this work suggest that
innate lymphoid cells, such as NK and NK-T cells, may also play a role in the onset of
acute hepatitis, as they may be disturbed in acute hepatitis and their imbalance may lead

to abnormal inflammatory responses.

Further work is in progress to demonstrate the effect of viral replication of
variants in in vitro-purified LSEC and KC, and on NK cells on the production of PGE,,
IL-10, and TGF-B involved in immune hepatic tolerance and on antiviral and
inflammatory IFN-y production. Considering these facts, in vivo studies will be
conducted to assess the effect of repletion with recombinant cytokines on immune

disorders induced during acute hepatitis.
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3.3- Article 3

L’objectif de cet article était de démontrer le mécanisme par lequel les cellules
NK seraient en mesure de produire de I'IFN-y lors de I’hépatite aigué induite chez la
souris susceptible C57BL/6 par le virus pathogene L2-MHV3 en présence des IL-12 et
IL-18. L’originalité¢ de cet article a été de montrer que I'[L-12 et I'IL-18 pouvaient
induire une production synergique d’IFN-y chez des cellules NK infectées par un
coronavirus. Ainsi, I’absence de production de ces cytokines dans le foie des souris
infectées aurait un role crucial dans le développement de 1’hépatite aigué. Egalement,
cette étude a permis de mettre en évidence le role inhibiteur de la molécule CEACAMI1a
de méme que I’importance de la voie de signalisation intracellulaire p38 MAPK dans
cette production synergique d’IFN-y. En fait, cet article montre pour la premiere fois que
la molécule CEACAMIla peut réguler la production d’IFN-y chez des cellules NK

activées et infectées par un coronavirus.

Mon role dans cet article a été d’effectuer toutes les expériences présentées dans
cet article, de procéder a I’analyse de tous les résultats et de participer a la rédaction

complete de Iarticle, en collaboration avec ma directrice de recherche.
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3.3.1- Abstract

The production of IFN-y by NK cells, responsible for the control of viral
infection, and triggered by IL-12 and IL-18, is greatly impaired during viral hepatitis.
The objectives of this study are to identify the mechanism used by mouse hepatitis virus
(MHV) type 3 to modulate the production of IFN-y by NK cells during the acute
hepatitis in susceptible C57BL/6 mice. In vitro experiments reveal that NK cells,
expressing CEACAMIa (the MHV receptor), can produce a higher level of IFN-y in the
presence of both L2-MHV3 virus and IL-12/IL-18. The synergistic production of IFN-y
by NK cells mainly depends on viral replication and involves the p38 MAPK signaling
pathway. However, the signal triggered through the engagement of CEACAMIla
modulates the production of IFN-y. In vivo studies reveal, however, that impairment of
intrahepatic production of IL-12 and IL-18 in MHV3-infected mice and apoptosis of
NKI1.1"BTCR" cells recruited in the liver lead to low IFN-y production. Such in vivo
hepatic disorders induced during the viral infection favour the escape of the MHV3 virus

from the NK cells antiviral mechanisms.

3.3.2- Introduction

NK cells are an important arm of the innate immunity against virus-infected
cells, bacteria and tumor cells, and exert direct cytotoxicity functions as well as indirect
antiviral functions through the secretion of IFN-y (Biron et Brossay, 2001). The role of
intrahepatic NK cells in the outcome of human viral hepatitis is not fully understood.
NK cells are known to act as a first line to control many viral infections such as herpes
simplex virus type 1, Epstein-Barr virus, human herpesvirus 6 and murine
cytomegalovirus (Bukowski et al., 1984; Gosselin et al., 1999). However, human
hepatitis C virus (HCV) has developed strategies to evade the detection and elimination
by NK cells (Golden-Mason et Rosen, 2006), as it is also suggested by the increased NK
cell numbers in the liver of chronic hepatitis B virus-infected patients during the phase
of immunotolerance (Sprengers et al., 2006). The liver is enriched in NK and NK-T

cells, which play major roles in the control of viral hepatitis infections by limiting viral
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replication via an IFN-y-dependent mechanism. Recently, several studies have

demonstrated the importance of the cytotoxic activities of NK cells in preventing the

establishment of chronic HCV infections (Herzer et al., 2003; Li et al., 2004).

NK cells are rapidly recruited from the bone marrow and spleen during viral
infections (Wang et al., 2005). IL-12, IL-15, IL-18 and IFN-yenhance the cytotoxic
activity of NK cells and further increase the production of IFN-y by these cells (Gosselin
et al., 1999; Biron et Brossay, 2001). Moreover, the production of IFN-y by NK cells
stimulated with IL-12 and IL-18 is dependent on the activation of the immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs (ITAMs) and is regulated through the p38 and ERK-1/2
MAPK pathways (Mavropoulos et al., 2005; Ortaldo et al., 2006). However, little is
known about the mechanism involved in the efficient production of antiviral IFN-y by

intrahepatic NK cells during the acute phase of viral hepatitis.

Mouse hepatitis virus type 3 (MHV3) is an excellent model to study the
immunological disorders associated with viral hepatitis. MHV3 induces acute and/or
chronic hepatitis according to the strain, age and immune status of the mouse. Moreover,
MHV3 can replicate in hepatocytes, liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) and
Kupffer cells (KC), leading to virus-induced cell death, resulting in a fulminant hepatitis
in susceptible C57BL/6 mice and their death within 3 to 5 days post-infection (p.i.)
(Martin et al., 1994). We have previously reported that the hepatitis development in
pathogenic L2-MHV3-infected C57BL/6 mice is related to a decrease in splenic and
myeloid NK cells, due to the formation of syncytia and their subsequent apoptosis
(Lehoux et al., 2004). Moreover, in vivo depletion of NK cells during MHV infections
enhances virus replication which in turn leads to a more pronounced hepatitis (Bukowski
et al., 1983). Phenotypic analysis of intrahepatic mononuclear cells has revealed that
apoptotic NK and NK-T cells increase in mice infected with the pathogenic L2-MHV3
virus, in contrast to the minor effects associated with the C57BL/6 mice infected with
the MHV3 attenuated variants (Jacques et al., 2008). In addition, we have recently

demonstrated that viral permissivity of KC, rather than LSEC, plays an important role in
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the apoptosis of NK and NK-T cells during acute viral hepatitis, but the mechanisms
were not yet identified (Jacques et al., 2008).

IFN-y is known to play a protective role against the hepatitis induced by various
MHYV serotypes (Lucchiari et al., 1992; Mello et al., 1993). Very few studies have
targeted the efficiency of NK cell functions during MHV infection. Stohlman et al.
(1983) have observed that, during a MHV-JHM infection, NK cell cytotoxic activity
increases in the spleen in absence of IFN-y production. More recently, it was reported
that the addition of IL-12 and IL-18 in susceptible mice led to an increase in IFN-
Y production in the liver and better control of the infection, although the IFN-y-

producing cells involved were not identified (Moreira et al., 2004).

MHV infection in susceptible cells depends on the fixation of viral surface
proteins to a receptor, identified as the carcinoembryonic antigen-related cell adhesion
molecule la (CEACAMIla). Markel et al. (2002a) have shown that CEACAMI
homotypic interactions between NK cells and various target cells inhibit NK cell
cytotoxicity. In addition, the engagement of CEACAM1a leads to the inhibition of T cell
proliferation and IFN-y production by NK-T cells (Markel et al., 2002b). In contrast,
toll-like receptor-dependent activation of NF-kB up-regulates the expression of
CEACAMIla, whereas IFN-y down-regulates it, thus decreasing the permissivity of
susceptible cells to MHV infection (Vassao et al, 2000; Muenzner et al., 2001).
CEACAMIla is expressed at the surface of hepatic cells including LSEC, KC,
hepatocytes, NK cells and B cells, but is not or very low expressed in naive CD4" or
CDS8" T cells (Coutelier et al., 1994; Moller et al., 1996; Godfraind et Coutelier, 1998;
Kammerer et al., 1998).

McGilvray et al. (1998) reported that the p38 and ERK-1/2 MAPK pathways
were activated in peritoneal macrophages infected with the MHV3 virus within the first
30 minutes of infection, suggesting that this effect occurred in response to the fixation of
the virus to its receptor. Banerjee et al. (2002) suggested that the replication of the
MHV-A59 virus was also dependent on the activation of p38 but not the ERK-1/2
MAPK pathway, without further identifying the replication step involved. In this
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respect, the effect of the CEACAMIa engagement by MHV surface proteins and the
further activation of p38 or ERK-1/2 MAPK on the antiviral function of NK cells remain
unknown. The fact that Ceacamla” mice are resistant to a MHV-AS59 infection suggests

an absolute requirement for CEACAM 1 a in viral infectivity (Hemmila et al., 2004).

In this work, we demonstrate an in vitro synergistic production of IFN-y by NK
cells in the presence of both L2-MHV3 virus and IL-12/IL-18, involving the engagement
of CEACAMI1a receptor, viral replication and p38 MAPK signaling pathway. In vivo
studies have revealed, however, that this antiviral mechanism was rendered inefficient in
MHYV3-infected mice by the impairment of intrahepatic productions of IL-12 and IL-18
and the apoptosis of recruited NK1.1"BTCR" cells in the liver.

3.3.3- Materials and methods
3.3.3.1- Mice

Wild type C57BL/6 mice were purchased from Charles River Laboratories (St-
Constant, Québec, Canada). Ceacamla knock-out (Ceacamla™) mice were generated by
Dr. N. Beauchemin as previously described (Leung et al., 2006). The animals, certified
as MHV3-free by the manufacturer, were housed under HEPA-filtered air (Forma
Scientific, Marietta, OH, USA). Female mice between 8 and 12 weeks of age were used
in all the experiments. The study was conducted in compliance with the regulation from

the Animal Committee of the Université¢ du Québec a Montréal (UQAM).

3.3.3.2- Viruses

The pathogenic L2-MHV3 virus is a cloned substrain isolated from the liver of
infected DBA2 mice and propagated in L2 cells as previously described (Dupuy et
Rodrigue, 1981). The pathogenic properties of the L2-MHV3 virus were assessed
regularly.
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3.3.3.3- In vivo viral infection

Groups of three or six C57BL/6 mice, according to the experiments, were
infected by the intraperitoneal (i.p.) route with 1000 TCIDsy of L2-MHV3 virus. Mock-
infected mice received a similar volume of RPMI 1640 (GIBCO Laboratories, Grand
Island, NY, USA). At various times p.i., the mice were anesthetized by i.p. injection
using ketamine hydrochloride (200 mg/kg) (Vetrepharm Canada Inc., Belleville, Ont,
Canada) and xylazine (10 mg/kg) (Bayer Inc., Toronto, Ont, Canada). Mice were bled
by section of the portal vein and aorta, as described by Watanabe et al. (1992). The

livers were harvested following exsanguination.

3.3.3.4- Cells

The continuous mouse fibroblast L2 cell line was grown in RPMI 1640
supplemented with L-glutamine (2 mM), antibiotics (penicillin 100 U/ml and
streptomycin 100 mg/ml) (GIBCO Laboratories) and 5% fetal calf serum (FCS) (Gemini
Bio-Products, Woodland, CA, USA). L2 cells were used for viral production.

Intrahepatic mononuclear cells (MNCs) were isolated from the liver of mice from
each experimental group as previously described (Lamontagne et al., 1997). Briefly, the
liver was pressed through a 70 um cell strainer (Falcon Scientific Co., Montréal, Qc,
Canada) which was then washed with 10 ml of RPMI 1640 supplemented with 20%
FCS. The cell suspension was then deposited on 7 ml of FCS to allow debris
sedimentation, the top layer was then recovered and centrifuged 10 min at 1000g. The
supernatants were collected for cytokines quantification by ELISA after being passed
through a 0,45 pum filter (Sarstedt Inc., Montreal, Qc, Canada). The cells were
resuspended and deposited on the top of a discontinuous Percoll gradient (45% and 67%
Percoll in PBS) (Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden; GIBCO Laboratories) and
centrifuged for 30 min at 1000g. The MNCs were collected at the interface of the 45%
and 67% Percoll layers and washed with RPMI 1640 supplemented with 20% FCS to
finally be adjusted to 0,5 x 10°or 1,0 x 10° cells/ml.
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Myeloid MNCs were isolated from femurs of uninfected mice. Briefly, the
femurs were soaked in 70% ethanol for 2-5 min and washed subsequently with RPMI
1640 supplemented with 20% FCS. The femurs were then excised from the surrounding
muscle tissues. The marrow was flushed using a syringe filled with RPMI 1640
supplemented with 20% FCS and fitted with a needle calibre 26533 (Becton Dickinson &
Co., Franklin Lakes, NJ, USA). The cell suspension was thereafter purified by a
lymphoprep gradient (Cederlane, Hornby, Ont, Canada), washed and adjusted to 10°

cells/ml.

Intrahepatic or myeloid NK cells were depleted or purified by positive selection
using the CD49b (DX5 or Pan NK) antibody coupled to microbeads (StemCell
Technologies, Vancouver, BC, Canada). Total myeloid MNCs, purified DX5" cells or
“DX5-depleted” MNCs were resuspended in RPMI 1640 supplemented with 20% FCS
and adjusted to 10° cells/ml.

In all experiments, the cell viability, ranging from 90 to 100%, was assayed by a

trypan blue exclusion test.

3.3.3.5- Ex vivo viral infection

Intrahepatic MNCs were isolated from six mock- or L2-MHV3-infected
C57BL/6 mice after 72 hrs of infection and were seeded in 24-well plates at
concentrations of 0,5x10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 20% FCS.
Recombinant murine IL-12 (rIL-12) or rIL-18 (BioSource, Montréal, Qc, Canada) were
added to a final concentration of 0,1 ng/ml and 25 ng/ml respectively. The cells were
then incubated at 37°C, under 5% CO; for 24 hrs. The supernatants were collected for
IFN-y quantification by ELISA.
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3.3.3.6- In vitro viral infection

MNCs were isolated from the livers or bone marrows from uninfected wild type
or Ceacamla”™ C57BL/6 mice and cells were thereafter seeded in 24-well plates at a
concentration of 10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 20% FCS. rIL-12 or rIL-
18 were added to a final concentration of 0,1 ng/ml and 25 ng/ml respectively. In some
experiments, SB203580 and U0126, specific p38 and ERK-1/2 MAPK inhibitors
(Calbiochem, San Diego, CA, USA), were added to a final concentration of 10 pg/ml
Different concentrations of sodium stibogluconate (SS) were also added during 15 min
to inhibit the SHP-1 phosphatase. A monoclonal murine anti-CEACAMIla antibody
(AgB10, produced in rat and affinity-purified on a HiTrap protein G column) was also
added at a concentration of 2 pg/10° cells. The cells were infected with a 0,1 to 1 m.o.i.
of infectious L2-MHV3 viruses or L2-MHV3 viruses treated for 1 hr with UV and then
incubated at 37°C, under 5% CO, for 24 hrs. The supernatants were collected for IFN-y
quantification by ELISA.

3.3.3.7- Flow cytometric analysis

Percent of intrahepatic NK1.1"'BTCR" cells from in vivo mock- or L2-MHV3-
infected C57BL/6 mice were determined by double immunolabeling. The intrahepatic
MNCs were isolated and 10° cells were resuspended in 1 ml of PBS and further
incubated on ice in the presence of a CD16/CD32 blocker (Pharmingen, Toronto, Ont,
Canada) for 15 min. Thereafter, the cells were incubated 30 min with 1 pug of fluorescein
isothiocyanate (FITC)-NK1.1 (clone PK136, mouse IgG2ax, Pharmingen) and 1 pg
phycoerythrin (PE)-BTCR (clone H57-597, Armenian Hamster IgG2 A1, Pharmingen).
The cells were then washed in PBS and fixed overnight at 4°C in PBS, pH 7,2 containing
1% formaldehyde (Fisher Scientific Co.). Flow cytometric analyses were performed on a
fluorescence-activated cell flow cytometer (FACScan) and with the Cell Quest software

(Becton-Dickinson, Moutain View, CA). Ten thousand cells were analyzed per sample.
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3.3.3.8- Cytokine determinations by ELISA assays

IL-12, IL-18 and IFN-y levels produced in liver extracts from mock- or L2-
MHV3-infected C57BL/6 mice and in supernatants from ex vivo or in vitro infections
were determined using the mouse IL-12 (p70), mouse IL-18 and mouse IFN-y BD
OptEIA ELISA Sets (BD Biosciences, Mississauga, Ont, Canada).

3.3.3.9- Statistical analysis

For in vivo and ex vivo studies, statistical analyses were performed using an
ANOVA test. For in vitro studies, statistical analyses were performed using a Student’t
test (two-tailed, paired). All statistical comparisons were calculated with the GraphPad
Prism 4.03 software. Error bars represent standard errors and a value of p<0,05 was

considered significant.

3.3.4- Results

3.3.4.1- MHV3 infection synergizes the production of IFN-y by intrahepatic
MNC:s in the presence of IL-12 and 1L.-18

To verify the ability of intrahepatic MNCs from L2-MHV3-infected mice to
produce IFN-yduring the acute phase of the hepatitis, intrahepatic MNCs from six
mock- or L2-MHV3-infected C57BL/6 mice were isolated after 72 hrs of infection and
activated ex vivo with rIL-12/rIL-18 during 24 hrs. IFN-y levels were then evaluated in
cell supernatants. As shown in Figure 16 (Section I), intrahepatic MNCs isolated from
L2-MHV3-infected mice produced slightly more IFN-ythan cells from mock-infected
mice in the absence of stimulation (p<0,01). Addition of rIL-12 and rIL-18 increased the
production of IFN-yby MNCs from both L2-MHV3- and mock-infected mice in a

comparable manner (p<0,001).
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To confirm the role of the MHV3 virus in the production of IFN-y by intrahepatic
MNC:s, these cells were isolated from uninfected C57BL/6 mice and infected in vitro
with the L2-MHV3 virus for 24 hrs in the presence of rIL-12, rIL-18 or both. The IFN-
yreleased in the cell supernatants was then quantified. As shown in the Figure 16
(Section II-A), L2-MHV3 infection of intrahepatic MNCs induced low but significant
IFN-y production (p<0,001). Addition of rIL-12 (p<0,05), rIL-18 (p<0,001) or rIL-
12/rIL-18 (p<0,001) to uninfected intrahepatic MNCs further increased the IFN-
v production (Fig. 16, Sect. II-A to II-D). Production of IFN-y by intrahepatic MNCs,
however, synergistically increased when the cells were treated in vitro with both the L2-
MHV3 virus and cytokines (p<0,01 for all treatments when compared to the uninfected
treated cells) (Fig. 16, Sect. 1I-B to II-D). These results indicate that IL-12 and IL-18 act
in synergy with the L2-MHV3 virus on a virally susceptible cell type present in the

intrahepatic MNC culture from uninfected mice to produce IFN-y.
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Figure 16. Section I- Production of IFN-y from intrahepatic MNCs purified from mock-
and L2-MHV3-infected C57BL/6 mice after 72 hrs and treated ex vivo during 24 hrs
with rIL-12 and rIL-18. Six mice were used in each experimental group. The IFN-y
levels were quantified in supernatants by ELISA. (**p<0,01 when compared to
untreated mock-infected cells; (###p<0,001 when compared to respective untreated
cells). Section II- Production of IFN-yin in vitro mock-infected and L2-MHV3-
infected intrahepatic MNCs from C57BL/6 mice at 24 hrs p.i. in the absence (A) or
presence of rIL-12 (B), rIL-18 (C) and rIL-12/rIL-18 (D). The IFN-ylevels were
quantified in supernatants by ELISA. (**p<0,01 and ***p<0,001 when compared to
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respective untreated or treated uninfected cells, #p<0,05 and ###p<0,001 when

compared to untreated uninfected cells)

3.3.4.2- NK cells are responsible for the production of IFN-Y in response to a
combined treatment with the L2-MHV3 virus and IL-12/1L.-18

It was previously demonstrated that the production of IFN-yin the liver in
response to IL-12 administration depends on NK cells (Pien et Biron, 2000). In order to
verify if the IFN-y response, induced in the presence of rIL-12 and rIL-18 during an in
vitro L2-MHV3 infection, mainly depends on NK cells, intrahepatic MNCs were
isolated from uninfected mice and NK cells were removed with an anti-DXS5 antibody
coupled to microbeads (<2% DXS5' cells remaining in the DXS5-depleted cells
preparation). Total MNCs and DXS5-depleted cell preparations were thereafter in vitro
infected with the L2-MHV3 virus in the presence of rIL-12/rIL-18. The IFN-y level
strongly decreased in DXS5-depleted cells (1201 £+ 146 pg/ml) compared to total
intrahepatic MNCs (8236 + 198 pg/ml) (p<0,001), when infected with the L2-MHV3
virus and further treated with rIL-12/rIL-18. Indeed, the levels of IFN-ywere
comparable to those measured with uninfected rIL-12/rIL-18-treated cells from total
intrahepatic MNCs (1403 + 316 pg/ml) or DX5-depleted cells (1047 + 61 pg/ml). The
number of positively selected intrahepatic NK cells from uninfected mice remains too

low to allow detection of high levels of IFN-y in cell cultures by ELISA.

However, intrahepatic NK cells were recruited in the liver from the bone marrow
or spleen in L2-MHV3-infected mice (Lehoux et al., 2004; Jacques et al., 2008). NK
cell numbers are significantly higher in the bone marrow when compared to the spleen
or the liver, thus bone marrow MNCs were then used as a source of NK cells. MNCs
from bone marrow were isolated and NK cells were thereafter purified with an anti-DX5
antibody coupled to microbeads. Total myeloid MNCs, purified DX5" cell (96% purity)
and DX5-depleted cell (<2% DX5" cells remaining) preparations were then infected in
vitro with the L2-MHV3 virus in the presence of rIL-12 and rIL-18. As shown in Table
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VII, low IFN-y was produced by total myeloid MNCs infected with the L2-MHV3 virus
or treated only with rIL-12/rIL-18. However, addition of these cytokines to L2-MHV3-
infected myeloid MNCs induced a synergistic production of IFN-y when compared to
untreated L2-MHV3-infected cells (p<0,001) or to uninfected rIL-12/rIL-18-treated cells
(p<0,001). No significant IFN-ywas produced by uninfected or L2-MHV3-infected
DX5-depleted myeloid MNC:s, treated or not with rIL-12 and rIL-18, suggesting that NK
cells were the only cells involved in the production of IFN-y. Purified DX5" cells
produced IFN-y when stimulated with rIL-12/rIL-18 (p<0,001 compared to untreated
cells) and responded in a synergistic manner when infected with the L2-MHV3 virus
(p<0,001 compared to rIL-12/rIL-18-treated cells). These results indicate that NK cells
are involved in the synergistic production of IFN-y induced both by the L2-MHV3 virus
and the cytokines.

Table VII. Production of IFN-y at 24 hrs p.i. in L2-MHV3-infected myeloid MNCs
from wild type C57BL/6 mice in the absence or presence of rIL-12/rIL-18.

Interferon (IFN)-y (pg/ml)

L2-MHV3 +
Myeloid cells® Control L2-MHV3 rIL-12/rIL-18

rIL-12/rIL-18
Total cells <31,3" <313 <313 799 £ 253***
DXS depleted cells <31,3 <31,3 43 +33 127 + 64
Purified DXS cells <313 <313 646 = 99*** 1665 £ 277***

* Myeloid MNCs were obtained from wild type C57BL/6 mice and infected with the L2-
MHV3 virus in the presence of rIL-12/rIL-18 for 24 hrs. DXS5-depleted cells and
purified DX5" cells were obtained by treatment of total myeloid MNCs with the CD49b
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(DX5 or Pan NK) mab coupled to microbeads (<2% DX5" cells remaining in the DX5-
depleted cells preparation; 96% purity in the purified fraction). The IFN-y levels were
quantified in supernatants by ELISA. (***p<0,001)

®The limit of sensitivity of the IFN-y test was 31,3 pg/ml.

3.3.4.3- Ceacamla’” NK cells do not promote the synergistic IFN-y production in
the presence of I1.-12 and IL-18

To verify if the production of IFN-yby L2-MHV3-infected NK cells, treated
with IL-12 and IL-18, results from the viral replication in NK cells, cells from knock-out
mice for CEACAMIla cell surface molecules (the specific MHV receptor) were
compared with those from wild type C57BL/6 mice. Myeloid MNCs from wild type and
Ceacamla C5TBL/6 mice were infected in vitro with the L2-MHV3 virus for 24 hrs in
the presence of rIL-12/rIL-18. The IFN-ylevels in supernatants were further quantified.
Results revealed that no IFN-y was induced by myeloid MNC cells from Ceacamla*
mice when treated with rIL12/rIL-18 infected or not with the L2-MHV3 virus (Table
VIII). In addition, no viral proteins were also detected in myeloid NK cells from
Ceacamla” mice following a double immunolabelling using anti-DXS5 and anti-MHV3

antibodies, indicating that no viral replication occurred in these cells.
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Table VIII. Production of IFN-y at 24 hrs p.i. in L2-MHV3-infected myeloid MNCs

from wild type and Ceacamla™ C57BL/6 mice in the absence or presence of rIL-12/rIL-
18

Interferon (IFN)-y (pg/ml)

L2-MHV3 +
Myeloid cells” Control L2-MHV3  rIL-12/rIL-18

rIL-12/rIL-18
Ceacamla™™ mice <31,3" <313 <313 799 4 253
Ceacamla’™ mice <313 <313 <313 <313

* Myeloid MNCs were obtained from wild type or Ceacamla”™ C57BL/6 mice and
infected with the L2-MHV3 virus in the presence of rIL-12/rIL-18 for 24 hrs. The IFN-y
levels were quantified in supernatants by ELISA. (***p<0,001)

® The limit of sensitivity of the IFN-y test was 31,3 pg/ml.

3.3.4.4- Viral replication is essential to promote the synergistic IFN-vY production

in NK cells

The failure in IFN-yproduction by Ceacamla’ cells suggests that viral
replication is essential for this response. This hypothesis was then verified using UV-
treated viruses. Myeloid MNCs from wild type C57BL/6 mice were infected with
infectious or UV-treated L2-MHV3 viruses in the presence of rIL-12/rIL-18. IFN-
Y levels were thereafter determined in supernatants at 24 hrs p.i. As shown in Figure 17,
production of IFN-vy strongly decreased when UV-treated L2-MHV3 viruses were added
to cells in the presence of rIL-12/rIL-18 (p<0,001). The absence of viral translation in

myeloid NK cells infected with the UV-treated viruses was also confirmed by a double
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immunolabelling using anti-DX5 and anti-MHV3 antibodies, since no intracellular viral

proteins were thus detected.

However, when bone marrow MNCs were treated with rIL-12/rIL-18 for 2 hrs
prior to infection with the L2-MHV3 virus, the synergistic IFN-y production failed to
occur (data not shown), indicating that the cellular signaling pathway(s) involved in this

response may be simultaneously activated by cytokines and the first steps of viral

replication.
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Figure 17. Production of IFN-y at 24 hrs p.i. in in vitro myeloid MNCs from C57BL/6
mice infected with infectious L2-MHV3 viruses or UV-treated L2-MHV3 viruses in the
presence of rIL-12/rIL-18 at 24 hrs p.i. The IFN-y levels were quantified in supernatants
by ELISA. (***p<0,001)

3.3.4.5- Inhibitory role of CEACAMIa in the IFN-v production in the presence
of MHV3

It is known that cross-linking or homotypic interactions between CEACAMIa
are essential to induce an inhibitory response in NK or NK-T cells (Markel ef al., 2002a;

Markel et al., 2002b). We thus studied if the cross-linking of the anti-CEACAMIa mAb
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(AgB10) could provide this effect. We had verified before that the specific antibody
AgB10 did not induce by itself the synergistic IFN-y production in the presence of rIL-
12/rIL-18 (results not shown). Then, AgB10 was coated on 24-well plates during 2 hrs
after which myeloid MNCs from wild type C57BL/6 were seeded and infected with the
L2-MHV3 virus in the presence of rIL-12/rIL-18. The IFN-y levels were then quantified
after 24 hrs p.i. As shown in Figure 18A, the synergistic IFN-y production was then
inhibited by coated AgB10, suggesting that cross-linking of CEACAM]la can down-
regulate the synergistic response induced by the L2-MHV3 virus in the presence of IL-
12/IL-18 or compete with the viral fixation to the CEACAMI1a receptor (p<0,05 when
compared to L2-MHV3 treated with rIL-12/rIL-18).

To further support the hypothesis of the engagement of CEACAMIla in the
down-regulation of the IFN-y response, bone marrow MNCs from wild type C57BL/6
mice were treated with different concentrations of a SHP-1 phosphatase inhibitor (SS),
which is involved in the inhibitory signaling pathway of CEACAMIla (Chen et al.,
2001), but not in viral replication, prior to the infection with the L2-MHV3 virus in the
presence of rIL-12/rIL-18. The IFN-y levels were thereafter quantified after 24 hrs p.i.
As shown in the Figure 18B, production of IFN-y increased when myeloid cells were
treated with the SHP-1 phosphatase inhibitor at concentrations ranging from 10-100
png/ml (p<0,01 at 10 pg/ml and 100 pg/ml, p<0,05 at 50 pg/ml). This result supports the

inhibitory role of CEACAM1a rather than neutralization of viral fixation.
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Figure 18. Production of IFN-yin in vitro L2-MHV3-infected myeloid MNCs from
C57BL/6 mice in the presence of rIL-12/rIL-18, pre-treated or not with 2 ug of coated
AgB10 (A). Production of IFN-y in in vitro L2-MHV3-infected myeloid MNCs from
C57BL/6 mice in the presence of rIL-12/rIL-18, pre-treated or not with different

concentrations of SS (B). The IFN-y levels were quantified in supernatants by ELISA.
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)
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3.3.4.6- The p38 MAPK pathway is involved in the synergistic IFN-Y production
in NK cells

The p38 and ERK-1/2 MAPK pathways are mainly involved in the production of
IFN-y by NK cells when stimulated by IL-12 and IL-18 (Mavropoulos et al., 2005;
Ortaldo et al, 2006). Moreover, early steps of MHV replication also depend on
activation of the p38 and ERK-1/2 MAPK pathways (McGilvray et al., 1998; Banerjee
et al., 2002), whereas CEACAMIla engagement predominantly induces the ERK-1/2
MAPK pathway (Yu et al., 2006). We have thus verified if the IFN-y response depended
on the p38 and/or ERK-1/2 MAPK pathways. Total bone marrow MNCs and purified
DX5" cells (96% purity) from wild type C57BL/6 mice were treated 2 hrs with specific
inhibitors of p38 (SB203580) and ERK-1/2 (U0126) MAPK and thereafter infected with
the L2-MHV3 virus in the presence of rIL-12 and rIL-18. The IFN-y levels were then
quantified after 24 hrs p.i. As shown in Table IX, production of IFN-y by L2-MHV3-
infected total bone marrow MNCs treated with rIL-12 and rIL-18 significantly decreased
in the presence of the p38 MAPK inhibitor (p<0,001), when compared to L2-MHV3-
infected cells treated only with the cytokines. Such effect was conserved in the purified
myeloid DX5" cell fraction (p<0,001 for the p38 MAPK inhibitor). The ERK-1/2
MAPK inhibitor did not induce any effect.
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Table IX. Production of IFN-y at 24 hrs p.i. in rIL-12/rIL-18-treated and L2-MHV3-
infected total myeloid cells or purified DX5" cells from wild type C57BL/6 mice in the
presence of the p38 MAPK (SB203580) or ERK-1/2 MAPK (U0126) inhibitors.

Interferon (IFN)-y (pg/ml)

L2-MHV3 + L2-MHV3 +

L2-MHV3 +
Myeloid cells® rIL-12/rIL-18 rIL-12/rIL-18  rIL-12/rIL-18
rIL-12/rIL-18
+ SB203580 + U0126
Total cells <31,3" 799 + 253%** 79 £ 42%** 577 + 254
Purified DXS cells 646 =99 1664 £ 277%** 504 £ 99*** 1361 + 84

*Myeloid MNCs were obtained from wild type C57BL/6 mice and treated 2 hrs with the
p38 MAPK (SB203580) or ERK-1/2 MAPK (U0126) inhibitors. The myeloid MNCs
were then infected with the L2-MHV3 virus and treated with rIL-12/rIL-18. Purified
DX5" cells from C57BL/6 mice were obtained by treatment of total myeloid MNCs with
the CD49b (DX5 or Pan NK) mab coupled to microbeads (96% purity in the purified
fraction). The IFN-vy levels were quantified in supernatants by ELISA. (***p<0,001)

® The limit of sensitivity of the IFN-y test was 31,3 pg/ml.

3.3.4.7- IL-12, IL-18 and IFN-vy production decrease in liver from [L2-MHV3-
infected C57BL/6 mice

To verify if the synergistic production of IFN-y by NK cells, induced by both
viral infection and IL-12/IL-18, may occur in the liver of L2-MHV3-infected mice, the

intrahepatic IFN-y level was then evaluated in liver extracts from groups of six C57BL/6
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mice infected with 1000 TCIDso of the L2-MHV3 virus. As shown in Figure 19A, the
IFN-y production was strongly impaired in livers from L2-MHV3- infected mice at 72
hrs p.i. (p<0,001) when compared to mock-infected mice. As IL-12 and IL-18 are
normally produced in liver by KC and LSEC, which are also important target cells for
L2-MHV3 (Martin et al., 1994; Gerdes et al., 2002; Leifeld et al., 2002), it is
hypothesized that the low level of intrahepatic IFN-yresults from the deprivation of
intrahepatic IL-12 and IL-18, resulting from viral infection of these cells. This
hypothesis was verified through the determination of intrahepatic IL-12 and IL-18 levels
in L2-MHV3-infected mice at 72 hrs p.i. As shown in Figure 19B, the levels of
intrahepatic I1L-12 were impaired in L2-MHV3-infected mice after three days of
infection compared to the basal levels of mock-infected mice (p<0,001). Moreover,
intrahepatic IL-18 also decreased in L2-MHV3-infected mice during the acute hepatitis
(p<0,001) (Fig. 19C). Such drops occurred as early as 24 hrs p.i. (results not shown), but

the cytokines reached their minimal levels at 72 hrs p.i.
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Figure 19. Production of intrahepatic IFN-y (A), IL-12 (B) and IL-18 (C) in liver
extracts from mock- and L2-MHV3-infected C57BL/6 mice at 72 hrs p.i. Six mice were
used in each experimental group. The cytokine levels were quantified by ELISA.

(***p<0,001)

3.3.4.8- Apoptosis of intrahepatic NK1.1'BTCR  cells during the acute viral

hepatitis

To determine if the loss of IFN-y production by intrahepatic NK cells during the
acute phase of the viral hepatitis also results from the virus-induced apoptosis, as
suggested by the ex vivo observations, groups of three C57BL/6 mice were infected with
1000 TCIDso of the L2-MHV3 virus and intrahepatic MNCs were thereafter isolated at
different times p.i. Intrahepatic MNCs were then labelled with FITC-anti-NK1.1 and
PE-anti-BTCR antibodies and analyzed by fluorocytometry. Two distinct cell
populations were observed according to the FSC/SSC parameters. Normal lymphoid

cells were characterized by normal FSC and SSC parameters (TUNEL" <10.0 + 2.4%)),
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whereas apoptotic lymphoid cells, characterized by lower FSC and higher SSC
parameters, were confirmed by a TUNEL test (97.0 £ 3.0% positive cells) (Jacques et
al., 2008). As shown in the Figure 20A, the NKI1.1'BTCR™ cell subset from the
intrahepatic MNCs increased in the livers from L2-MHV3-infected mice, at 36 to 48 hrs
p.i. when compared to mock-infected mice (p<0,001 for 36 hrs p.i. and p<0,01 for 48 hrs
p.i.). However, intrahepatic NK1.1"BTCR’ cells from L2-MHV3-infected mice became
apoptotic starting from 36 hrs p.i. and peaking at 48 hrs p.i. (p<0,01 for 36 and 72 hrs
p.i.; p<0,001 for 48 hrs p.i.) (Fig. 20B).

The strong apoptosis of intrahepatic NK cells after 72 hrs of infection may thus
support the inability of intrahepatic NK cells to respond to IL-12/IL-18 in the synergistic

IFN-y production, as observed after the ex vivo treatment.
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Figure 20. Normal (A) and apoptotic (B) intrahepatic NK1.1" BTCR cells in mock- and
L2-MHV3-infected C57BL/6 mice at various times p.i. Three mice were used in each
experimental group. Intrahepatic NK1.1" BTCR" cells were analyzed using a FACScan
flow cytometer and a total of 10,000 events were recorded. (**p<0,01, ***p<0,001)

* Some results of this experiment were partially used on a previous study (Jacques et al.,

2008) to decrease the number of mice according to the directives from CIPA.
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3.3.5- Discussion

In this study, we report that the L2-MHV3 virus, in the presence of IL-12 and IL
18, induce a synergistic IFN-y production by NK cells from Ceacamla™ mice. This
effect was shown to be dependent on viral replication, and was under control of the p38
MAPK but not the ERK-1/2 MAPK signaling pathway. However, the signal triggered
through the engagement of CEACAM 1a inhibits the synergistic production of IFN-y.

For induction of an efficient antiviral response by recruited NK cells, the
intrahepatic micro-environment must be adequate to activate them. Hepatic NK cells
normally colocalize at sites expressing viral antigen and IFN-y during infection (Salazar-
Mather et al., 1998). This environment may allow NK cells to receive cell-to-cell or cell-
to-matrix contact signals that favour an IL-12-dependent IFN-y secretion, as NK cells
are differently activated by IL-18 regarding to their localization (Pien et al., 2000).
Hepatic NK cells also exert their functions in a tolerant environment and indeed,
immunosuppressive cytokines such as TGF-P and IL-10 determine the levels of IFN-
v inhibition (Schroder et al, 2003). However, we have recently observed that these
immunosuppressive cytokines decrease in the liver from L2-MHV3-infected mice but

not in mice infected with attenuated variants (Jacques et al., 2008).

In this work, we have demonstrated that the MHV3 virus can induce a synergistic
IFN-y response, both in intrahepatic and myeloid MNCs cells, in the presence or IL-
12/IL-18. This property was mainly due to NK (DX5") cells, since it was lost when NK
cells were depleted, whereas purified NK cells exhibit this synergistic IFN-y response. It
was important to demonstrate the role of NK cells in the production of IFN-y, since
CD8" T cells, or NK-T cells, which are also presents in the liver and/or the bone
marrow, can be other sources for IFN-y in response to IL-12/IL-18 treatment (Papadakis
et al., 2004; Uchida et al., 2007). However, neither CD4" nor CD8" T cells expressed
CEACAMIla, or have very low levels of expression (Godfraind et Coutelier, 1998), and
can be infected by the L2-MHV3 virus (Lamontagne et Jolicoeur, 1994). On the other
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hand, B cells, which may be infected by the MHV3 virus (Jolicoeur et Lamontagne,
1989), are not known to be IFN-y-producing cells.

We have previously reported that NK cells are a new cell target for the MHV
virus (Lehoux et al., 2004). These cells can express the viral CEACAMI receptor (Stern
et al., 2005). In this context, the synergistic production of IFN-yby NK cells in the
presence of a coronavirus requires CEACAM1a. Effectively, NK cells from Ceacamla”
mice do not produce IFN-yin a synergistic manner in response to IL-12/IL-18 and the
L2-MHV3 virus. The absence of a synergistic response of cells from Ceacamla” mice
did not result from NK cells functional anomalies, since no significant differences in the
intrahepatic lymphoid cell subpopulation, nor in NK cell functions have been observed
in cells from Ceacamla” mice when compared to wild-type C57BL/6 mice. Moreover,
no maturation defects of NK cells have been detected in the bone marrow of Ceacamla*
mice compared to wild type C57BL/6 mice (unpublished observations from Dr.
Beauchemin team). However, our results suggest that the L2-MHV3 virus may induce
this synergistic IFN-y production independently of CEACAMIla, but requires this
molecule to enter into NK cells. This hypothesis is also supported by the involvement of
viral replication rather than the viral fixation, as demonstrated by the use of UV-

inactivated MHV3 viruses and the p38 MAPK inhibitor.

In addition, CEACAMIa receptor does not directly trigger the production of
IFN-y by NK cells, as the addition of a specific anti-CEACAMIa antibody (AgB10) did
not induce production of this cytokine. AgB10 binds an area between the first and
second Ig domains of the CEACAMIa (Daniels et al., 1996; Hemmila et al., 2004).
However, experiments using plate bounded with anti-CEACAMI1a AgB10 antibodies, or
the SHP-1 inhibitor, revealed that engagement of CEACAMIa receptors may activate
the SHP-1 signaling pathway, which in turn leads to the inhibition of IFN-y production
by NK cells in the presence of the L2-MHV3 virus.

The CEACAMI1a receptor exists under two isoforms constituted either of a long
inhibiting cytoplasmic domain, which contains ITIMs motifs, or a short activating

cytoplasmic domain, which does not possess ITIMs or ITAMs motifs (Beauchemin et
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al., 1999). Ortaldo and Young (2003) have recently demonstrated that IL-12 and IL-18
override the inhibitory mechanisms of the Ly-49 inhibitory receptors containing ITIMs
motifs, thus enabling IFN-y production. These authors nevertheless noticed that cross-
linking of activating Ly49 receptors which possess ITAMs motifs is essential to respond
to IL-12 and IL-18. CEACAMIla receptor has already been associated with the
inhibition of the IFN-y production by human NK-T cells (Markel et al., 2002b). In our
study, CEACAMla may play an inhibitory role, by cross-linking or homotypic
interactions, in the IFN-y production by NK cells. On the other hand, inhibition of SHP-
1, which is associated to ITIMs motifs (Chen et al., 2001), increased the production of
this cytokine. We thus speculate that CEACAMIa is involved in the modulation of an
IL-12/IL-18-dependent IFN-y pathway in NK cells. The high number of viral S proteins
produced by MHV3 infected hepatic cells may bind to CEACAMIla molecules

expressed at the NK cell surface attenuating thus the secretion of IFN-y.

Our results indicate that the synergistic response of IFN-y in L2-MHV3-infected
NK cells, in the presence of rIL-12 and rIL-18, is completely dependent on the p38 but
not the ERK-1/2 MAPK pathway. The p38 MAPK pathway thus links the viral infection
in the NK cells activation mediated by rIL-12 and rIL-18. The production of IFN-y by
NK cells stimulated with IL-12 and/or IL-18 is dependent on activation of ITAMs and
regulated through p38 and ERK-1/2 MAPK pathways (Mavropoulos et al., 2005;
Ortaldo et al., 2006). A pre-treatment of NK cells with IL-12 during 15 minutes is
sufficient for IFN-y induction (Ortaldo ef al., 2006). Simultaneously, the p38 MAPK
pathway is essential for the first steps of MHV replication (Banerjee et al., 2002),
whereas the ERK-1/2 MAPK pathway is predominantly activated by CEACAM]1a (Yu
et al., 2006). We have observed that UV-inactivated L2-MHV3 viruses failed to induce
IFN-y production when compared to infectious L2-MHV3 viruses, indicating that a
RNA-dependent phase of the viral replication rather than viral fixation to CEACAMI1a

receptor is involved in the synergistic IFN-y production.

We have observed that the no synergistic IFN-yproduction was observed

between the L2-MHV3 virus and rIL-12/rIL-18 when added at an interval of 2 hrs p.i.
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This result reinforces the implication of an early stage in the viral replication for the
synergistic production of the IFN-yby NK cells. Recently, Barr et al. (2007) have
reported a rapid and transient activation of NK cells and IFN-y production following
infection with herpes simplex virus type 1 resulting from release of IL-18 by dendritic
cells. We cannot exclude the possibility that the loss of the synergistic production of
IFN-y when NK cells were pre-treated with rIL-12/rIL-18 for 2 hrs prior to infection
with the L2-MHV3 virus may be consequent to impaired expression of CEACAM]a.
Indeed, IFN-yreduces the expression of CEACAMIa, as reported by Vassao et al.
(2000). Thus, NK cells may become resistant to a subsequent fixation of the MHV3
virus, which in turn would affect IFN-y production. All together, these data suggest that
NK cells from the bone marrow and the spleen are more prompt to produce a synergistic
IFN-y production cells during the in vitro MHV3 infection in the presence of IL-12/IL-
18.

During the acute phase of viral infection, recruitment of NK cells from the bone
marrow or spleen to the affected organ is generally observed (Wang et al., 2005).
Several studies have demonstrated that myeloid or splenic NK cells are essential during
the acute hepatitis, as these cells determined the antiviral protection (Stohlman et al.,
1983; Bukowski et al., 1984; Lehoux et al., 2004; Jacques et al., 2008). However,
recruited NK cells in liver require activation by adequate levels of IL-12 and IL-18 to
become highly producers of IFN-y. We have observed that these cytokines rapidly
decreased in liver from L2-MHV3 infected mice, impairing the efficient activation the
newly-recruited NK cells. Stohlman et a/l. (1983) have already observed that recruited
NK cells in the liver of MHV JHM-infected mice were not able to produce IFN-y even
they still exerted cytotoxic activities. It is known that KC produce IL-12 and IL-18
following various stimuli which may further activate intrahepatic NK and NK-T cells to
produce IFN-y (Seki et al., 2000). However, these cells are also permissive to viral
replication and subsequent cell lysis (Martin et al., 1994), explaining thus the decrease
in the production of IL-12 and IL-18 in L2-MHV3-infected mice. The results that we

have provided are in agreement with a previous in vivo study, reporting that treatment
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with rIL-12 and rIL-18 to susceptible mice creates an anti-MHV3 state by significantly

increasing IFN-y production (Moreira ef al., 2004).

We have recently demonstrated that level of hepatitis and apoptosis of NK cells
in mice infected with the L2-MHV3 virus depend on viral permissivity of KC and LSEC
to MHV3 replication (Jacques et al., 2008). Viral infection of KC may alter the
recruitment of NK cells and these NK cells may become infected when in contact with
infected LSEC. Recruited NK cells became apoptotic as early as 48 hrs p.i. in the liver
of L2-MHV3-infected mice and, as IL-12, IL-18 and IFN-y responses are impaired. It
suggests that these pro-inflammatory cytokines may be essential, not only to preserve
the antiviral functions of NK cells, but also to favour the survival of NKI1.1 cells
recruited to the liver. The increase in apoptotic NK cells in the liver from L2-MHV3-
infected mice after 48 hrs p.i. can also explain the inability of these cells to produce
IFN-y. However, the viral-induced apoptosis is not probably involved, since the
synergistic production of IFN-yoccurred during the first steps of viral replication,
whereas the viral-induced apoptosis occurred rather after the translation of viral
mRNAs. Effectively, viral-induced apoptosis depends on synthesis of the viral E protein
that occurs at the end of the viral replication cycle (An ef al., 1999). It is postulate thus
that decrease of IL-12 and IL-18 in liver from L2-MHV3-infected mice favour the NK

cell apoptosis by cytokine deprivation.

Further work is in progress to identify the step of viral replication involved in the
synergistic IFN-yproduction by NK cells and the role of L2-MHV3-infected
hepatocytes, KC and LSEC in the impairment of this synergistic response.
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3.4- Article 4

L’objectif de cet article était de démontrer le mécanisme par lequel des cellules
macrophagiques sont en mesure de produire des cytokines inflammatoires telles que
I’IL-6 et le TNF-oo au cours de I’hépatite aigu€ induite chez la souris susceptible
C57BL/6 par le virus pathogeéne L2-MHV3. L’originalité de cet article a été 1’utilisation
de souris Ceacamla™ et Tlr2” dans 1’étude des mécanismes régulant la production de
ces cytokines inflammatoires chez des cellules macrophagiques. Par ailleurs, cet article
met en évidence le fait que la réplication du virus MHV3 et sa fixation au récepteur
CEACAMIa ne sont pas nécessaires a I’établissement d’une réponse inflammatoire,
mais que cette réponse est plutot induite par la liaison de la protéine de surface a la
molécule TLR2 au niveau de régions membranaires riches en héparanes sulfates. En fait,
cette étude suggere un nouveau mécanisme par lequel un virus enveloppé peut induire
une réponse inflammatoire indépendamment de sa réplication et ou les particules
défectives pourraient potentiellement étre impliquées dans ce phénomeéne
d’amplification de la réponse immunitaire. De plus, cet article montre pour la premiére
fois que la présence de la molécule TLR2 joue un role crucial dans le développement de

la pathologie induite par un coronavirus.

Mon role dans cet article a été d’effectuer toutes les expériences présentées dans
cet article, de procéder a I’analyse de tous les résultats et de participer a la rédaction

complete de Iarticle, en collaboration avec ma directrice de recherche.
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3.4.1- Abstract

A rapid antiviral immune response may be related to virus-cell interaction with
the host-cell leading to activation of macrophages via pattern recognition receptors
(PPRs) or specific viral receptors. The carcinoembryonic cell adhesion antigen la
(CEACAMI1a) is the specific receptor for the mouse hepatitis virus (MHV), a
coronavirus, known to induce acute viral hepatitis in mice. The objective of this study
was to understand the mechanisms responsible for the secretion of high pathogenic
MHV3-induced inflammatory cytokines. We report that the induction of pro-
inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a in peritoneal macrophages does not depend on
CEACAMI1a, as demonstrated in cells isolated from Ceacaml a”” mice. Induction of IL-
6 and TNF-o production was rather related to the fixation of MHV3’s S protein on toll-
like receptor 2 (TLR2) in regions enriched in heparan sulfate instead of relying on viral
replication, as demonstrated with denatured S proteins and UV-inactivated viruses. High
levels of IL-6 and TNF-a were produced in livers from infected C57BL/6 mice but not
in livers from 7/r2”" mice. The histopathologic observations were correlated with the
levels of inflammatory cytokines. The viral fixation to heparan sulfate/TLR2 differently
triggers activation of the p38 MAPK and NF-xB pathways according to mouse strain
and activated cytokines. These results suggest that TLR2 and heparan sulfate receptors

can act as new viral PPR involved in inflammatory responses.

3.4.2- Introduction

The ability of innate immune mechanisms to respond to viral infection plays a
major role in the survival of the host. The first step of a viral infection is the fixation of
virus to a specific receptor exposed on target cells. However, some viruses can use
surface molecules involved in innate defence mechanisms as nonspecific receptors.
These molecules are located on macrophages or lymphocytes and may modify their

antiviral functions (Crotta et al., 2002; Kelly et al., 2008).
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Rapid antiviral immune response may be related to virus interactions with hosts-
cells leading to activation of macrophages via pattern recognition receptors (PPRs)
(Medzhitov et Janeway Jr, 2002). Although many PPRs have been identified for
bacteria, few PPRs are known for viruses on macrophages. Toll-like receptors (TLR),
helicases RIG-1, MDAS or PKR (dsRNA dependent protein kinase) are known to be
engaged following certain types of viral infections and to initiate the production of pro-

inflammatory cytokines, chemokines and interferons-o/f3 (Unterholzner et Bowie, 2008).

The occurrence of a new respiratory disease, the severe acute respiratory
syndrome (SARS), inducing a robust pulmonary inflammation has raised the possibility
that some viral components may stimulate the production of inflammatory cytokines by
macrophages. Wang et al. (2007) have demonstrated that a surface viral protein from the
SARS virus directly stimulated the production of tumor necrosis factor (TNF)-o and
interleukin (IL)-6 (Tseng et al., 2005b). The induction of macrophage inflammatory
cytokines by viral surface proteins has been occasionally observed with other viruses,
such as feline infectious peritonitis virus or Epstein-Barr virus (D’Addario et al., 2000;

Takano et al., 2007).

The mechanisms triggered by coronaviruses in the induction of the inflammatory
response by macrophages are not known. Mouse hepatitis virus type 3 (MHV3), a
coronavirus, induces a rapid acute hepatitis characterized by the death of susceptible
C57BL/6 mice within 3 to 5 days post-infection (Le Prevost et al., 1975; Dupuy et al.,
1975; Levy-Leblond et al., 1979). Histopathological studies revealed an extensive
necrosis with inflammatory perivascular foci and impairment of immunosuppressive
cytokines such as IL-4, IL-10, PGE, and TGF-B (Martin et al., 1994; Jacques et al.,
2008).

Carcinoembryonic antigen cell adhesion molecules 1 (CEACAMI), previously
known as biliary glycoproteins, are members of the immunoglobulin superfamily
(Beauchemin et al., 1999). Murine CEACAMI proteins are mostly present in the liver
and intestine and act as receptors for different bacterial or viral pathogens including

MHYV (Dveksler et al., 1991; Leusch et al., 1991). This observation was supported by
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the fact that C57BL/6 mice knock-out for the Ceacamla gene are completely resistant to

MHV-A59 infection (Hemmila et al., 2004).

CEACAMIa promotes different functions such as cellular adhesion, signalling,
tumor suppression and angiogenesis (Beauchemin et al., 1999). Activation of
carcinoembryonic antigen (CEA) induces the secretion of IL-1a, IL-6 and TNF-o by
Kupffer cells and then promotes the establishment of hepatic metastasis (Edmiston et al.,
1997). Furthermore, it was demonstrated that production of IL-loe and TNF-o by
Kupffer cells, via the activation of CEA, involved tyrosine phosphorylation
(Gangopadhyay et al., 1997). In addition, the signalling pathway implicated in CEA-
activated cells seemed to be different than the pathway involved in LPS-activated
Kupfter cells (Gangopadhyay et al., 1997). It has been reported that stimulation of
CEACAMIa on PC12 cells by antibodies induced a rapid and transient CEACAMIla
tyrosine dephosphorylation involved in the downstream activation of the extracellular
signal-related kinase (ERK)-1 and ERK-2 but not Jun N-terminal kinase (JNK) or p38
mitogen-activated protein kinase (MAPK) (Budt ef al., 2002). In contrast, the replication
of MHV3 in peritoneal macrophages involved the activation of the p38 and the ERK-1/2
MAPK in less than 30 min, suggesting that cellular activation was due to viral fixation

to a receptor (McGilvray et al., 1998).

However, de Haan ef al. (2005) have demonstrated that some murine coronavirus
variants generated by in vitro cultures expressed an extended host range and also used
heparan sulfate binding sites as an entry receptor instead of using the specific
CEACAMIa receptor. Recently, Watanabe et al. (2007) have observed that another
serotype, the MHV-JHM virus, can interact with heparan sulfate, but this receptor

cannot allow the internalization of this virus.

It was demonstrated that few viral proteins such as hepatitis B virus (HBV)’s
capsid, hepatitis C virus (HCV)’s core, or herpesvirus (HSV) glycoproteins may induce
pro-inflammatory cytokines via the activation of TLR2 associated or not with
membranes enriched in heparan sulphate (Compton et al., 2003; Dolgianuc et al., 2004;

Kurt-Jones et al., 2004; Cooper et al., 2005). The recognition by TLRs of pathogen-
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associated molecular patterns (PAMPs) triggers the TIR-domain-dependent association
with adapters, such as MyD88 and TIRAP, recruiting the IL-1 receptor-associated kinase
(IRAK) and following their phosphorylation, activates other factors involved in the
activation of the transcription factor NF-kB. The NF-kB activation by this pathway
results in the expression of inflammatory cytokines, such as IL-1f, IL-6 and TNF-a
(Kawai et Akira, 2005). Moreover, during chronic HCV infections, the serum IL-6
levels correlate with the viral load and the length of the infection (Oyanagi et al., 1999),
whereas TNF-q levels increase the hepatic cellular apoptosis (Vidigal et al., 2002; Lio et
al., 2003). The in vivo relevance of this observation may be related to the expression of
TLRs in liver injury and the inflammatory state of chronically HCV-infected patients

(Riordan et al., 2006), but mechanisms involved have not yet been elucidated.

The respective roles of CEACAMIa, the coronavirus receptor, TLR2, heparan
sulfate binding sites, as well as other unspecific viral PPRs, in the induction of the
inflammatory responses seen in human or murine coronaviruses acute infection have not

been yet determined.

In this study, we demonstrate that production of the pro-inflammatory cytokines
IL-6 and TNF-o by MHV3-infected peritoneal macrophages is induced by fixation of
the MHV3’s protein S on TLR2 associated with regions enriched of heparan sulfate
instead of CEACAMIla. Furthermore, the release of IL-6 and TNF-o is mostly
dependent on the activation of the ERK-1/2 MAPK and JNK pathways and, to a lesser
extent, of the p38 MAPK and NF-kB pathway. The pathology induced by the L2-MHV3
virus is related to the release of intrahepatic IL-6 and TNF-o via the TLR2 receptor, as

demonstrated in 7/r2”" mice and by histopathologic observations.

3.4.3- Materials and methods
3.4.3.1- Mice

C57BL/6 (Ceacamla™") and SJL (Ceacamlb™") mice were purchased from

Charles River Laboratories (St-Constant, Qc, Canada), whereas 7/r2 knock-out mice
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(B6.129-T1r2™'X"/7) were purchased from Jackson Laboratories (Bar Harbor, MA,
USA). C57BL/6 Ceacamla knock-out (Ceacamla’) mice were generated by Dr. N.
Beauchemin, as previously described (Leung et al., 2006). The animals, certified as
MHV3-free by the manufacturer, were housed under HEPA-filtered air (Forma
Scientific, Marietta, OH). Female mice between 8 and 12 weeks of age were used in all
experiments. The study was conducted in compliance with the regulations from the

Animal Committee of the Université du Québec a Montréal (UQAM).

3.4.3.2- Viruses

The pathogenic L2-MHV3 is a cloned substrain isolated from the liver of
infected DBA2 mice and was produced in L2 cells as previously described (Dupuy et
Rodrigue, 1981). Pathogenic properties of the L2-MHV3 virus were assessed regularly.

3.4.3.3- In vivo viral infection

Groups of four C57BL/6 and T/r2”" mice were infected by the intraperitoneal
(i.p.) route with 1000 TCIDs, of L2-MHV3 virus. Mock-infected mice received a similar
volume of RPMI 1640 (GIBCO Laboratories, Grand Island, NY, USA). At 96 hrs post-
infection (p.i.), the mice were anesthetized by i.p. injection using ketamine
hydrochloride (200 mg/kg) (Vetrepharm Canada Inc., Belleville, Ont, Canada) and
xylazine (10 mg/kg) (Bayer Inc., Toronto, Ont, Canada). Mice were bled by section of
the portal vein and aortic artery, as described by Watanabe et al. (1992). The liver was
harvested following exsanguination as previously described (Lamontagne et al., 1997).
Briefly, the livers were pressed through a 70 um cell strainer (Falcon Scientific Co.,
Montréal, Qc, Canada) which was then washed with 10 ml of RPMI 1640 supplemented
with L-glutamine (2 mM), antibiotics (penicillin 100 U/ml and streptomycin 100 mg/ml)
(GIBCO Laboratories) and 20% fetal calf serum (FCS) (Gemini Bio-Products,
Woodland, CA, USA). The liver extracts were then deposited on 7 ml of FCS to allow

debris sedimentation. The top layer was centrifuged 10 min at 1000g and the supernatant



166

was collected for virus titration and cytokine quantification by ELISA after being passed

through a 0,45 um filter (Sarstedt Inc., Montréal, Qc, Canada).

3.4.3.4- Histopathologic analysis

Livers obtained from mock-infected and L2-MHV 3-infected C57BL/6 and Tlr2”"

mice were prepared for histopathology and stained with hematoxylin-eosin.

3.4.3.5- Virus titration

The supernatants of liver extracts from C57BL/6 and T/r2”" mice were used as
viral suspension. They were serially diluted in 10-fold steps using RPMI 1640 and tested
on L2 cells cultured in 96-well plates. Cytopathic effects, characterized by syncytia
formation and cell lysis, were recorded at 72 hrs p.i. and virus titers expressed as logg
TCIDsy.

3.4.3.6- Cells

The continuous mouse fibroblast L2 cell line was grown in RPMI 1640

supplemented with 5% FCS. L2 cells were used for viral production.

Resident peritoneal macrophages from C57BL/6, Ceacamla™, SIL, and Tlr2"
mice were obtained by peritoneal washings using RPMI 1640 supplemented with 20%
FCS and 1X 2-mercaptoethanol (GIBCO Laboratories) and enriched by adherence to
plastic. Peritoneal exudate cells (10%) were allowed to adhere for 2 hrs and non-adherent
cells were then washed away. Cell viability, ranging from 90 to 100%, was assayed by a
trypan blue exclusion test (Sigma-Aldrich, Montréal, Qc, Canada). Resident peritoneal
macrophages were used in this study for their natural tolerant state (Numura et al., 2000)

comparable to Kupffer cells.
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3.4.3.7- In vitro viral infection

Resident peritoneal macrophages were seeded in 24-well plates at a
concentration of 10° cells/ml in RPMI 1640 supplemented with 20% FCS. Depending on
the experiment, cells were treated with AgB10 (a monoclonal murine anti-CEACAMI1a
antibody [IgG] produced in rat and affinity-purified on a HiTrap protein G column,
provided by Dr. Beauchemin) (2 ng/10° cells). In other conditions, functional grade
TLR2 mAb (1 pg/10° cells; which not results in a complete inhibition of monocyte
functions) (eBioscience, San Diego, CA, USA) and heparin (400U) and heparin (Sigma-
Aldrich) (400U) were added for 2 hrs. In other experiments, inhibitors specific for SHP-
1 (sodium stibogluconate [SS], 10 uM, 15 min) (Pathak et Yi, 2001) (Sigma-Aldrich),
p38 MAPK (SB203580, 10 pg/ml, 2 hrs), ERK-1/2 MAPK (U0126, 10 ug/ml, 2 hrs),
NF-kB (SN50, 18 uM, 2 hrs) or JNK (SP600125, 25 uM, 2 hrs) (Calbiochem, San
Diego, CA, USA) were also added prior to infection. Cells were then infected with 0,1 to
1,0 m.o.i. of infectious L2-MHV3 virus, L2-MHV3 virus treated 1 hr in phosphate
buffer (GIBCO Laboratories) at pH 8,0/37°C L2-MHV3 virus treated 1 hr with UV or
treated with Cells were then incubated at 37°C, under 5% CO,, for 24 hrs. Supernatants

were collected for cytokines quantification by ELISA.

3.4.3.8- Cytokine determinations by ELISA assays

Determination of IL-6 and TNF-a levels in liver extracts from mock- or L2-
MHV3-infected C57BL/6 and Tlr2”" mice, and in supernatants from in vitro infections
was performed using either Mouse IL-6 or Mouse TNF-o0 BD OptEIA ELISA Sets (BD

Biosciences, Mississauga, Ont, Canada).

3.4.3.9- Statistical analysis

For in vivo studies, statistical analyses were performed using an ANOVA

test. For in vitro studies, statistical analyses were performed using a Student’t test. All
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statistical analyses were calculated with the Prism 4.03 software. Error bars represent

standard errors and a value of p<0,05 was considered significant.

3.4.4- Results

3.4.4.1- Secretion of macrophage IL-6 and TNF-a induced by MHV3 do not
depend on activation of CEACAMIla

Macrophages produce pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-o
during viral or bacterial infections (Edmiston et al., 1997; Xie et al., 2002; Nunez et al.,
2005). In some murine strains, they also express CEACAMIla, rendering them
permissive to MHV infection. We postulated that these cells produced inflammatory
cytokines when infected by MHV3 through engagement of CEACAMIla, the MHV
receptor. To verify this hypothesis, resident peritoneal macrophages were isolated from
uninfected wild type and Ceacamla” C57BL/6 mice and infected in vitro with the L2-
MHV3 virus. IL-6 and TNF-a released in supernatants were then quantified after 24 hrs
p.i. by ELISA. Results showed that infection of wild type peritoneal macrophages with
the L2-MHV3 virus induced the pro-inflammatory cytokines IL-6 (p<0,001) and TNF-o
(p<0,001) production (Figs. 21A and 21B). Surprisingly, infection of Ceacamla”
peritoneal macrophages also induced the production of IL-6 (p<0,001) and TNF-a
(p<0,001) (Figs. 21C and 21D). Furthermore, SJL peritoneal macrophages, which
express CEACAMID, induced lower levels of IL-6 and TNF-o than C57BL/6 mice
when infected with the L2-MHV3 virus (data not shown). These observations suggest
that CEACAMIa is not triggered by MHV3 fixation to induce secretion of IL-6 and
TNF-a by peritoneal macrophages.
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Figure 21. Production of IL-6 (A and C) and TNF-o (B and D) by in vitro uninfected-
and L2-MHV3-infected C57BL/6 (A and B) and Ceacamla” (C and D) peritoneal
macrophages at 24 hrs p.i. The cells were infected with 0,1 to 1,0 m.o.i. of the L2-
MHV3 virus and the IL-6 and TNF-o. levels were evaluated by ELISA. Results are

representative of three experiments. (***p<0,001)

To further verify that CEACAMIa is not involved in production of MHV3-
induced IL-6 and TNF-a in peritoneal macrophages, these cells were isolated from
C57BL/6 mice and treated with a specific anti-CEACAMIla monoclonal antibody
(AgB10) or with the L2-MHV3 virus. Levels of IL-6 and TNF-o were quantified after
24 hrs p.i. Although an increase of IL-6 and TNF-o. was observed in MHV3-infected
peritoneal macrophages (p<0,001 for both cytokines), binding of AgB10 to CEACAM]1a
did not trigger the secretion of IL-6 and TNF-o nor inhibit the secretion of these
cytokines compared to MHV3-infected cells (Figs. 22A and 22B). Preliminary results
have shown no difference in IL-6 and TNF-a. levels with 1, 2, 3 or 5 ug of AgB10/10°
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cells. Moreover, the isotype control mAb did not induce levels of IL-6 and TNF-o in

resident peritoneal macrophages (data not shown).

On the other hand, CEACAMIla may exhibit an inhibitory role in association
with their immunoreceptor tyrosine-based inhibition motifs (ITIMs) which further
recruit SHP-1 molecules (Stern ef al., 2005). To verify whether signals are induced by
viral fixation to CEACAMI1a leading to IL-6 and TNF-o production, resident peritoneal
macrophages purified from uninfected C57BL/6 mice were treated 15 min with a SHP-1
inhibitor (SS), and thereafter infected with the L2-MHV3 virus. Although a slight
increase of IL-6 and TNF-a was noted in SS-treated macrophages compared to untreated
cells (p<0,001 for both cytokines), addition of the SHP-1 inhibitor did not alter the
secretion of IL-6 and TNF-a triggered by MHV3 in macrophages (Figs. 22C and 22D).
These results suggest that CEACAMI is not implicated in the production of the pro-
inflammatory cytokines by MHV3-infected macrophages.
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Figure 22. Production of IL-6 (A and C) and TNF-a (B and D) by in vitro L2-MHV3-
infected C57BL/6 peritoneal macrophages in the presence of an anti-CEACAMIla
antibody or a SHP-1 inhibitor. Cells were treated with a monoclonal anti-CEACAMI1a
mADb (AgB10 at 2 ug/10° cells) (A and B) or with a SHP-1 inhibitor (SS at 10 uM) 15

min before infection (C and D) and infected further or not with 0,1 to 1,0 m.o.i. of the
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L2-MHV3 virus for 24 hrs. The IL-6 and TNF-a levels were evaluated by ELISA.

Results are representative of three experiments. (***p<0,001)

3.4.4.2- Membrane regions enriched in heparan sulfate are implicated in the

secretion of IL-6 and TNF-o by macrophages in the presence of MHV3

It has been reported that some isolates of coronavirus may use heparan sulfate
binding sites instead of CEACAMIa as a potential entry receptor with the involvement
of the S1 and S2 subunits of the MHV’s spike protein (de Haan et al., 2005; de Haan et
al., 2006). However, the further viral replication was not clearly demonstrated
(Watanabe ef al., 2007). To verify if the pro-inflammatory cytokines induced by the L2-
MHV3 virus in macrophages depend on the viral fixation to regions enriched in heparan
sulfate, resident peritoneal macrophages from wild type and Ceacamla™ C57BL/6 mice
were treated in vitro with heparin, which interact with heparan sulfate, and infected
further with the L2-MHV3 virus. The IL-6 and TNF-o production was then quantified in
supernatant at 24 hrs p.i. Production of IL-6 by MHV3-infected wild type (Fig. 23A) and
Ceacamla’ (Fig. 23C) peritoneal macrophages was impaired when cells from both
mouse strains were treated with heparin (p<0,001 for both mouse strains when compared
to MHV3-infected cells). The TNF-o levels were slightly impaired in peritoneal
macrophages from both mouse strains (p<0,01 for wild type mice; p<0,05 for

Ceacamla’™ mice when compared to MHV3-infected cells) (Figs. 23B and 23D).
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Figure 23. Production of IL-6 (A and C) and TNF-a (B and D) by in vitro L2-MHV3-
infected C57BL/6 (A and B) and Ceacamla™ (C and D) peritoneal macrophages in the
presence of heparin. Cells were treated or not with heparin (400 U) 2 hrs before
infection and infected further with 0,1 to 1,0 m.o.i. of the L2-MHV3 virus for 24 hrs.
The IL-6 and TNF-a levels were evaluated by ELISA. Results are representative of
three experiments. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

3.4.4.3- The MHV3 virus uses TLR2 to induce the production of IL-6 and TNF-

IQ

Some viruses, such as HBV, HCV and herpesviruses, have been reported to
promote the pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-12 and TNF-o through their fixation
to TLR2 in regions enriched in heparan sulphate (Compton et al., 2003; Dolgianuc ef al.,
2004; Kurt-Jones et al., 2004; Cooper et al., 2005). We questioned whether TLR2 is also
implicated in the establishment of an inflammatory state during the MHV infection.

Resident peritoneal macrophages were purified from uninfected C57BL/6 and TIr2”"
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mice, infected further in vitro with the L2-MHV3 virus for 24 hrs and pro-inflammatory
cytokines were then quantified. Results indicated that the production of IL-6 and TNF-o
was not induced in T/r2”" peritoneal macrophages infected with the L2-MHV3 virus
compared to wild type infected cells (p<0,001 for both cytokines) (Figs. 24A and 24B).
The addition of a functional grade TLR2 mAb partially impaired the IL-6 (P<0.001) and
TNF-o (p<0,05) productions by resident C57BL/6 peritoneal macrophages (Figs. 24C
and 24D). The partial effect was due to the intrinsic properties of the TLR2 mAb, as
specified by eBioscience. These results thus confirmed the implication of TLR2

molecules in the induction of a pro-inflammatory response during a MHV3 infection.

60000 4 - Control A 2000 - B
L2-MHV3
) Kkk dekde 3 1500 4 *hk Kk
E 40000 - E
(=2 [=2]
=3 £ 1000 -
© 3
4 20000 - w
Z 500 1
(=
0 = = = 0 = Y - - .
C57BL/6 mice TIr2-/- mice C57BL/6 mice Tir2-/- mice
60000 1 C 2000 1 D
= }ET 1500
£ 40000 4 £
[=)) (=2
2 £ 1000 1 - *
© B
- . -_,
= 500
z
0 T 0 Y
L2-MHV3 L2-MHV3 + TLR2 mAb L2-MHV3 L2-MHV3 + TLR2 mAb

Figure 24. Production of IL-6 (A) TNF-a (B) by in vitro uninfected- and L2-MHV3-
infected C57BL/6 and T1r2” peritoneal macrophages at 24 hrs p.i. Production of IL-6
(C) and TNF-a (D) by in vitro L2-MHV3-infected peritoneal macrophages from
C57BL/6 mice in presence of a functional grade TLR2 mAbD at 24 hrs p.i. The cells were
treated with 1 pg/10° cells of the TLR2 mAb 2 hrs before infection. The cells were
infected with 0.1 to 1.0 m.o.i. of the L2-MHV3 virus and the IL-6 and TNF-a levels
were evaluated by ELISA. Results are representative of three experiments. (*p<0,05,

*x%kp<0 001)
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3.4.4.4- TLR2/heparan sulfate is involved in the production of IL.-6 and TNF-o
in MHV3-infected macrophages through MAPK

To identify the intracellular signalling pathways involved in the TLR2/heparan
sulfate region-dependent production of IL-6 and TNF-a, peritoneal macrophages from
wild type and Ceacamla™ C57BL/6 mice were treated with p38 (SB203580) and ERK-
1/2 (U0126) MAPK inhibitors and infected in vitro with the L2-MHV3 virus. As shown
in figures 25A and 25B, inhibition of both p38 and ERK-1/2 MAPK impaired IL-6
production by MHV3-infected wild type peritoneal macrophages (p<0,01 for the p38
inhibitor; p<0,001 for the ERK-1/2 inhibitor), whereas TNF-o was partially impaired by
the ERK-1/2 inhibitor only (p<0,001). Addition of either p38 or ERK-1/2 MAPK
inhibitors to MHV3-treated Ceacamla’™ macrophages also impaired the production of
IL-6 (p<0,001 for both inhibitors) and TNF-o (p<0,01 for both inhibitors) (Figs. 25C
and 25D), indicating that CEACAMI1 may modulate the TNF-o pathway via the p38
MAPK molecule. Interestingly, the ERK-1/2 MAPK inhibitor induced a higher decrease
of IL-6 than the p38 MAPK inhibitor in both wild type and Ceacamla™ cells.
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Figure 25. Roles of p38 and ERK-1/2 MAPK in the production of IL-6 (A and C) and
TNF-o. (B and D) by in vitro L2-MHV3-infected C57BL/6 (A and B) and Ceacamla”
(C and D) peritoneal macrophages. The cells were treated with p38 MAPK (SB203580
at 10 pug/ml) or ERK-1/2 (U0126 at 10 pg/ml) inhibitors 2 hrs before infection and
infected further with 0,1 to 1,0 m.o.i. of the L2-MHV3 virus for 24 hrs. The 1L-6 and
TNF-a levels were evaluated by ELISA. Results are representative of three experiments.

(**p<0,01, ***p<0,001)

Pro-inflammatory cytokines such as IL-1, IL-6, IL-12 or TNF-o may also be
induced via the activation of the NF-xB and JNK/AP-1 (Ghosh et al., 1998). To verify
the implication of JNK and NF-xB in the production of IL-6 and TNF-a from MHV3-
infected peritoneal macrophages, these cells were isolated from wild type and
Ceacamla” C57BL/6 mice and treated with NF-kB (SN50) or JNK (SP600125)
inhibitors. Afterwards, the cells were infected in vitro with the L2-MHV?3 virus for 24
hrs and IL-6 and TNF-o levels were quantified. Inhibition of NF-xB decreased levels of
IL-6 (p<0,001) but not TNF-a in L2-MHV3-infected wild type peritoneal macrophages
(Figs. 26A and 26B). However, addition of NF-xB inhibitor to MHV3-treated
Ceacamla’ cells impaired the production of both IL-6 (p<0,001) and TNF-o. (p<0,01)
(Figs. 26C and 26D), indicating also that the CEACAMIla may modulate the TNF-o
production via the NF-kB molecule. In addition, inhibition of the JNK pathway greatly
impaired the production of both IL-6 and TNF-a0 by MHV3-infected wild type and
Ceacamla™ peritoneal macrophages (p<0,001 for IL-6 and TNF-o. in both mouse
strains) (Figs. 26A to 26D). No cytotoxicity was observed in peritoneal macrophages,
from both mouse strains, when treated with all of the previous inhibitors. Moreover,
despite the fact that a slight TNF-o impairment was noted with the p38 MAPK and the
NF-xB inhibitors on wild type macrophages, the results remained non-significative in

several experiences.
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Figure 26. Roles of NF-xB and JNK in the production of IL-6 (A and C) and TNF-o. (B
and D) by in vitro L2-MHV3-infected C57BL/6 (A and B) and Ceacamla” (C and D)
peritoneal macrophages. The cells were treated with NF-xB (SN50 at 18 uM) or JNK
(SP600125 at 25 uM) inhibitors 2 hrs before infection and infected further with 0,1 to
1,0 m.o.i. of the L2-MHV3 virus for 24 hrs. The IL-6 and TNF-o levels were evaluated
by ELISA. Results are representative of three experiments. (**p<0,01, ***p<0,001)

3.4.4.5- MHV3’s S protein, but not viral replication, induces the pro-

inflammatory cytokines IL-6 and TNF-o

The murine coronavirus’s spike (S) proteins can bind to CEACAMIa, the
specific viral receptor, to infect susceptible cells (Dveksler et al., 1991). S1 and S2
subunits may also be involved in heparan sulfate binding sites (de Haan et al., 2006).
Cytokine induction may depend on the fixation of viral proteins to the TLR2/heparan

sulfate region at the cell surface. To verify this hypothesis, peritoneal macrophages were
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isolated from both wild type and Ceacamla’~ C57BL/6 mice and infected in vitro with
the infectious MHV3 virus or the MHV3 virus treated at pH 8,0/37°C to denature the S
glycoprotein (Zelus et al., 2003). IL-6 and TNF-a levels were then quantified at 24 hrs
p.i. Production of IL-6 and TNF-o was decreased in both wild type (p<0,001 for IL-6;
p<0,01 for TNF-o) and Ceacamla™ (p<0,001 for IL-6; p<0,01 for TNF-a) peritoneal
macrophages in the presence of pH 8,0/37°C-treated MHV3 compared with the levels of
cytokines in the presence of infectious MHV3 virus (Figs. 27A and 27B).

To verify if the intracellular viral replication may be also involved in the
induction of cytokines, a similar experiment was conducted with UV-inactivated viruses.
As shown in the figures 27C and 27D, the inactivation of the virus with UV did not
inhibit the production of IL-6 and TNF-o. in MHV3-treated wild type and Ceacamla”
macrophages. No viral replication was observed in the cell cultures, as confirmed via a

MHV3 immunolabelling.
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Figure 27. Roles of viral S protein and viral replication in the production of IL-6 (A and
C) and TNF-o (B and D) by in vitro L2-MHV3-infected C57BL/6 (A and B) and

Ceacamla’ (C and D) peritoneal macrophages. The cells were infected for 24 hrs with
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0,1 to 1,0 m.o.i. of the infectious L2-MHV3 virus, the L2-MHV3 virus treated at pH
8,0/37°C (A and B) or the L2-MHV3 virus inactivated with UV (C and D). The IL-6 and
TNF-a levels were evaluated by ELISA. Results are representative of three experiments.
(***p<0,001 when compared to control cells, ##p<0,01 and ###p<0,001 when compared
to MHV 3-infected cells)

3.4.4.6- Production of [L-6 and TNF-o in the liver of MHV3-infected C57BL/6

and Tlr2”" mice

Human viral hepatitis is strongly associated with high inflammatory response in
the liver (Riordan ef al., 2006). It has also been demonstrated that the pathogenic L2-
MHV3 virus induces an acute hepatitis in susceptible C57BL/6 mice with inflammatory
foci in intrahepatic tissues (Martin et al., 1994). To verify if IL-6 and TNF-o induced by
fixation of S viral protein to TLR2/heparan sulfate receptors participate in the
histopathologic disorders, levels of these cytokines were quantified in total liver extracts
from MHV3-infected C57BL/6 and TIr2”" mice at 96 hrs p.i. As shown in figure 28
(section I-A), intrahepatic IL-6 levels increased in MHV3-infected C57BL/6 mice
(p<0,001) compared to mock-infected mice, but not in MHV3-infected 77+2”" mice
(p<0,001 compared to infected C57BL/6 mice). Despite the fact that intrahepatic TNF-o
was induced in MHV3-infected C57BL/6 and TIr2”" mice (p<0,001 for both mice), the
levels remained lower in the livers from 7772 mice than from wild type mice (p<0,001
compared to infected C57BL/6 mice) (Fig. 28, section I-B). Histological analysis of
livers (Fig. 28, Section II) revealed an extensive necrosis with inflammatory foci only in
surviving MHV3-infected C57BL/6 (Figs 28, section II-A and II-B), whereas low
inflammatory foci were detected in livers from 7/r2”" mice (Fig. 28, section II-C and II-
D). The virus titers found in the liver of MHV3-infected C57BL/6 and T/r2”" mice were
respectively 10°° + 10%! and 107° + 10%* virus/liver (p<0,05). Thus, the levels of IL-6
and TNF-o. may be related to the extensive necrosis observed in the liver of C57BL/6

mice infected with the pathogenic L2-MHV3 virus.
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Figure 28. Section I- Intrahepatic IL-6 (A) TNF-a (B) levels in liver extracts from
mock-infected and L2-MHV3-infected C57BL/6 and 7/r2”" mice at 96 hrs p.i. Four mice
were used in each experimental group and infected with 1000 TCIDs of the L2-MHV3
virus. (***p<0,001) Section II- Histopathologic observations of livers from control (A

and C) and L2-MHV3-infected (B and D) C57BL/6 (A and B) and 77r2” (C and D)

mice at 96 hrs p.i.
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3.4.5- Discussion

In this study, we have demonstrated that the MHV3’s protein S used TLR2 and
heparan sulfate regions, on the cell surface of peritoneal macrophages to promote the
secretion of IL-6 and TNF-a. Viral fixation to TLR2/heparan sulfate triggers the
activation of the p38 MAPK, ERK-1/2 MAPK, NF-xB and JNK pathways. These results
suggest a new mechanism by which surface viral proteins may induce an inflammatory
response by their fixation to nonspecific cell surface receptors. In addition, our results
revealed a new modulating role for CEACAMIla on macrophages in the secretion of

TNF-a via the p38 MAPK and NF-xB pathways.

Our results suggest also that TLR2 associated with heparan sulfate can be
considered as a new viral PPR since their engagement by viral S protein initiates
production of inflammatory cytokines, as already described for TLRs, helicases RIG-1,
MDAS or PKR (Unterholzner et Bowie, 2008).

Herein, we have demonstrated that induction of pro-inflammatory cytokines does
not result from activation of CEACAMIla, even when these molecules are used as
specific receptor for MHV viruses on target cells in susceptible C57BL/6 mice
(Dveksler ef al., 1991). In fact, Ceacamla” mice are completely resistant to MHV-A59
infections (Hemmila et al., 2004). The irrelevance of CEACAMI1a engagement in the
production of viral-induced inflammatory cytokine is supported by the comparable
secretion of IL-6 and TNF-o. by macrophages from both wild type and Ceacamla”
C57BL/6 mice, and by experiments conducted in presence of specific anti-CEACAMI1a
mAb and SHP-1 inhibitors. Treatment of uninfected peritoneal macrophages from
C57BL/6 mice with the AgB10 mAb did not induce the production of IL-6 and TNF-c.
Furthermore, addition of an inhibitor to SHP-1, implicated in the CEACAMI1a signaling
pathway (Stern et al., 2005), did not impair cytokine production by C57BL/6
macrophages. These results demonstrated that CEACAMIla is not involved in the
induction of the inflammatory cytokines by MHV3-infected macrophages. However, this
conclusion does not totally exclude the possibility that cytokine production may be

associated with intracellular pathways related to CEACAMIa, as demonstrated by a
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slight increase of IL-6 and TNF-a in macrophages from C57BL/6 mice treated with the
SHP-1 inhibitor. The production of IL-6 and TNF-o in SJL-derived macrophages also
indicates that CEACAMID is not involved. However, it was reported that incubation of
dendritic cells with a specific CEACAMIla mAb (AgB10) promotes the release of
various chemokines and cytokines, such as macrophage inflammatory protein (MIP)-1aq.,

MIP-2, IL-6 and IL-12, and increases the expression of the co-stimulatory molecules
CD40, CD54, CD80 and CD86 on these cells (Kammerer et al., 2001). The CEACAMI1a

pro-inflammatory properties may be regulated differently in various cell types.

We have demonstrated that production of IL-6 and TNF-o depends rather on
heparan sulfate since treatment of peritoneal macrophages from wild type and
Ceacamla” C57BL/6 mice with heparin impaired their production. This observation
suggests that the MHV3 virus may use heparan sulfate or a closely related receptor to
induce the production of cytokines by macrophages, rather than CEACAM1a receptor.
In fact, the production of IL-6 and TNF-a by MHV3-infected peritoneal macrophages is
induced by viral fixation to a receptor located in regions enriched in heparan sulfate but
not by the viral replication, as demonstrated by experiments using viruses with
denaturated S protein or UV-inactivated viruses. Thus, denaturation of viral S protein by
a pH 8.0 incubation at 37°C inhibited the production of IL-6 and TNF-a, whereas UV
inactivation of the MHV3 virus, which does not alter the viral fixation to the cell surface
but inhibits a efficient viral replication (confirmed by a MHV3 immunolabelling), did
not impair the production of IL-6 and TNF-o in C57BL/6 or Ceacamla’ peritoneal
macrophages. Therefore, these results revealed that viral replication is not essential for
induction of TNF-o and IL-6 and that presence of viral S protein is sufficient to
stimulate production of cytokines by macrophages. The induction of pro-inflammatory
cytokines in absence of viral replication reinforces the role of surface TLR2 molecules
to detriment of the activation of intracellular TLRs, such as TLR3 and TLR7/8, which
detect viral dsSRNA and ssRNA (Andersen et al., 2006; Cervantes-Barragan et al., 2007).

It has been previously reported that murine coronavirus showing extended host

range used heparan sulfate as an entry receptor. However, the change from a restricted
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CEACAMI tropism to an extended host range has been associated with only few
mutations in the S1 subunit, which are generally obtained from in persistently infected
cell cultures (de Haan et al., 2006). It was also reported that treatment of susceptible
cells with heparin inhibits the infection with an extended-host range MHV-AS59 variant
(de Haan et al., 2005). The MHV3 used in this work is not a host-range variant because
it has been produced in vivo in the liver from susceptible mice before 2 or 3 in vitro
passages into L2 cells indicating that the ability of the MHV3 virus to bind heparan
sulfate receptors is a general property of this virus. The partial inhibition of MHV3 virus
by heparin suggest that the viral envelope may possess positively charged amino acids

which interact with negatively charged sulfate groups on susceptible cells, as already

demonstrated with HSV-1, HSV-2, HIV-1 and SARS (Vicenzi et al., 2004).

We have observed that IL-6 and TNF-a productions in MHV3-infected C57BL/6
peritoneal macrophages depended on ERK-1/2 MAPK and JNK, whereas p38 MAPK
and NF-kB pathways were only involved in IL-6 production. It has been reported that
the p38 and ERK-1/2 MAPK pathways were activated early in MHV3-infected Swiss-
Webster peritoneal macrophages (McGilvray et al., 1998), but receptors involved in this
activation were not identified. The respective roles of p38 MAPK, ERK MAPK and
JNK pathways in MHV viral replication have not yet been determined. However, the
p38 MAPK and JNK pathways, but not the ERK-1/2 pathway, were activated in MHV-
A59-infected J774.1 cells. In addition, UV-irradiated MHV-A59 did not activate the
MAPKSs (Banerjee et al., 2002).

Nevertheless, the downstream activation of CEACAMI1 seems to involve
especially the ERK-1/2 MAPK pathway, whereas expression of CEACAMI signalling
pathway may be regulated through the NF-xB pathway (Budt ef al., 2002; Muenzner et
al., 2002; Singer et al., 2002). We have rather demonstrated that the viral fixation to
CEACAMIa receptor is not directly involved in the secretion of IL-6 and TNF-a by
MHV3-infected peritoneal macrophages since these cytokines were also induced in cells

from Ceacamla”™ mice and regulated by the MAPKs pathways. However, Scheffrahn ez
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al. (2005) proposed that CEACAM1a could either inhibit or stimulate the activation of
the ERK-1/2 MAPK pathway depending on the cell type and the cell state.

Activation of TLRs leads to the secretion of pro-inflammatory cytokines through
the activation of NF-kB. Indeed, inhibition of NF-xB pathway partially inhibits IL-6 and
TNF-o. production by macrophages isolated from Ceacamla” mice. Furthermore, the
p38 and ERK-1/2 MAPK pathways can be induced by peptidoglycan/TLR2 activation in
different cell types such as Kupffer cells or eosinophils (Thobe ef al., 2007; Wong et al.,
2007). Nevertheless, no information is available on the regulation of CEACAM-
mediated intracellular signalling activation by TLRs. Our results suggest that
CEACAMIla may regulate the secretion of TNF-o via the p38 MAPK and NF-xB
pathways.

The results obtained with MHV3-infected 772" mice suggest that TLR2
molecules are crucial in the production of IL-6 and TNF-a and in the levels of infectious
viruses, within the induction of histopathologic disorders. Those results also suggest that
viruses which possess glycoproteins and an envelope, such as coronaviruses, may induce
a strong inflammatory response directly by their fixation to TLRs and membranes
enriched in heparan sulfate via the S protein or by free S proteins, without viral
replication. The PPR role of the TLRs and the heparan sulfate receptor in the presence of
infectious viruses demonstrated a new viral mechanism for amplification of the
inflammatory response, thus explaining the severity of diseases induced by human or
mouse coronaviruses. Cytokines regulation in coronavirus infections has been poorly
explored. Our results indicate that the MHV3 virus is a powerful model for such studies.
We have demonstrated that the murine coronavirus MHV3 can stimulate the production
of IL-6 and TNF-o by activating TLR2/heparan sulfate regions at the cell surface of
macrophages. In addition, these results suggest an interesting mechanism by which a
virus and its viral surface proteins may regulate the immune response in addition to viral

replication in macrophages.

On the other hand, the surface TLR4 and intracellular TLR9 are induced during a
SARS-CoV infection and correlate with the production of IL-6 and IFN-y (Okabayashi
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et al., 2006). Preliminary results have shown a slight impairment of IL-6 and TNF-o
when Ceacamla’ resident peritoneal macrophages infected with MHV3 were treated
with a functional grade TLR4 mAb (eBioscience) (data not shown). It was recently
demonstrated that the MHV-A59 and SARS-CoV viruses produce IFN-o via the
activation of the intracellular TLR7 in plasmacytoid dendritic cells, thus controlling the
viral infection (Cervantes-Barragan et al., 2007). However, the MHV-A59 and MHV-
JHM viruses were not able to induce IFN-o via the activation of intracellular TLR3,
indicating that the double stranded viral RNA is not accessible to cellular PPRs (Zhou et
Perlman, 2007).

However, the interaction between CEACAMIla and other TLRs needs to be
further investigated. Having identified these new PPRs, coronavirus infections, such as
the SARS, should be more adequately controlled or in some cases, exploited. In other
viral infections, it was reported that the interaction between the HSV-1 and TLR2
contributed to lethal encephalitis, whereas human cytomegalovirus promotes the
secretion of pro-inflammatory cytokines by its fixation to TLR2 and CD14 (Compton et
al., 2003; Kurt-Jones et al., 2004). Thus, TLRs seemed to be primordial during viral
infections in the establishment of an innate immunity, but a stronger inflammatory

response can also aggravate the disease without increase the viral replication.

The use of pathogenic MHV3 variants could be an excellent tool to study the role
of Kupffer cells in the production of pro-inflammatory cytokines and the further

establishment of hepatic tissular damages during acute viral hepatitis.

Further work is in progress to better discriminate the roles of CEACAM, TLRs,
heparan sulfate and viral constituents in the production of inflammatory and

immunosuppressive cytokines by hepatic cells infected with attenuated MHV3 variants.
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4.1- Le recrutement et I’apoptose des cellules NK durant ’hépatite aigué induite

par le virus MHV3

Les cellules NK sont essentielles a la protection contre les infections induites par
les virus HSV-1 et MCMV de méme que contre les virus des hépatites humaines
(Salazar-Mather et al., 1998; Gosselin et al., 1999; Guidotti et Chisari, 2001; Frese et
al., 2002). Au cours de I'infection induite chez la souris par le virus pathogene L2-
MHV3, la réponse immunitaire innée est largement sollicitée et le maintien des cellules
NK est primordial a la défense antivirale et a la survie des souris susceptibles C57BL/6.
En effet, il avait dé¢ja été montré que I’élimination in vivo des cellules NK rendait les
souris plus susceptibles a I’hépatite induite par le virus MHV3 (Bukowski et al., 1983).
Nous avons montré, au chapitre 3, la présence d’un fort recrutement des cellules NK en
provenance de la moelle osseuse et de la rate vers le foie a partir de 36 heures post-
infection. Le recrutement des cellules NK vers le foie pourrait dépendre de la
production d’TFN-o/f par les cellules dendritiques plasmacytoides en présence du virus
MHV (Cervan-Barragan et al., 2007). Il a déja été montré, lors de I’infection par le
MCMV, que la production d’TFN-o/3 de méme que de MIP-1c: favorisait le recrutement
de cellules NK dans le foie (Salazar-Mather et al., 1998; Salazar-Mather et al., 2000).
De méme, ces cellules NK expriment plusieurs récepteurs a chimiokines dont les
CXCR3, CXCR4, CXCR6 et CCRS, augmentant leur mobilisation cellulaire vers le foie
(Shields et al., 1999; Campbell et al., 2001; Johnston et al., 2003).

Toutefois, les cellules NK recrutées au niveau du foie des souris infectées par le
virus pathogéne L2-MHV3 mourraient par apoptose deés 48 heures post-infection.
L’apoptose de ces cellules, caractérisée par des tests TUNEL sur lames, résultait de
I’infection virale puisqu’il a été possible d’observer des syncétia contenant des noyaux
apoptotiques, des protéines virales de méme que les protéines DXS5 caractérisant les
cellules NK. Afin de confirmer la permissivité des cellules NK a I’infection virale, ces
cellules ont été directement phénotypées a I’aide d’un double immunomarquage avec
des anticorps polyclonaux anti-MHV3 et du marqueur DX5. Ainsi, les cellules NK

infectées mourraient par apoptose suite a la formation de syncétia due a la propriété de
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fusion de la protéine virale S (Gallagher et Buchmeier, 2001). Cette découverte de la
permissivité de cellules NK a la réplication du virus MHV a ouvert la possibilité que ce
virus pouvait altérer les mécanismes de défense innée comme il est capable de le faire
pour la réponse immune adaptative (Jolicoeur et Lamontagne, 1989; Lamontagne ef al.,

1989b; Jolicoeur et Lamontagne, 1994).

Cet effet apoptotique induit par I’infection virale est associé¢ a une diminution de
la molécule anti-apoptotique Bcl-2 (An ef al., 1999). 1l est connu que I’'IL-15, mais non
pas '[L-12, peut augmenter les niveaux intracellulaires de Bcl-2 (Armant et al., 1995,
Carson et al., 1997; Cooper et al., 2002). Ainsi, la présence d’IL-15 pourrait permettre
le maintien de la défense immunitaire innée en préservant les cellules NK au cours de
I’hépatite aigué. Cependant, nous avons montré (chapitre 3.1) que les cellules NK
my¢loides de plus forte dimension (cellules en division), obtenues in vitro suite a 1’ajout
de rIL-15 durant 7 jours, étaient plus permissives a I’infection virale au contraire des
cellules NK de dimension normale (cellules matures). Par contre, les cellules NK
intrahépatiques sont des cellules matures qui ont été recrutées par le foie et qui ne sont
plus en processus de maturation cellulaire. Effectivement, des résultats préliminaires in
vitro montrent que 1’apoptose des cellules NK intrahépatiques, lors d’une infection par
les virus pathogéne L2-MHV3 ou non pathogéne YAC-MHV3, est plutét diminuée en
présence de rIL-15 pour une durée de 24 heures. Cette diminution était plus faible en
présence de rIL-18 et absente en présence de rIL-12. De plus, la réplication virale chez
les lymphocytes intrahépatiques a été diminuée in vitro lors de I’ajout de rIL-15 en
méme temps que le virus L2-MHV3 ou 24 heures avant I’infection. Cette protection des
cellules NK par I’'IL-15 serait possiblement due a une augmentation de 1’expression de
Bcl-2 et une baisse de la caspase-3. Comme I’IL-15 est un inducteur potentiel d’IFN-y
par les cellules NK et que 'I[FN-y semble étre important dans le controle de I’hépatite
aigu€ (Lucchiari et al., 1992; Mello et al., 1993; Moreira et al., 2004), il n’est pas exclu
que les baisses de réplication virale et d’apoptose observées avec les cellules NK et les
lymphocytes intrahépatiques soient dues a cette cytokine. Cependant, des dosages
préliminaires suggérent une diminution importante de la production d’IL-15 hépatique

durant les 3 premiers jours d’infection par le virus pathogéne L2-MHV3.
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4.2- Le tropisme cellulaire des variants de pathogénicité du virus MHV3 dirige la

tolérance immunitaire hépatique

Le recrutement des cellules lymphoides au niveau du foie est majoritairement
controlé par les LSEC qui sont impliquées dans I’induction d’un état de tolérance
immunologique (Knolle et al., 1999a; Knolle et al., 1999b; Limmer et al., 2000). En
effet, il a été démontré que les cellules T CD4" et CD8" devenaient anergiques lors de
leur contact avec les LSEC dans les sinusoides hépatiques. Cette tolérance immunitaire
serait induite par ’action de I'[L-10 et de la PGE,, sécrétées par les KC, et par la
diminution des molécules de co-stimulation a la surface des LSEC qui sont nécessaires a
I’activation des cellules T (Knolle ez al., 1998). Egalement, le TGF-B, sécrété par les
LSEC et KC, est impliqué¢ dans la suppression de la prolifération des cellules T
(Schroder et al., 2003). Ainsi, la perte de ces cytokines immunosuppressives, rapporté
dans le chapitre 3.2, pourrait expliquer le recrutement des cellules NK et/ou NK-T dans
le foie des souris infectées par les virus L2-MHV3 et 51.6-MHV3. Les KC liberent
¢galement certaines cytokines pro-inflammatoires, telles que les IL-12, IL-15 et IL-18,
permettant une activation subséquente des cellules NK (Gerdes et al., 2002; Leifeld et
al., 2002). Il n’est pas exclu que les cellules NK et NK-T peuvent aussi étre recrutées au
niveau du foie par des chimiokines, telles que MIP-1o, MIP-1f3, ou MCP-1, MCP-2,
MCP-3 ou CXCL10, sécrétées par les KC au cours de I’infection (Orange et al., 2002;
Kolios et al., 2006; Walsh et al., 2008). Quoique ces divers mécanismes impliqués dans
la tolérance immunologique du foie fussent connus, il n’était pas possible de mesurer
I’importance relative de chacun d’eux. Ainsi, la capacité du virus MHV3 a infecter
autant les hépatocytes, les LSEC et les KC pouvait expliquer la rapidité de 1’hépatite et
le bris de tolérance immunitaire, mais ne permettait pas de déterminer lequel(s) des
déréglements de tolérance étai(en)t le(s) plus important(s) dans le développement de

I’hépatite aigué.

L’utilisation de variants de pathogénicit¢ MHV3 montrant des tropismes

cellulaires différents pour les LSEC et les KC a permis de démontrer que la
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susceptibilité des deux types de cellules a I’infection virale influengait le niveau de
tolérance immunitaire de méme que les populations cellulaires hépatiques NK et NK-T
au cours de I’infection. En fait, I'infection de souris C57BL/6 par le virus MHV3 a
permis de déterminer que les KC étaient davantage impliquées dans I’inflammation et le
recrutement des cellules NK alors que les LSEC seraient responsables de la tolérance
immunitaire. Ainsi, I’infection des KC pourrait permettre la sécrétion de chimiokines,
recrutant les cellules NK, et de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6 et le
TNF-0, aggravant les dommages tissulaires hépatiques. Les cytokines
immunosuppressives IL-10, TGF-B et PGE; sont connues pour diminuer la production
d’IL-6 et de TNF-o en réponse au LPS ou diminuer ’activation des cellules T CD4" et
CDS8" recrutées au niveau du foie (Knolle ez al., 1998). Il avait déja été rapporté que la
PGE, ¢était impliquée dans I’inhibition de la coagulation intravasculaire induite au
niveau des LSEC lors d’une infection par le virus MHV3 (Abecassis et al., 1987). La
production de PGE, observée avec les variants atténués du virus MHV3 démontre
I’importance de cette cytokine dans la pathologie. Le fait que les LSEC ne soient pas
infectées par les variants atténués favorise davantage la production de PGE,, ce qui
supporte 1’hypothése que la présence de la PGE, pourrait empécher la coagulation
intravasculaire et diminuer les Iésions hépatiques (Abecassis et al., 1987).
Effectivement, au cours de I’infection par le virus pathogéne L2-MHV3, les cytokines
immunosuppressives hépatiques IL-10, TGF-3 et PGE, ont été diminuées ou n’étaient

pas induites.

Les résultats obtenus avec le modele MHV3 pour I’hépatite aigu€ different des
observations faites chez des patients atteints d’hépatite virale. Ainsi, les cytokines
immunosuppressives IL-10, TGF-3 et PGE; ont plut6t été augmentées lors d’infections
chroniques par les virus HBV et HCV (Cheng et al., 2004; Waris et Siddiqui, 2005;
Akpolat et al., 2005; Ayada et al., 2006; Verma et al., 2008; Saito et al., 2008). Des
études chez I’humain ont montré que les Tregs €taient également augmentées au cours de
I’hépatite chronique induite par le HBV et joueraient un role dans la persistance virale
due a une production d’IL-10 (Peng et al., 2008). Cet effet a également été observé lors
d’une infection chronique par le LCMV (Blackburn et Wherry, 2007). Cette différence
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apparente entre les résultats obtenus avec le modele MHV3 et les infections virales
humaines peuvent refléter le moment de I’infection. Ainsi, dans le modeéle MHV3, nous
avons ¢étudié les anomalies induites dans les premiers trois jours d’infection, ce qui n’est
pas tout a fait le cas chez des patients infectés avec les virus HBV et HCV depuis
plusieurs jours. Bien que les cytokines immunosuppressives IL-10, TGF-f et PGE; aient
été¢ augmentées dans le foie des patients infectés par les virus HBV ou HCV, cette
augmentation peut refléter la gravité de la réaction inflammatoire depuis plusieurs jours
et ne pas étre suffisante pour ’inhiber ou du moins la réduire. Des études ont montré
que I’administration d’IL-10 pendant une période de 12 mois chez des patients infectés
chroniquement par le HCV provoquait un effet anti-inflammatoire et pourrait étre
considéré comme une thérapie a long terme. En effet, I'IL-10 engendrerait une chute de
I’inflammation hépatique, un changement vers une réponse Th2 et une diminution du
nombre de cellules T CD4" et CDS" spécifiques au HCV recrutées au niveau du foie
(Nelson et al., 2003). Une augmentation transitoire du niveau d’ARN viral a toutefois
été détectée, possiblement due a une altération de la surveillance immunologique
(Nelson et al., 2003). Ces observations chez ’humain de méme que celles notées chez
les souris TIr2”" suggérent que la diminution de la réaction inflammatoire induite au
cours de D'infection virale chronique avec le HCV, ou aigué avec le virus MHV3,
pourrait améliorer les signes cliniques et le fonctionnement hépatique. Par contre, les
résultats obtenus a date ne permettent pas d’établir un lien direct entre le niveau
d’inflammation et le niveau de réplication virale dans les cellules hépatiques. Il est
possible que la diminution de cytokines pro-inflammatoires, incluant I'IFN-y, ne
favorise pas I’expression du récepteur CEACAMI1a chez les KC et LSEC, diminuant
ainsi la réplication du virus MHV3 dans ces cellules. Effectivement, il est connu que
I’IFN-y produit par les cellules NK soit impliqué dans le controle de la réplication du
HCV (Guidotti et Chisari, 2001; Frese et al., 2002). Chez des souris IL-1 0" infectées
par le virus neurologique MHV-JHM, une augmentation de la morbidit¢ et de la
mortalité a été observée. Une légere infiltration de cellules mononucléées dans le
systéme nerveux central a été notée, en relation avec des augmentations de TNF-o. et

d’IFN-y. Cependant, I’'IL-10 ne serait pas requise dans le processus d’élimination virale
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(Lin et al., 1998). L’effet immunosuppresseur de I'IL-10, sécrétée par les KC et les
Tregs, serait également important dans la tolérance contre ’hépatite fulminante induite

par la ConA (Erhardt et al., 2007).

Les cellules NK jouent un réle important dans la résolution de I’hépatite aigué
induite par le HCV. Or, la production de TGF- provoquerait la suppression de la
prolifération et de la cytotoxicité des cellules NK, rendant ces cellules inaptes a contrer
I’infection virale (Kimura et al., 2006). Toutefois, le TGF-f aurait un effet antiviral
contre le HBV en inhibant la transcription de I’ARN pré-génomique du HBV, diminuant

les dommages tissulaires hépatiques (Chou et al., 2007).

Quant a la PGE,, une étude a montré que I’administration orale de cette cytokine
chez des patients chroniquement infectés par le HBV ou le HCV diminuait la réplication
du HBV seulement (Hyman et al., 1999). Une autre étude a plutdt rapporté que les
monocytes du sang périphérique produiraient de la PGE,, jouant ainsi un role dans la
suppression des cellules T lors de I’infection chronique par le HCV (Marinho et al.,

2002).

4.3- Les fonctions des cellules NK durant I’hépatite aigué induite par le virus
MHV3

Durant la réponse immunitaire innée, ’IFN-y est normalement sécrété par les
cellules NK et les cellules NK-T alors que I'IL-4 I’est par les cellules NK-T. Le ratio
IFN-y/IL-4 permet donc de représenter le ratio cellulaire NK/NK-T activées. Au cours
de I’infection par les virus pathogene L2-MHV3 et faiblement atténué¢ 51.6-MHV3, une
augmentation du ratio NK/NK-T a été observée entre 24 et 72 heures post-infection,
pour les cellules normales et/ou les cellules apoptotiques. Ce phénomene était absent ou
relativement faible pour les variants fortement atténué CL12-MHV3 et non pathogéne
YAC-MHV3. Parall¢lement, le ratio IFN-y/IL-4 a chuté chez les souris infectées par le
virus pathogéne L2-MHV3 alors qu’il a augmenté graduellement avec les variants

fortement atténué¢ CL12-MHV3 et non pathogene YAC-MHV3. De plus, il a été observé
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que le niveau d’IFN-y hépatique chutait aprés 72 heures d’infection chez les souris
infectées par le virus pathogene L2-MHV3. Ces observations rejoignent les résultats
obtenus par Stohlman et al. (1983) qui montraient que les cellules NK recrutées de la
rate, au cours d’une infection par le virus MHV-JHM, n’étaient pas en mesure de

produire de I'TFN-vy, mais le mécanisme impliqué n’avait pas été identifié.

Il est connu que les niveaux d’IL-10 et de TGF- déterminent le potentiel
d’inhibition de I'IFN-y (Schroder et al., 2003), suggérant qu’une diminution de I’'[L-10
et du TGF-P chez les souris infectées par le virus pathogéne L2-MHV3 provoquerait
une augmentation de I'IFN-y hépatique et subséquemment, une hausse de la réponse
antivirale et inflammatoire. Cependant, les niveaux d’IFN-y n’ont pas ét¢ augmentés
chez ces souris au cours de I’infection. La permissivité des cellules NK et NK-T a
I’infection virale et a leur apoptose subséquente pourrait expliquer 1’absence de

production d’IFN-y par ces cellules.

L’IFN-y joue un rdle important dans le contrdle des infections par les virus
MHYV. L’injection d’IL-12 et d’IL-18 chez des souris susceptibles a augmenté le niveau
d’IFN-y hépatique et protégé ces souris contre une infection subséquente par le virus
MHV3 (Moreira et al., 2004). Nos résultats sur les infections in vitro des cellules NK
intrahépatiques et myéloides ont démontré qu’elles n’étaient par en mesure de produire

de ’'IFN-vy lorsqu’infectées par le virus L2-MHV3 (chapitre 3.3).

Lors de I’hépatite aigué¢ induite par le virus pathogéne L2-MHV3, nous avons
observé que les niveaux d’IL-12, d’IL-18 et d’IFN-y hépatiques étaient diminués par
rapport aux souris contrdles. L’incapacité des KC infectées a produire de I’'IL-12 et de
I’IL-18 et subséquemment a activer les cellules NK pourrait expliquer 1’absence
d’augmentation de ’'IFN-y dans le foie. L’ajout de rIL-12 et de rIL-18 a des cellules NK
en présence de virus MHV3 a toutefois permis d’induire une production d’IFN-y par ces
cellules NK. Etonnamment, cette production d’IFN-y a été trés fortement induite chez
les cellules NK infectées en présence des cytokines recombinantes. Cet effet synergique

dans la production d’IFN-y par les cellules NK, résultant de I’interaction entre une
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réplication virale et la présence d’IL-12 et/ou IL-18, n’avait jamais été observé

auparavant.

Par ailleurs, le virus MHV3 utilise comme récepteur spécifique reconnu la
molécule CEACAMI. Cette dernicre serait impliquée dans I’inhibition de la production
d’IFN-y par les cellules NK-T (Markel et al., 2002b), ce qui suggere que cette molécule
pourrait agir de fagon similaire chez des cellules NK. Curieusement, la molécule
CEACAMIa est essentielle a I’induction de la production synergique d’IFN-y via la
fixation du virus MHV3, et sa réplication subséquente. Effectivement, aucune synergie
n’a été observée chez les cellules NK provenant de souris Ceacamla”, suggérant que la
fixation sur le récepteur CEACAMIa et/ou la réplication virale est primordiale a cette

production d’IFN-y.

Les résultats obtenus avec le virus L2-MHV3 traité aux UV a permis de cibler la
réplication virale comme élément essentiel a ce phénomene. De plus, il a été montré que
la p38 MAPK, mais non les molécules ERK-1/2 MAPK, ¢tait impliquée dans la
réplication du virus MHV-A59 dans des cellules J774.1 (Banerjee et al., 2002). Cette
étude supporte les observations a I’effet que I’inhibition de la p38 MAPK, et non pas les
molécules ERK-1/2 MAPK, diminuerait de fagon significative la production synergique
d’IFN-y chez les cellules NK.

La capacité des cellules NK a induire de facon synergique de I'TFN-y lors d’une
infection par le virus MHV3 et en présence d’IL-12/IL-18 serait limitée aux cellules NK
myéloides ou spléniques mais non pas chez les cellules NK isolées du foie.
Effectivement, bien qu’une induction d’IFN-y ait été observée dans la population totale
de MNCs intrahépatiques et que cette production d’IFN-y ait été perdue lors de
I’¢élimination des cellules NK par immunomagnétisme, la production synergique n’a pas
¢été retrouvée dans la fraction purifiée de cellules NK intrahépatiques. Cette observation
pourrait étre expliquée par le fait que les cellules NK intrahépatiques vivent
normalement dans un milieu trés immunotolérant et que leur activation nécessite la
participation d’autres cellules immunitaires. De plus, des études ont montré que les

cellules NK réagissaient différemment a I'[L-12 et a I’'IL-18 dépendamment de leur
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localisation dans les tissus lymphoides (Pien et al., 2000; Pien et Biron, 2000). Ainsi, les
cellules NK fraichement recrutées dans le foie pourraient étre fonctionnelles, mais
perdraient rapidement leur capacité a produire de I'IFN-y lors de leur passage dans les
sinusoides hépatiques. Cependant, il n’est pas exclu que cette perte de production

d’IFN-y soit également reliée a I’infection et I’apoptose de ces cellules NK.

La cytotoxicité des cellules NK in vivo semble importante dans le controle des
hépatites virales. Lors d’une infection par le virus pathogene L2-MHV3, Dactivité
cytotoxique des cellules NK intrahépatiques est trés élevée par rapport aux cellules NK
my¢loides et spléniques (Lehoux et al., 2004). Effectivement, Stohlman et al. (1983) a
montré que les cellules NK recrutées de la rate vers le foie, au cours d’une infection par
le virus neurotropique MHV-JHM, possédaient une forte activité cytotoxique, bien
qu’elles ne fussent pas en mesure de produire de I’'IFN-y. Par contre, I’infection in vitro
de ces cellules par le virus L2-MHV3 a plutdét montré la perte de la cytotoxicité
cellulaire contre des cellules YAC-1. Effectivement, il est connu que I’activation du
CEACAMI a la surface des cellules NK inhibe I’activité cytotoxique de ces cellules
(Markel et al., 2004b). En conséquence, 1’ajout des cytokines rIL-12 et rIL-18 a permis
de contrer cette inhibition chez les cellules NK provenant de souris C57BL/6. Au
contraire, I’activité cytotoxique des cellules NK provenant de souris Ceacamla™ était
difficilement induite par les rIL-12 et rIL-18. Ainsi, en plus de réguler I’activité
cytotoxique des cellules NK, la molécule CEACAM 1a serait impliquée dans le contrdle
de Dactivation de ces cellules par des cytokines pro-inflammatoires. Des résultats

préliminaires, que nous avons obtenus, supportent ces hypothéses.

4.4- Les roles de 1a molécule CEACAM1a lors d’une infection par un virus MHV

Il est connu que la liaison homophilique des molécules CEACAMI1 induit
I’inhibition de ’activité cytotoxique des cellules NK (Watt et al., 2001; Markel et al.,
2002a). Bien que les cellules NK recrutées au niveau du foie des souris infectées par le
virus L2-MHV3 soient fortement cytotoxiques, la liaison de ce virus sur la molécule

CEACAMIa n’induit aucune activité cytotoxique in vitro. Cependant, ’addition in vitro
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d’IL-12/IL-18 a des cellules NK my¢éloides infectées par le virus L2-MHV3 restaure
I’activité cytotoxique de ces cellules. Ces résultats suggerent encore une fois que les
cellules NK sont préalablement activées et perdent leurs fonctions a leur entrée dans le
foie. Ainsi, il est possible que la présence de virus MHV3 et ’absence des IL-12 et IL-
18 dans le foie des souris infectées rendraient les cellules NK inaptes a exercer leur

fonction cytotoxique.

En plus d’étre impliquée dans I’inhibition de la sécrétion d’IFN-y par les cellules
NK-T (Markel et al., 2002b), la molécule CEACAMIa régulerait la production d’IFN-y
chez des cellules activées par les IL-12/IL-18 et infectées par le virus MHV3. En effet,
I’absence de cette molécule ne favorise pas une sécrétion synergique d’IFN-y entre le
virus et les cytokines. Par ailleurs, bien qu’elle soit essentielle a 1’induction de cette
synergie, la molécule CEACAM]a jouerait subséquemment un rdle inhibiteur dans ce

phénomene.

Peu d’études ont été réalisées sur le role des molécules CEACAMI lors des
réponses inflammatoires. L’incubation de cellules dendritiques avec 1’anticorps
spécifique AgB10 (anti-CEACAMI1a) a favorisé la libération des IL-6 et IL-12 par ces
cellules (Kammerer et al., 2001). Par contre, nous avons montré que la molécule
CEACAMIa n’était toutefois pas impliquée dans la production de I'IL-6 et du TNF-a
par les macrophages péritonéaux lors de I’infection par le virus MHV3. Effectivement,
aucune différence n’a été observée dans les niveaux de ces cytokines produites par les
macrophages péritonéaux provenant de souris Ceacamla™ et C57BL/6, infectées avec
I’'un ou l'autre des variants de pathogénicit¢ MHV3. Sachant que le variant fortement
atténué¢ CL12-MHV3 n’infecte pas les cellules macrophagiques (Martin et al., 1994) et
que le variant non pathogéne YAC-MHV3 se réplique plus lentement dans ces cellules
(Lamontagne et Dupuy, 1987), il a été intéressant de noter, pour ces variants, des
productions similaires d’IL-6 et de TNF-a a celles induites par le virus pathogeéne L2-
MHV3. Ces productions de cytokines pro-inflammatoires seraient reliées a la capacité
des variants MHV3 a se fixer aux molécules TLR2, tel que vérifié avec des

, . , . e . L. e . ..
macrophages péritonéaux provenant de souris 7/r2"" (observations préliminaires). Ainsi,
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en plus de déterminer que la molécule CEACAMI1a ne permettait pas I’induction de ces
cytokines pro-inflammatoires, il a été possible d’établir que la réplication virale
n’induisait pas la sécrétion d’IL-6 et de TNF-o. par les macrophages péritonéaux, tel que
montré avec des virus traités aux UV. Par ailleurs, les molécules de signalisation
intracellulaires, telles que les MAPK et les facteurs nucléaires, seraient différemment

activées en fonction de la présence et/ou de I’activation du récepteur au virus MHV3, la

molécule CEACAMI1a.

Le rdle essentiel de la molécule CEACAMI1 comme récepteur reconnu des virus
MHV est non seulement remis en question par nos résultats, mais aussi par des
observations récentes sur la permissivité des souris Ceacamla™ aux virus MHV. Ainsi,
il a été clairement démontré que ces souris étaient totalement résistantes a une infection
par le virus MHV-A59 (Hemmila et al., 2004). Mais une étude trés récente rapporte que
le virus MHV-JHM, via sa glycoprotéine S, pourait induire une infection indépendante
du récepteur CEACAM1a dans le systéme neurocentral des souris Ceacamla”™ (Miura
et al., 2008). Ce phénomene serait attribu¢ a la capacité du virus MHV-JHM de se
propager entre les cellule-cibles sans 1’aide du récepteur CEACAMI. En effet, des
études in vitro ont permis de montrer que I’anticorps spécifique CC1 pouvait bloquer la
propagation cellulaire du virus MHV-A59, mais pas du virus MHV-JHM (Nash et
Buchmeier, 1996; Nakagaki et al., 2005). Ainsi, la gravité de I’hépatite ou des
problémes neurologiques pourraient étre associés a un mécanisme indépendant de la
molécule CEACAMI1a lors d’une infection par un MHV. De plus, la capacité des virus
MHYV a se propager dans les cellules-cibles serait un facteur déterminant de la maladie.
Comme mentionné précédemment, le tropisme du MHV3 pour des cellules
immunotolérantes, telles que les KC et LSEC, influencerait ce phénomene (Jacques et
al., 2008). Cependant, 1’induction de la réponse inflammatoire n’est pas a négliger dans
I’évolution de la maladie puisqu’elle est modulée indirectement par la permissivité des

différentes cellules hépatiques, macrophagiques et/ou lymphoides a I’infection virale.
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4.5- Importance des régions riches en héparanes sulfates et des TLRs durant une

infection par un coronavirus

Les TLRs font partie de la classe des récepteurs impliqués dans la
reconnaissance et I’activation de la réponse immunitaire innée (Athman et Philpott,
2004). Cette induction de la réponse immunitaire innée est basée sur la reconnaissance
non clonale de constituants provenant de pathogenes appelés PAMPs. Ces PAMPs sont
reconnus par différentes cellules du systéme immunitaire dont les cellules NK, les

monocytes/macrophages et les cellules dendritiques (Mukhopadhyay et al., 2004).

Nous avons démontré que la molécule TLR2 était impliquée lors de I’hépatite
aigué induite par le virus pathogene L2-MHV3 (chapitre 3.4). C’est la premiere fois que
la fixation d’un coronavirus et sa pathogénése sont directement associées a une
molécule TLR. En effet, ’absence de ce récepteur chez des souris 772" a provoqué une
diminution de la production des cytokines inflammatoires IL-6 et TNF-o au niveau du
foie des souris infectées. Les observations histopathologiques ont montré une
destruction cellulaire quasi absente chez les souris T/r2” infectées au contraire des
souris C57BL/6. L absence marquée d’atteinte hépatique chez les souris 7727 infectées
par le virus pathogene L2-MHV3 pourrait étre due a une diminution importante de la
production de cytokines pro-inflammatoires. En effet, les niveaux des IL-6 et TNF-o
hépatiques semblent trés bien corréler avec les dommages tissulaires observés au cours
de I'infection. Ces résultats suggerent que I’activation de la réponse inflammatoire via la
molécule TLR2 est un mécanisme important dans I’induction des 1ésions hépatiques.
Par contre, I’absence de TLR2 n’empéche pas la réplication virale puisque les cellules
provenant de souris /2" expriment le récepteur CEACAM 1a. La réduction importante
d’atteinte hépatique chez ces souris pourrait toutefois favoriser une meilleure survie,
permettant le développement d’une réponse immune adaptative et I’élimination virale

subséquente.

Il avait déja été remarqué que les coronavirus murins générés suite a plusieurs
passages in vitro pouvaient exprimer un tropisme ¢élargi lié aux régions riches en

héparanes sulfates plutot qu’un tropisme spécifique au récepteur CEACAMI1 (de Haan
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et al., 2005). Ce tropisme pour les régions riches en héparanes sulfates pouvait étre
inhibé par un traitement a I’héparine, empéchant ainsi I’infection des cellules
susceptibles par les virus MHV-AS59 pouvant exprimer un tropisme ¢largi aux régions
riches en héparanes sulfates (de Haan et al., 2005). Comme le virus MHV-JHM peut
induire une infection indépendante du récepteur CEACAMIla dans le systeme
neurocentral des souris Ceacamla’ (Miura et al., 2008), il serait alors logique de penser
que ce sérotype viral puisse utiliser les régions riches en héparanes sulfates pour se
propager entre les cellule-cibles indépendamment du récepteur CEACAMI1. Cependant,
les études de Watanabe et al. (2007) ont montré que le virus MHV-JHM était en mesure
d’interagir avec les régions riches en héparanes sulfates, mais que ces récepteurs ne
permettaient pas I'internalisation du virus. L’infection des souris Ceacamla™ par le
virus MHV-JHM pourrait alors étre attribuable au phénomeéne de fusion cellulaire via la
protéine S (Lai et Cavanagh, 1997; Gallagher et Buchmeier, 2001; Nakagaki et al.,
2005) ou par I'intermédiaire d’un second récepteur tel qu’un TLR, plutdt que par une

pénétration par endocytose.

Jusqu’a ce jour, certains virus ou constituants viraux ont été identifiés comme
pouvant se fixer a des TLRs, associés ou non aux régions riches en héparanes sulfates.
Le HSV-1 (Tiwari et al., 2004), la protéine pl17 du HIV (Poiesi et al., 2007), la capside
du HBV (Cooper et al., 2005) et la protéine « core » du HCV (Dolganiuc et al., 2004)
sont connus pour se lier au TLR2 alors que le virus respiratoire syncytial reconnait les
récepteurs CD14/TLR4 (Kurt-Jones et al., 2000; Haynes et al., 2001). L’expression des
TLRs au cours de certaines infections virales chroniques, dont le HCV, semble corréler
avec les niveaux sériques d’IL-6 et de TNF-o (Oyanagi et al., 1999; Vidigal et al., 2002;
Lio et al., 2003; Riordan et al., 2006). L’expression des récepteurs TLR4 et TLRY serait
¢galement augmentée lors d’une infection par le coronavirus du SARS et corrélerait
avec une dérégulation des cytokines, telle que 1’augmentation de I'IL-6, expliquant la
sévérité de la réponse inflammatoire induite au cours de cette infection (Okabayashi et
al., 2006). L’interaction du TLR7 avec ’ARN viral intracytoplasmique, provenant du
MHV-AS59 au cours de sa réplication, induirait la production d’IFN-o par les cellules

dendritiques plasmacytoides et permettrait le contrdle de la réplication virale (Cervantes-
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Barragan et al., 2007). Quoique la fixation d’une protéine virale & un TLR ait été
observée dans quelques infections virales, I’importance de cette fixation sur la réponse

innée et 1’état inflammatoire n’a pas été élucidée.

Dans le modéle de I’hépatite aigué induite par le virus MHV3, nous avons aussi
montré que la fixation du virus MHV3 a un TLR2 pouvait entrainer des effets sur la
réponse innée. En fait, I’absence du récepteur TLR2 chez des souris knock-out
influencerait les populations cellulaires résidentes et celles recrutées dans le foie lors de
I’infection par le virus pathogene L2-MHV3. Effectivement, alors que les lymphocytes
T NK1.1'CD4" sont fortement augmentés dans le foie des souris C57BL/6 infectées par
le virus L2-MHV3 aprés 96 heures d’infection (30%), aucune variation de ces cellules
n’a été observée dans le foie des souris T/r2” infectées par rapport aux souris 77r2”"
contrdles. Au contraire, les cellules NK1.1°CD4 CD8 ont davantage augmenté chez les
souris TIr2” infectées (12,5%) que chez les souris C57BL/6 infectées (2,5%), par

rapport aux souris contrdles respectives.

Ainsi, la fixation du virus MHV3 au récepteur TLR2 permettrait dans un premier
temps d’augmenter la réponse inflammatoire induite par le virus pathogéne L2-MHV3,
responsable des dommages tissulaires hépatiques. Dans un second temps, la molécule
TLR2 pourrait indirectement affecter les fonctions des cellules NK au niveau du foie,
entrainant une défense antivirale innée déficiente. Les observations histologiques
révelent de faibles épanchements sanguins ou bris des sinusoides dans le foie de souris
Tlr2”, suggérant que les LSEC seraient épargnées au cours de I'infection par le virus
pathogéne L2-MHV3 chez ces souris knock-out. Cette protection des LSEC pourrait
permettre une production adéquate des IL-12 et IL-18, favorisant la production
synergique d’IFN-y par les cellules NK, et de la PGE,, empéchant le phénomene de

coagulation intravasculaire observé chez les souris susceptibles C57BL/6.
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4.6- Intégration du modéle MHV3 en virologie et immunologie

Le virus MHV3 constitue un excellent modéle pour 1’étude des désordres
immunopathologiques induites par les infections virales aigué€s ou chroniques associées
ou non avec des immunodéficiences cellulaires. Le modele du virus MHV3 devient trés
intéressant pour 1’étude des infections induites par les coronavirus humains (SARS) car
il permet d’identifier les mécanismes reli€és aux hépatites virales de méme qu’aux

réponses inflammatoires.

Le modele MHV3 a surtout permis de mettre en évidence deux nouveaux
mécanismes viro-immunologiques : 1) la production synergique d’IFN-y par les cellules
NK en présence du virus MHV3 et des IL-12/IL-18 ainsi que; 2) I'implication des
molécules TLR2 et des régions riches en héparanes sulfates dans I’induction de la
réponse inflammatoire au cours de 1’hépatite aigué. D’un autre co6té, le modele MHV3
suggeére un nouveau mécanisme d’évasion virale contre les cellules NK, soit
I’implication des fonctions inhibitrices de la molécule CEACAMIla. En effet, la
molécule CEACAMIa régule la production d’IFN-y des cellules NK, pouvant alors
diminuer I’efficacité antivirale de ces cellules lors de I’hépatite aigué. Ce mécanisme
d’évasion virale s’additionne aux autres mécanismes déja publiés avec divers virus

(revue par Orange et al., 2002).

Le modele MHV3 a permis de démontrer I’implication des cellules NK lors de la
phase aigué de I’hépatite virale. En effet, la survie et I’efficacité des fonctions des
cellules NK semblent étre primordiales dans le contrdle de I’infection virale. Dans le cas
des hépatites virales humaines, il avait été montré que les cellules NK exercaient un rdle
antiviral trés important (Chisari, 2000; McClary et al., 2000; Guidotti et Chisari, 2001;
Frese et al., 2002; Chen et al., 2005a) et que les cytokines IL-12, IL-18 et IFN-y
contribuaient fortement a cette protection (Cavanaugh et al., 1997; Jinushi et al., 2003;
Szkaradkiewicz et al., 2005). Nos résultats suggerent que ’administration des IL-12/IL-
18 pourrait favoriser une production synergique d’IFN-y par les cellules NK, inhibant
¢galement la réplication virale et créant une meilleure défense antivirale, tel que

démontré par les études de Moreira et al. (2004). Ce mécanisme de protection antivirale,
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par contre, nécessite une réplication virale et I’activation de la voie de signalisation

impliquant principalement la molécule p38 MAPK.

La défense antivirale précoce contre les virus d’hépatites humaines dépend du
recrutement et de I’activation des cellules NK dans le foie des patients infectés. Ces
phénomenes sont toutefois sous la supervision des KC et des LSEC qui déterminent le
recrutement des cellules inflammatoires dans le foie, via la sécrétion de chimiokines, et
qui libérent les cytokines pro-inflammatoires et immunosuppressives. L’utilisation de
variants de pathogénicit¢é MHV3 (Jacques et al., 2008) de méme que I’injection de PGE,
chez des souris susceptibles au virus MHV3 (Abecassis et al., 1987) ont mis en évidence
le role des KC, LSEC et des cytokines immunosuppressives dans le contrdle des
hépatites virales aigu€s. Ainsi, le maintien de I'intégrit¢ des LSEC et des KC chez des
patients infectés par un virus d’hépatite serait bénéfique afin de favoriser un recrutement
optimal des cellules NK au niveau du foie. De plus, I'injection des cytokines
immunosuppressives IL-10, TGF-f3 et PGE, chez des patients en phase aigué pourrait

permettre de réduire la forte réponse inflammatoire induite au cours de I’infection.

L’administration des IL-12/IL-18 pourrait étre utile dans la protection contre une
infection virale au cours de la phase aigué, surtout si ces cytokines sont diminuées
durant les premiers jours d’infection. En effet, nous avons montré que les IL-12/IL-18
induisaient de facon synergique la production d’IFN-y par les cellules NK durant le
processus de réplication du virus MHV3. 1l est probable que les molécules TLR3 ou
TLR7, qui reconnaissent respectivement les ARNdb et ARNSsb intracellulaires
(Andersen et al., 2006), soient aussi impliquées dans cette induction d’IFN-y mais
aucune observation ne permet de supporter actuellement cette hypothése. De plus, la
molécule CEACAMIa permettrait de contrdler le niveau d’IFN-y produit par les cellules
NK lors d’interactions homophiliques ou hétérophiliques. Ainsi, dépendamment de la
réponse immunitaire induite au cours d’une infection par un virus a8 ADN ou ARN, il
serait possible d’augmenter le niveau d’IFN-y par la stimulation des récepteurs
TLR3/TLR7 ou par ’administration des IL-12/IL-18. Au contraire, la production d’IFN-

Y pourrait étre diminuée par I’ajout d’inhibiteurs de TLR3/TLR7 ou en favorisant les
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interactions entre molécules CEACAMIa. D’autre part, des études ont démontré que des
agonistes de TLR3, TLR7, TLR7/8 et TLR9 pouvaient induire la production d’IFN de
type 1 dont PTFN-o (Averett et al., 2007; Miller et al., 2008). L’imiquimode, 1’agoniste
du TLR7, est déja utilis¢é dans le traitement de divers problémes de peau et lors
d’infection par des papillomavirus. Des agonistes de TLR7/8, la resiquimode et
I’imidazoquinoline, ont également fait leur preuve dans le traitement des infections

induites par le HCV et le HSV-1 (Miller et al., 2008).

Les résultats obtenus lors de I’infection des souris 7/r2" avec le virus pathogéne
L2-MHV3 ont permis d’identifier un nouveau mécanisme d’amplification de la réponse
inflammatoire menant a 1’aggravation de [I’hépatite aigué. Effectivement, ces
observations suggerent que les virus enveloppés, tels que le SARS, les orthomyxovirus
(virus de I'influenza) ou encore les herpésvirus, pourraient induire une forte réponse
inflammatoire en se fixant directement sur des TLRs et/ou des régions riches en
héparanes sulfates via leurs protéines de surface, qu’elles soient membranaires ou libres.
Dans cette optique, le récepteur spécifique reconnu au virus ou la réplication virale ne
seraient pas nécessaires afin d’induire la forte réponse inflammatoire. Egalement, ce
nouveau mécanisme pourrait étre activé par des particules virales défectives, générées
au cours de la réplication virale, ce qui augmenterait la réponse inflammatoire et
I’aggravation de la maladie. Ces résultats ouvrent donc la voie vers 1’étude de nouveaux
PPRs viraux pouvant étre impliqués dans la stimulation ou I’inhibition de la réponse

Immunitaire.

4.7- Perspectives futures

Le virus MHV3 est un excellent modele pour 1’étude des relations entre les
populations cellulaires NK1.17, T, B, LSEC et KC, les cytokines pro-inflammatoires et
immunosuppressives et I’aggravation de I’hépatite. Sachant que 1’apoptose des cellules
NK pourrait étre impliquée dans le niveau de I’hépatite aigu€ induite par le virus MHV3,

il serait intéressant de déterminer les mécanismes permettant une survie adéquate des
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cellules NK, tels que I’action de la molécule CEACAMIa et des IL-15 et IL-18 sur les

niveaux de Bcl-2 et des caspases impliquées dans le processus d’apoptose.

Le tropisme du virus MHV3 pour les LSEC et des KC semble déterminer 1’état
immunitaire du foie. Ainsi, il devient essentiel de pouvoir démontrer les déficits
fonctionnels dus a la réplication virale chez des LSEC et KC purifiés in vitro sur le
recrutement des populations cellulaires NK, NK-T et T CD4" de méme que sur la
production des cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, IL-6 et TNF-a) et
immunosuppressives (IL-4, IL-10, TGF-B et PGE,). L’utilisation des variants de
pathogénicit¢ du MHV3 pourrait permettre de déterminer les effets protecteurs des
différentes cytokines immunosuppressives en fonction de leur tropisme pour les LSEC
ou les KC. De plus, linfection de souris knock-out pour ces cytokines
immunosuppressives pourrait permettre de cibler I’importance de ces cytokines dans la

pathologie induite par les variants de pathogénicité¢ du MHV3.

Aussi, les mécanismes impliqués dans les interactions entre la réplication du
virus MHV3, la molécule CEACAMIa et les voies de signalisation induites par les IL-
12/IL-18 dans la production synergique d’IFN-y par les cellules NK devraient aussi €tre
approfondis. En effet, les TLRs intracellulaires ou d’autres voies de signalisation
pourraient potentiellement étre impliqués dans I’induction d’une réponse synergique
chez les cellules NK. II serait important de déterminer si cette interaction est spécifique
pour les IL-12/IL-18 ou pourrait aussi étre induite par d’autres cytokines utilisant les
mémes voies de signalisation. Considérant également que les cellules NK provenant de
souris Ceacamla™ réagissent différemment a 1'IL-12 et a I'IL-18 au niveau de leur
activité cytotoxique, la maturation, 1’activation et les fonctions des cellules NK

Ceacamla’ seraient intéressantes a vérifier.

Finalement, il serait important de vérifier I’implication de différents TLRs, des
régions riches en héparanes sulfates et de la molécule CEACAMIla au niveau de
I’induction, de la production et de la modulation des cytokines pro-inflammatoires et
immunosuppressives sur des cellules hépatiques purifiées in vitro et infectées avec les

différents variants de pathogénicité du MHV3. Fort de ces résultats, des expériences de
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protection contre 1’hépatite virale pourraient étre effectuées in vivo par I’administration
d’inhibiteurs de TLRs spécifiques en association ou non avec de 1’héparine. L’infection
de souris knock-out pour différents TLRs et knock-out pour les cytokines pro-
inflammatoires IL-6 et TNF-o pourrait permettre également de cibler I’importance de
ces récepteurs et de ces cytokines dans la pathologie induite par les variants de

pathogénicité du MHV3.

Les résultats obtenus durant mes études doctorales ont ouvert la voie a de
nouvelles avenues de recherche trés originales et un fort potentiel de développement
puisqu’il est possible d’envisager de pouvoir controler ou moduler les effets
inflammatoires dommageables induits par les infections virales ne dépendant pas

directement de la réplication virale et de la mort de la cellule infectée.
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