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SOMMAIRE

La réponse immunitaire contre les infections virales implique à la

fois une réponse non spécifique et une réponse spécifique. Les

neutrophiles jouent un rôle primordial dans la réponse non spécifique. Le

vims Herpes Simplex-1 (HSV-1) est la cause la plus commune

d'encéphalite virale sporadique fatale en Amérique du Nord. La

mortalité étant évalué de 50 à 60% des nouveau-nés infectés.

Des études antérieures indiquent que les neutrophiles des adultes et des

nouveau-nés réagissent différemment en général. La réponse des

neutrophiles des nouveau-nés et des adultes à l'infection au HSV-1 ainsi

que l'effet de ce vims sur l'apoptose de ces cellules ne sont pas connus.

Le but de cette étude est de déterminer si les neutrophiles des nouveau-

nés sont plus susceptibles à l'induction d'apoptose que ceux des adultes

suite à l'infection au HSV. A cet égard, notre hypothèse de travail serait

que l'HSV induit l'apoptose des neutrophiles comme une stratégie pour

évader l'immunité innée et que les neutorophiles néonataux sont plus

susceptibles.

L'infection des neutrophiles au HSV a été déterminée par

immunofluorescence et cytométrie en flux; l'HSV-1 infecte

effectivement les neutrophiles. L'apoptose a été évaluée par l'annexine

V et par l'iodure de propidium; et notre étude démontre que l'HSV-1

augmente l'apoptose des neutrophiles néonataux et pas des neutrophiles

adultes. Cette apoptose est associée à l'expression de Fas, FasL et FasL

soluble et ceci a été déterminé par cytométorie en flux.

Cette étude pourrait expliquer la raison de la sévérité des infections à

HSV-1 chez le nouveau-né contrairement à l'adulte. En causant une
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n augmentation d'apoptose chez les neutrophiles néonataux infectés, ces

derniers ne sont pas impliqués dans la réponse immunitaire non

spécifique et ne peuvent pas déclencher la réponse immunitaire

spécifique, il s'en suit une invasion du système immunitaire.

J
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n l- Neutrophiles

Les leucocytes ou globules blancs, jouent un rôle essentiel dans la lutte

de l'organisme contre les infections. En moyenne les leucocytes sont au

nombre de4 à 11 x 109par litre de sang. Panrd les éléments figurés du
sang, les leucocytes sont les seuls à posséder un noyau et les organites

habituels.

Suivant les caractéristiques structurales et chimiques, les leucocytes se

divisent en deux grandes catégories : les granulocytes et les

agranulocytes. Les premiers contiennent des granules spécialisés. Les

granulocytes ont une forme sphérique et sont plus grands que les

érythrocytes. Ils sont dotés d'un noyau présentant plusieurs lobes reliés

entre eux par de très fins ponts, et selon la couleur de leurs granulations,

on distingue les neutrophiles, les éosinophiles et les basophiles. Les

neutorophiles constituent presque la moitié de la population des globules

blancs (40 à 70%).

J

a)Structure :

Quand on a regardé les traits morphologiques du développement de la

lignée myéloïde par le microscope photonique, on a identifié 6 stades

avant d'arriver au stade de polymorphonucléaire neutrophile (PMN). Ces

stades se différencient en fonction de la taille, du volume du noyau, de la

densité de la chromatine, du nombre des granules et de la coloration du

cytoplasme (figure l).

l) Le stade myéloblaste

Le myéloblaste est le plus petit précurseur myéloïde (un diamètre de 15-

20 microns), avec un noyau large et rond, un ou quelques nucléoles,
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n quelques mitochondries et un appareil de Golgi. Les granules sont

absentes et le cytoplasme est petit.

2) Le stade promyélocyte

Le promyélocyte est le plus large des cellules (un diamètre > 20

microns) avec une importante présence de granules violettes appelées

azurophiles ou granules primaires. Le noyau ressemble à celui du

myéloblaste.

3) Le myélocyte

Le myélocyte est le dernier précurseur à subir la mitose. La progéniture

de myélocyte est petite (un diamètre < à 20 microns). Durant cette

période, les granules spécifiques sont synthétisées. Les nucléoles se

réduisent et s'anéantissent, le noyau devient petit et irrégulier, et le ratio

noyau/cytoplasme se réduit.

4) Le métamyélocyte

Le métamyélocyte est légèrement plus petit que le myélocyte, durant ce

stade, le cytoplasme mature et ressemble plus à celui de la forme

juvénile du PMN. Les granules sont petites et fines, le noyau ressemble à

un haricot. Le métamyélocyte perd la capacité de division et se

caractérise plus par son noyau qui s'allonge et se segmente.

5) La forme juvénile

La forme juvénile est caractérisée par un noyau allongé mais pas encore

tout à fait segmenté. Le cytoplasme ressemble plus à celui du PMN avec

une coloration rose et des granules azurophiles fines. La forme juvénile

est fonctionnelle du point de vue phagocytose. Elle doit compter parmi

les neutrophiles PMN lors du comptage de ces derniers.

J
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n 6)LePMN

Le PMN est le dernier stade de maturation avec une taille standard (13

microns), un noyau plurilobe, un appareil de Golgi petit par rapport au

promyélocyte et au myélocyte. Un réticulum endoplasmique mgueux et

des mitochondries peu abondants. Le cytoplasme des neutrophiles est

rose et contient quatre types de granulations ou de vésicules identifiées

par des marqueurs enzymatiques.

- Les granules azurophiles myeloperoxidase positives, dont la matrice

contient des protéines microbicides et des hydrolases acides impliquées

dans la dégradation oxydative et non oxydative des bactéries et des

champignons. La membrane des granules azurophiles contient des

récepteurs et des protéines impliqués dans la transduction de signaux.

- Les granules spécifiques contiennent la lactoferrine qui sert de

marqueur pour ce type de granules. La matrice des granules spécifiques

contient des hydrolases distinctes de celles des granules azurophiles, de

la vitamine B 12 et la protéine de fixation « Binding protein». Leur

membrane contient des récepteurs du chimotactisme et d'opsonisation, la

protéine d'adhésion et le cytochrome b.

- Les vésicules secrétaires contiennent la phosphatase alcaline, leur

membrane est aussi une source du cytochrome b, elle contient également

des récepteurs pour le plasminogène activateur.

- Un autre type de granules peroxydases négatives vient d'etre identifié,

ces granules sont riches en gélatinase mais faibles en lactoferrine

J
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Figure 1. Schéma montrant le développement des PMN dans la moelle

osseuse.
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b) La cinétique des granulocytes neutrophiles :

Les polymorphonucléaires neutrophiles sont distribués entre la mœlle

osseuse, le compartiment sanguin et les différents tissus à travers

l'organisme. Le compartiment de la mœlle osseuse est le plus grand avec

un nombre de PMN de 2.26 x 109 cellules par Kg. Le compartiment
sanguin constitue le tierce du compartiment de la mœlle osseuse avec un
nombre de PMN de 0.7 x 109. Seulement la moitié est dans les vaisseaux

sanguins, l'autre moitié est accrochée à l'endothélium vasculaire. Ces

deux compartiments sont en équilibre perpétuel.

J
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Le compartiment du tissu extravasculaire n'a pas été quantifié, vu qu'il

varie dépendamment de la migration des PMN vers les sites d'infection

ou d'inflammation .

3

e) Fonction :

Les neutrophiles jouent un rôle majeur dans la réponse immmiitaire. Le

granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) est un facteur de

croissance spécifique de la lignée hématopoiétique du PMN; il stimule

sélectivement la prolifération et la maturation de la lignée myéloïde

précurseur des PMN . Cette cytokine a un rôle cmcial dans le maintien
d'un taux normal des PMN dans le sang et dans l'augmentation du

nombre des PMN dans la circulation périphérique en cas d'infection ou

d'inflammation. Le G-CSF active également les différentes fonctions

des neutrophiles incluant l'expression des molécules d'adhésion,

l'adhésion, le chimiotactisme, les métabolites oxygénés, la phagocytose
et la bactéricidie 3'4.

J

* Interactions moléculaires entre les PMN et l'endothélium :

En temps normal, les PMN circulent tout au long du réseau vasculaire

sans entraver l'intégrité vasculaire. Cependant, à des sites

inflammatoires, les PMN adhérent à l'endothélium, provoquent ainsi une

diapédèse entre les cellules endothéliales, et les PMN passent à travers
ces cellules endothéliales vers les tissus.

Le recrutement des PMN circulants vers les sites d'inflammation ou

d'infection, nécessite une série d'évènements qui ont lieu entre les PMN

et les cellules endothéliales. Ce recrutement est médié par les molécules

d'adhésion. Les PMN et les cellules endothéliales passent d'un état basai
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n à un état activé par une variété de médiateurs d'inflammation. Ce

processus empmnte quatre étapes :

l) Les PMN et les cellules endothéliales sont à leur état basai juste

avant de s'exposer à des médiateurs d'inflammation

2) L'endothélium vasculaire exprime la molécule ICA]VI-2 qui

n'affecte pas le flux nomial des PMN. Ces derniers expriment à leur tour

la L-sélectine et son ligand SleX et commencent à rouler vers la paroi de

l'endothélium.

3) Les cellules endothéliales sont activées par l'IL-1, le TNF-a ou une

endotoxine et expriment la E-sélectine, qui provoque la perte de
rattachement des PMN aux cellules endothéliales. Les cellules

endothéliales libèrent l'IL-8, le GM-CSF, et platelet activating

factor (PAF). Une de ces molécules induit la libération par les PMN de

la Mac-1 intégrine (3-2 qui médie une forte adhérence des PMN à

l'ICA]V[-l exprimée par les cellules endothéliales actives

4) Les cellules Les endothéliales expriment la PECAM-1 qui lie la

Mac-1 des PMN et qui aide ces derniers à migrer vers les tissus (figure

2).

J
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n Figure 2. L'interaction des PMN avec l'endothélium vasculaire
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* Le chimiotactisme :

Le facteur de chimiotactisme l'IL-8 est synthétisé et libéré par les PMN

dans le but de permettre la migration des PMN du vaisseau sanguin à

travers l'endothélium vers les tissus, lieu d'inflammation ou d'infection.

L'IL-8 augmente également le recrutement des PMN et d'autores cellules

du système immunitaire dans les sites d'inflammation5.

J

* La phagocytose:

La dégranulation des PMN commence avec le déclenchement de la

phagocytose. Les granules passent dans le milieu externe et fusionnent

leurs membranes avec les vacuoles phagocytaires nouvellement

constituées à partir de l'invagination de la membrane plasmique

(phagosomes); ainsi quand le phagosome fusionne avec un lysosome, le

phagolysosome est détruit.
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n Le mécanisme par lequel les neutrophiles détruisent la paroi ingérée est

plus complexe qu'une simple digestion du microorganisme par les

enzymes lysosomiales. Certaines de ces enzymes utilisent l'oxygène

consommé en grandes quantités par la cellule pour élaborer des radicaux

libres (dont le superoxyde) selon un processus appelé explosion

respiratoire. Ces radicaux libres possèdent une grande capacité de

destruction des cellules. Les neutrophiles sécrètent également des

substances chimiques comme le lysozyme qui agit comme un

antibiotique en détruisant la paroi des bactéries et la lactoferrine, qui

inhibe la multiplication bactérienne.

Pour qu'ils accomplissent leur activité phagocytaire, les neutrophiles

doivent adhérer à la particule à ingérer. L'adhérence se produit lorsque

les corps étrangers sont recouverts des protéines du complément,

d'anticorps, ou encore de certaines cytokines. Ce complexe immun sert

de sites auxquels les récepteurs sur la membrane plasmique des

phagocytes peuvent se fixer. Ce processus est appelé opsonisation.

J

* Le priming ou l'amorçage des neutrophiles

Les neutrophiles existent sous 3 formes : quiescents, activés ou amorcés.

Les neutrophiles amorcés sont prêts à manifester une explosion

respiratoire poussée ou une réponse de leurs granules quand ils sont

provoqués par leurs agonistes, les agonistes capables d'induire

l'amorçage des neutrophiles sont de trois genres :

l) les médiateurs inflammatoires qui sont chimiotactiques et qui se lient

à la famille des récepteurs chimiotactiques à 7 domaines

transmembranaires (tableau l)
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0 2) les immunoglobulines et le complément qui se lient aux récepteurs à

un domaine transmembranaire qui nécessitent un cross-linking pour leur

activation ( tableau 2)

3) les cytokines inflammatoires et les facteurs de croissance qui se lient

spécifiquement à leurs récepteurs à un domaine transmembranaire (ex :

TNF-a, LPS, GM-CSF, IL-1, orthovanidate)

Ces molécules amorcent les neutrophiles à une dose spécifique qui ne

provoque pas l'augmentation du calcuim libre dans le cytosol , mais

participe à la phosphorylation des protéines intracellulaires sur les

résidus tyrosine des PMNs.

Les neutrophiles peuvent être amorcés par un agoniste et induire la

réponse respiratoire par un deuxième agoniste. L'amorçage peut achever

en quelques minutes; il peut aussi être un peu plus lent et nécessiter 30

minutes, comme il peut durer plusieurs heures.

L'amorçage est le résultat de la communication intracellulaire entre le

système de signalisation du calcium à travers la sérine/thréonine kinase

comme la protéine kinase C, la phospholipase A2, ou la calcium

moduline kinase dépendant, et le système de signalisation calcium

tyrosine kinase indépendant via la tyrosine kinase.

u
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0 Tableau 1. Propriétés des récepteurs chimiotactiques des PMN
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Tableau 2. Propriétés des récepteurs d'opsonisation des PMN

llé'cîfiê^
tsceptor :NEÎ18^': ilWï.lSt.w:

.?»!1:

Wissms
Ï.Iganâ

gMiagi
a:fM,ts?ll»at.

BtRiï iffiïes- WK

11%i{(â|a'»W|iÉ'';::l:ift|%:::
l-:lJî^Gëss||iîr
l::ixpr8ss|UI;:te
ioosîttyîî»»:

a:ri8;:R»:
,iiitMe»l 
iiMINuB^ft
;:::»i»m
^t|B^i(Bil%$l|e<f

'EWK

tt8tl::

SKI

:@®:»:. :•:.-
Nâ1!:::&:iNtt1

::l$w::snm-:
|i8«»

-fêUNI:
-:^||i:i||M'

4^BNil8i

SBOTW

:Si|Ftgt»^Saas-
;:;niérRteoa:
Ipro&în:.

:1:::.::,NW

ihi^nâjWw .:.
illlgs^t'ole&ï-
iwssi,

siii|?j-ms8siiea
:i)^eîî|(KaBtt
W-<ga:Ut-

l::rosN|aria
lll^gBgNiîllj:.
:Nliia':

^lllilll^ill*:1
'aiuiKig»:

IM
i:|6,:::ll»::

,:-::iili3,:2siit3»;
.a^ieroelirnejte

":;il3B'»SiniÉ»t*:'
:..|»çaM':|alSs!i:

-te».

lg!31:

»iS&i8:W

:Uw

^01 •EMistfixsi::: i.,8^ras:in||i'
ilâs'csfl-àlBNii:' ï»l^iW::«B

.•-.

.isereieg^.:l§Xti,
1tt^!:

:,:g :f:wii!l ^KlSKi||:8St

fSSîSBiBtl

sg», '.iillM'lt
Ui€g,N8* 

ActiWti»!
Bh:ag©e!^t!SA'

~:Wi«tM.

:S(lflv:a8ôB
i'awws-

biaateii
Bhagosslssls,

jj'equtrescÇRî:
ar'R?p2

Sti»8tKîfi'
Ptîagacspsis

Btfflâiaeiteite

'^leilaifflê»
'-|P|B»tf|l|a

u



24

n

0

* L'explosion respiratoire :

L'activation des PMN provoque en quelques secondes la consommation

accme de l'oxygène. Cet explosion oxydative résulte de l'activation d'un

système latent à enzyme du genre NADPH oxydase ou l'explosion

respiratoire oxydase. Les produits de cet explosion sont générés par le

transfert d'un seul électron à partir du NADPH vers la molécule

d'oxygène (02) fonnant l'anion superoxyde (Oz"). 02" se transforme

rapidement, spontanément ou catalysé par la superoxyde dismutase

(SOD) en peroxyde d'hydrogène (HzOz). H202 réagit soit avec l'anion

superoxyde et forme le radical hydroxyde (OH), soit avec l'ion Cl" et

forme l'acide hypochloreux (HOC1'). Le superoxyde est légèrement

bactéricide, mais le radical OH' tue les microbes et cause des lésions

dans les tissus environnants. L'acide hypochloreux forme des

chloramines de longues durées qui contribuent à l'elimination par

oxydation des microbes. Ces radicaux oxygénés activent les

métaloprotéinases comme l'élastase et la collagénase durant la

dégranulation des PMN. Les neutrophiles ont également d'autores

antioxydants tels que l'acide ascorbique, la a-tocopherole membranaire

et une catalase soluble.

J

* La voie de l'oxyde d'azote :

Les neutrophiles sont dotés d'une autre activité antimicrobienne, celle de

la voie de l'oxyde d'azote synthétase ou encore « nitric oxide

synthetase » NOS. Cette dernière se traduit par la génération

d'intermédiaires azotés très réactifs. L'oxyde d'azote ÇNO) ou autres

intermédiaires dérivent du L-arginine et sont induits dans les PMN

quand ces derniers sont exposés à des médiateurs d'inflammation. Aussi,
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n à partir des PMN, l'enzyme superoxyde dismutase inhibe la thrombine

qui induit l'aggregation des plaquettes en libérant des anions nitrites

(N02~), CNOs") et le peroxyniti'ite. Au fait, les intermédiaires azotés

jouent un rôle essentiel dans l'inflammation.

*Autre activité antimicrobienne non oxydante :

les neutrophiles ont la capacité d'éliminer les microorganismes

pathogènes en utilisant des protéines antimicrobiennes présentes dans

leurs granules azurophiles, spécifiques et la gélatinase. Parmi ces

protéines il y'a les défensines , les serprocidines et la protéine BPI
«bacterial permeability-increasing » . Les défensines constituent la
moitié des protéines des granules. Elles ont des propriétés viricides,

bactéricides et fongicides et sont hautement cationiques. Les

serprocidines éliminent les bactéries gram- et gram+ par différents

mécanimes très spécifiques. La BPI a une activité bactéricide importante

en anaerobic 8. La lacto ferine, protéine des granules spécifiques est
bactéricide, et agit au niveau des bactéries gram-. Le lysozyme présent

dans les granules azurophiles, spécifiques et dans la gélatmase aide à

digestion des pathogènes phagocytés par les PMN. Cette voie

antimicrobienne non oxydante s'avère cruciale dans des conditions

d'anaerobic.

J

* Les neutrophiles : médiateurs dans la réponse spécifique

On a pendant longtemps cm que les PMN étaient simplement impliqués

dans l'inflammation et la réponse non spécifique. Cependant, des études

récentes ont démontré que les neutrophiles jouent un rôle majeur dans la

réponse spécifique, en induisant la synthèse de plusieurs cytokines 5. En
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effet, les PMN matures mais non stimulés, synthétisent le récepteur du

complément type l (CRI) et les molécules du CMH1 . Après toute
stimulation, ils vont synthétiser et sécréter plusieurs médiateurs

importants tels que l'interféron a (IFN-a) , le tumor necrosis factor
(TNF-a) 12;12;13, l'mterleukme 8 (IL-8) 14, le platelet activating factor
(PAF) et la leukotriène B4 15.

Les PMN produisent l'interleukine l (IL-1) 16;17. IL-la participe dans
différentes activités notamment l'activation des lymphocytes B et T,

l'induction d'autres cytokines régulatrices comme IL-6, IL-8 et le GM-

CSF . En plus, IL-1 a des effets paracrines et autocrmes, elle stimule sa
propre production par les PMN 16'19, l'induction locale de molécules
d'adhésion à partir des cellules endothéliales , et l'accumulation
d'autres PMN aussi bien que des monocytes et lymphocytes.

Les PMN synthétisent et libèrent le TNF-a en réponse à la stimulation

par les LPS 12;13, GM-CSF 21, ou Candida albicans 12. Le TNF-a sécrété
par les PMN participe également dans l'activation des cellules T et dans
le recmtement des PMN dans les sites d'inflammation.

La stimulation des PMN hautement purifiés par le GM-CSF et un faible

taux de TNF-a induit ces cellules à l'accumulation de l'ARNm de l'IL-6

22 qui stimule la maturation finale des lymphocytes B et leur
différenciation en plasmocytes sécrétant des anticorps.

Les PMN stimulés par les LPS, synthétisent et libèrent IL-8 qui est un

facteur de chimiotactisme. IL-8, en plus de participer dans le recmtement

des PMN dans les sites d'inflammation, permet aussi le chimiotactisme

d'une petite proportion de cellules T 23. On peut ainsi dire que les PMN
régulent le recmtement des lymphocytes T dans la réponse spécifique.
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Récemment, on a découvert que les PMN sécrètent les macrophages

inflammatory protein a et P (MIP-la et MIP-lp) 24'25. Ceci est d'une

importance considerable car Ie MIP-la et MIP-1(3 sont deux

chimioattractants pour les monocytes et des sous populations des
cellules T , et aussi activent plusieurs fonctions des macrophages et des
neutrophiles 27.

Les neutrophiles expriment des récepteurs pour l'IL-15, qui exerce

plusieurs activités chez les PMN 28. L'IL-15 induit l'activation de NF-kB
chez les neutrophiles, induit la production de l'IL-8 chez ces même

cellules, augmente la phagocytose par les PMN de Candida albicans et

retarde l'apoptose des neutrophiles .

Donc, ceci nous indique que les neutrophiles contribuent

significativement dans l'initiation et l'amplification de la réponse

immunitaire cellulaire et humorale.

J

2- Le virus herpès simplex type l (HSV-1)

a) Stmcture

Vims appartenant à la famille des herpesviridae, enveloppé, avec un

génome très grand et complexe, caractérisé par un ADN double brin

linéaire. Le vims est constitué de 4 éléments; de l'intérieur vers

l'extérieur on trouve : le core qui contient l'acide nucléique, une capside

icosaédrique, un tégument entourant la capside et l'enveloppe. Le

génome viral a un poids moléculaire de 150 Kb, et code pour plus de 70

polypeptides. Peu est connu concernant ces protéines. La capside est

formée de 162 capsomères et elle est entourée du tégument.

L'enveloppe est constituée de glycoprotéines, de lipides et de
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polyamines. Les glycoprotéines permettent rattachement du virus à la

cellule hôte et suscitent aussi la réponse de l'hôte 30

Pour initier l'infection, le vims doit s'attacher aux récepteurs à la surface

de la cellule hôte. Un des récepteurs de l'HSV-1 est l'héparane sulfate.

La deletion de l'héparane sulfate de la surface des cellules ou

1'utilisation de cellules mutées déficientes pour la synthèse de l'héparane

sulfate réduit rattachement et ainsi l'infection à 85% '. Ceci démontre

que l'héparane sulfate est un récepteur majeur de l'HSV-1. Une fois

rattachement fait, le vims fusionne son enveloppe avec la membrane

plasmique de l'hôte, et la capside nue se trouve transportée vers les pores

nucléaires . L'ADN est ainsi libéré dans le noyau de la cellule où la

transcription, la replication et l'assemblage se produisent.

J

La transcription de l'ADN est caractérisée par l'expression de 3 classes

de gènes : alpha, beta et gamma, et qu'on appelle respectivement pré-

précoces, précoces et tardifs. Ces gènes sont exprimés d'une façon

contrôlée et régulée. Les gènes alpha sont responsables de l'initiation de

1'infection. Les cinq gènes alpha sont transcrits dans les cellules

infectées en absence de la synthèse de protéines virales. Les gènes beta

codent pour les enzymes nécessaires à la replication virale telle la

thymidine kinase et des protéines nécessaires à la replication.

L'expression des gènes beta dépend de l'expression fonctionnelle des

gènes alpha. Une fois les gènes beta exprimés les gènes alpha arrêtent

leurs expressions et la synthèse protéique cellulaire s'arrête également.

Les gènes gamma sont impliqués dans la synthèse de protéines
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n structurales, et leur expression qui est lente et qui nécessite la synthèse

de l'ADN viral, dépend des gènes beta .
L'assemblage des vims se fait dans le noyau, avec l'acquisition de

l'enveloppe. La capside bourgeonne avec la membrane nucléaire, et le

vims complet est transporté à travers le cytoplasme vers la membrane

plasmique, où la libération de particules virales a lieu.

b) Le pouvoir pathogène

Ce vims à la fois dermotrope et neurotorope donne des infections d'une

remarquable diversité quant à leur manifestations cliniques et leur degré

de gravité.

Vims très lytique dans les cellules épithéliales, il peut être très

pathogène. Il cause des infections oculaires qui se manifestent par une

kératoconjonctivite, des infections labiales et buccales telle la

gingivostomatite, des infections des voies aériennes supérieurs comme la

pharyngite, l'oesophagite, la trachéite, la trachéobronchite et des

infections génitales. L'HSV est souvent latent dans les cellules

nerveuses, plus exactement dans le corps cellulaire des neurones sensitifs

périphériques innervant le territoire de la primo-infection, où il peut se

réactiver et gagner par voie axonale centorifuge la jonction cutanéo-

muqueuse pour y donner les vésicules caractéristiques d'herpès labial

recurrent.

3

L'HSV-1 est impliqué dans 30% des cas d'infections herpétiques

néonatales . Une des manifestations les plus sévères de l'herpès type l,
est l'encéphalite, habituellement localisée au lobe temporal, volontiers

unilatérale, sous forme d'un foyer de nécrose hémorragique.
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n L'encéphalite débute bmtalement par de la fièvre et des signes

encéphalitiques : des crises convulsives, des troubles du comportement,

des paralysies, des troubles de la conscience qui vont s'aggraver

jusqu'au coma. La mortalité spontanée est de 50 % et la survie se trouve

marquée par des séquelles neurologiques

e) Mode de transmission

Chez l'adulte la transmission peut se faire par contact direct avec les

vésicules des lésions cutanéo-muqueuses, contenant les particules

virales, ou par voie sexuelle concernant l'herpès génital.

L'infection du nouveau-né peut survenir de trois manières : intora-utérine,

périnatale, et postnatale. Pour les deux premiers modes de transmission,

la mère est le réservoir du vims. Cependant, la transmission périnatale où

il y a contact entre le fœtus et les sécrétions génitales maternelles

représente 75 à 80% des cas. La transmission postnatale représente 15 à

20% des cas. La transmission intra-utérine représente un très faible

pourcentage car 30 bébés ont été identifiés dans le monde avec une

infection congénitale . Dans l'ensemble, l'HSV-1 représente 30% des
infections herpétiques néonatales, dont la majorité sont des infections

post-natales. Cependant, c'est ce type qui cause des manifestations

sévères telle l'encéphalite et non pas le type 2 .

J

d) La réponse immunitaire de l'hôte

Quand on veut définir la réponse immunitaire de l'hôte envers l'infection

à HSV-1, il faut préciser l'age de l'hôte, adulte ou nouveau-né.

La pathogénicité de l'infection à HSV-1 dépend de la réponse

immunitaire spécifique et non spécifique de l'hôte, les macrophages, les
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neutrophiles, les cellules NK, les sous populations spécifiques de cellules

T, les anticorps spécifiques et les lymphokines d'une part et de la voie de

transmission d'autre part. La réponse immunitaire de l'hôte peut
influencer rétablissement de la maladie, la sévérité de l'infection, et la

resistance de l'hôte au maintien et à la réactivation du vims.

La réponse humorale suite à l'infection se traduit par l'apparition

transitoire d'IgM ta-ois semaines post-infection, suivie d'IgG et d'IgA,

qui tendent à persister longtemps, mais ne neutralisent pas complètement

le vims, et donc ne protègent pas contre la récurrence, ni contre la

surinfection exogène .
La réponse cellulaire est importante dans la réponse immunitaire du

nouveau-né. Des nouveau-nés infectés par l'HSV ont une réponse

cellulaire retardée (de 2 à 4 semaines après l'apparition des symptômes

cliniques) par rapport aux adulte. Aussi, ils ont une production faible

d'interféron alpha par rapport aux adultes lors d'une primo-infection à

HSV . L'interféron alpha est impliqué dans la maturation de la réponse
cellulaire, plus particulièrement dans l'activation des cellules NK.

Egalement, les nouveau-nés infectés ont une réponse faible des

lymphocytes malgré la stimulation par l'interféron-gamma 37; , et des
neutrophiles immatures . Est-ce le vims qui cause ce retard de la
réponse cellulaire ou l'immaturité du système immunitaire? Dans tous

les cas, ceci démontre quelque part «l'incompétence » du système
immunitaire du nouveau-né.

'J

f) Les neutrophiles et les infections à HSV-1

On a souvent pensé que les macrophages et les lymphocytes sont les

cellules majeures impliquées dans les défenses immunitaires. Cependant,
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n différentes et plusieurs raisons montrent que les neutorophiles non

seulement participent dans la phagocytose des bactéries et dans

1'inflammation, mais également contribuent à la défense de l'hôte contre

les infections virales. Parmi ces raisons, certaines infections virales

augmentent le nombre des neutrophiles circulants et la réponse active
et dominante des neutrophiles dans les lieux de l'infection virale 40. En
plus. II a été rapporté que les neutrophiles adhérent aux cellules infectées

par les vims 4 ;42. Plus récemment, il a été démontré que les neutrophiles
matures, même si limités dans leur capacité de synthèse et de sécrétion

de protéines, ils sont capables de produire une variété de médiateurs tels

que des enzymes protéolytiques et des cytokines, dotés d'activités
anti virales 5 .

J

Dans le cas de l'infection de la cornée par l'HSV-1, ce sont les

neutrophiles, les premières cellules à s'infiltrer dans la cornée, et ce sont

les PMN qui restent prédominantes durant le développement de la

kératite herpétique . Des études in vivo chez la souris ont démontré
que l'IL-2 et l'IFN-y sont impliqués dans le chimiotactisme des PMN

lors d'une kératite herpétique ; l'IL-2 prolonge la vie des neutrophiles
dans les sites inflammatoires et active l'exocytose des enzymes

protéolytiques. In vitro, il a été démontré que les PMN adhèrent aux

cellules infectées par le HSV suite à l'activation de la voie du

complément48 et à la présence d'anticorps spécifique anti-HSV 49;5°. Une
étude adjacente a démontré que les neutrophiles contrôlent la replication

virale et la propagation du vims dans le cas d'une infection de la cornée

parl'HSV-1.
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n 3- L'apoptose

a ) Définition

L'apoptose est un procédé fonctionnel durant l'embryogenèse, elle joue

un rôle crucial dans le remodelage des tissus, et dans le maintien de

l'homéostasie cellulaire. Chez les eucaryotes, les cellules sont appelées à

mourir pour différentes raisons suite à un dommage irréparable, un

signal d'induction d'apoptose ou la perte d'un signal de survie. Elle est

impliquée dans la régression de tumeurs, dans les défenses immunitaires

et dans l'élimination des lymphocytes T autogéniques (95%) au niveau
du thymus 51. C'est un processus génétiquement déterminé et
biologiquement actif. L'apoptose est initiée et complétée de manière

ordonnée par l'activation et la synthèse par la cellule apoptotique de

plusieurs ARN et protéines nécessaires à la mort cellulaire. Elle se

distingue de la nécrose, qui est pathologique et qui est causée par un

endommagement soudain et sévère d'une cellule. Sur la base de
changements morphologiques , les cellules apoptotiques se caractérisent
par im ADN fragmenté, une mpture du cytosquelette, un rétorécissement

de la cellule, un noyau condensé et une chromatine condensée.

Contrairement à la nécrose, l'apoptose ne suscite pas d'inflammation, les

cellules apoptotiques maintiennent leur intégrité membranaire et

expriment des marqueurs de surface en vue de leur phagocytose par les

macrophages, et donc ne libèrent pas leur contenu cytoplasmique dans le

milieu extra cellulaire.

D

b ) Les différentes voies d'apoptose :

L'apoptose, peut être déclenchée par plusieurs et différents stimuli qui

contrôlent son induction ou sa suppression. Parmi les inducteurs de
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n l'apoptose il y'a une série de médiateurs physiologiques incluant des

signaux de la famille TNF (tumor necrosis factor), le retrait d'un facteur

de croissance essentiel, le traitement avec des glucocorticoïdes, les

neurotransmetteurs, le gène supresseur de tumeurs p53. Les lymphocytes

T cytotoxiques, les infections virales et la fonnation de radicaux libres

induisent également l'apoptose 5 . Tous ces stimuli agissent à travers
différentes voies, mais aboutissent au même résultat à la fin : la mort de

la cellule. D'un autre côté, il y'a les suppresseurs d'apoptose tels que

certaines molécules de la famille Bcl-2 , des produits de gènes viraux
, et des agents pharmacologiques tels que les antioxydants 57.

0
Absence de facteurs

de croissance \

Activation de

Death receptors

cellules T

cytçtoxiques

^p53
endommagement d'ADN

T:signal central de mort cellulaire—^-^. activation des protéases ICE^. alteration de la
surface cellulaire

BCL2 i
phagocytose

perturbation du cycle cellulaire

J

e) L'apoptose par death factor :

Une voie majeure induisant l'apoptose a été découverte en étudiant les

propriétés du récepteur Pas. Au fait, un anticorps dirigé contre la
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molécule Fas induit l'apoptose des cellules qui expriment cette molécule
à leur surface 58;59.

Fas est un récepteur à la surface des cellules, fait partie de la famille des

récepteurs TNF « tumor necrosis factor ». Son ligand est une protéine

transmembranaire de type II, nommée Fas Ligand. FasL appartient

également à la famille TNF. Il est exprimé chez les cellules T et les

cellules NK, et il induit l'apoptose chez les cellules exprimant Pas60'61.
Il existe plusieurs récepteurs membres de la famille TNF. En plus des

deux récepteurs TNFR (TNFR1 et TNFR2) et Pas, il y'a d'autres

récepteurs trouvés chez les lymphocytes T, le récepteur pour la

lymphotoxine-P, et le récepteur NGF (p75), CD40, CD27, et CD30

(Nagata et Golstein, 1995). Cette famille s'élargit toujours et trois

nouveaux membres ont été récemment identifiés. Il y a le « human DR3»

(Death receptor 3), le human HVEM (herpes vims early mediator) and

chicken CARI (cytopathicavian leukosis-sarcoma vims receptor). Leurs

ligands correspondants sont des protéines transmembranaires. Ceci

suggère une interaction intercellulaire dans laquelle, un ligand d'une

cellule peut aller se fixer sur le récepteur à la surface d'une autre cellule

et ainsi y induit la mort cellulaire.

Parmi les récepteurs de la famille TNF, Pas et TNFR sont tous les deux

impliqués dans l'apoptose. TNF peut exister sous forme protéine soluble

clivée et dans ce cas ci, il agit comme un facteur de croissance soluble

surtout produit chez les macrophages. TNF est un facteur pléiotropique

qui signale plusieurs réponses cellulaires dont la cytotoxicité. TNF induit

l'apoptose et déclenche des signaux intracellulaires qui active la

transcription du facteur nucléaire « nuclear factor kB » ( NF-kB) .
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n Des études ont démontré la présence d'une région extra-cellulaire

conservée (20-25%) au niveau C-terminal, chez les membres de la

famille TNF. Cette région a été appelé « Death domain ».

Pour qu'il y ait apoptose, FasL doit induire une trimérisation du

récepteur Fas. Une fois Pas ta-imérisé, ceci active sa région

cytoplasmique, ainsi FADD (Fas-associating protein with death domain)

ou MORT l se fixe à cette région de Pas via une interaction avec leur
death domain au niveau C-tenninal. Au niveau N-terminal de

FADD/MORT1, il y'a une région appelée DED (death effector domain)

qui est responsable du recrutement de la caspase-8. Le niveau C-terminal

de la caspase-8 appartient à la famille ICE, plus spécifiquement à la

sous-famille caspase-3. La caspase-8 clive le domaine des protéases, et

ainsi la cascade des caspases se déclenche et induit les changements

morphologiques de la cellule et du noyau et dégradation de l'ADN

chromosomique 61.

4- Projet de maîtrise

Les neutrophiles sont les premières cellules à migrer aux sites de

1'inflammation. Leurs principales fonctions se manifestent par la

phagocytose de bactéries et de vims62, la production d'enzymes
dégradantes et l'initiation de la réponse immunitaire spécifique via la

production de cytokines. Les neutrophiles vont également synthétiser

des facteurs de chimiotactisme en vue de recmter d'autres cellules.

J

Il y a 1,6 milliards de PMN par Kg par jour produits chez un adulte,

cependant un nombre équivalant de cellules doit mourir dans le but de

maintenir un nombre constant de cellules . La demi-vie des neutrophiles
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adultes dans la circulation périphérique est de 6 à 20 heures, par contre ,
dans des sites inflammatoires, l'apoptose et la clairance des neutrophiles

sont retardées et ces derniers peuvent survivre au-delà de 48 heures. Ceci

suggère la présence de certains facteurs dans l'environnement inflammé

qui modulent le taux d'apoptose, tel qu'à été démontré dans des études

in vitro lors du retardement de l'apoptose dû à l'exposition des
neutrophiles aux lipopolysaccharides, C5a and GM-CSF64'65. Ceci mène
à une prolongation de la vie des neutrophiles dans le but d'éliminer les

microorgansimes pathogènes.

Les neutrophiles humains sont des cellules différenciées qui subissent

spontanément l'apoptose. En culture cellulaire, les neutrophiles peuvent

smvivre environ 72 heures. Dans la littérature, il a été rapporté que les

neutrophiles subissent l'apoptose par l'interaction de Fas et Pas

ligand66'67.

La littérature est pleine d'exemples de défenses altérées du nouveau-

né39 . Il a été démonfa'é que les neutrophiles immatures des nouveau-nés
ont un faible chimiotactisme et une faible habilité à la phagocytose.

L'apoptose représente un mécanisme de contrôle de longévité

fonctionnelle des neutrophiles et ainsi module leur participation dans le

contrôle des infections. Donc, une balance entre les stimuli pro-

apoptotiques et anti-apoptotiques représente un point critique dans le

contrôle des infections virales.

Des études antérieures ont rapporté que les infections virales induisent

l'apoptose des neutorophiles adultes. Ceci inclut EBV, un membre de la
famille des herpesviridae , le vims de l'influenza A7 , et le virus
respiratoire syncytial (RSV) . Donc, si le taux d'apoptose des
neutrophiles suite à une infection virale augmente, la réponse
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immunitaire médiée par les neutrophiles serait altérée et il s'en suit une

invasion du système immunitaire. A date il n'y a pas eu d'études faites

démontrant l'effet de l'infection à HSV-1 dans la progression de

l'apoptose des neutrophiles et encore moins chez les nouveau-nés.

Le but de notre étude est de déterminer si les neutrophiles des nouveau-

nés sont plus susceptibles à l'induction de l'apoptose que ceux des

adultes suite à l'infection à l'HSV-1. Cette étude va permettre de donner

une idée générale concernant la réponse immunitaire du nouveau-né par

rapport à celle de l'adulte suite à une infection virale, et permetfa-a

également de mieux définir l'immunobiologie de l'infection des

neutrophiles néonataux et adultes par l'HSV.

J
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0 ABSTRACT

Neutrophils are known to play a role in innate defences against

infectious agents. The responses from neonatal neutrophils to vimses are

not well understood. Herpes simplex vims l (HSV-1) is the most

common cause of fatal sporadic viral encephalitis in North America with

a mortality of 50-60%.

Studies have shown that vimses such as the Epstein-Barr, influenza A

and respiratory syncytial vims can induce apoptosis m adult neutrophils.

There have been no studies to assess the effects of HSV infection on

neutrophils. Here we report a comparative study on the effect ofHSV on

apoptosis ofneutrophil from both adults and neonates.

Neutrophils were cultured in the presence or absence of HSV-1 and

treated with fluorescent annexin V staining 20 hours post-infection to

measure apoptosis by flow cytometry. HSV-1 induced apoptosis m

neonatal neutrophils, i.e. 24.1% ± 8.6 of cells were apoptotic as

compared to 7.2% ± 3.4 in non-infected cells. HSV-1 had no such effect

on adult neutrophils. Using monoclonal antibodies to Fas and FasL, we

also found that HSV-1 increased the expression of both Fas and FasL by

2.7 and 2.1 times, respectively, in neonatal neutrophils as compared to

uninfected controls. Further, using a ELISA essay, we also found an

increased release of soluble FasL from HSV-1 infected neonatal, but not

adult, neutrophils (from 352 ± 475 pg/ml to 2600 ±552 pg/ml).

Increased neonatal neuta-ophil apoptosis following HSV-1 infection may

represent an important mechanism by which HSV-1 may affect the anti-

J
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n viral response of neonatal neutrophils and could explain, at least in part,

the severe infections that are caused in newboms by this herpesvims.

0

J
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n INTRODUCTION

Host defences against viral infections involve both non-specific and
specific immune responses. The effector cells in non-specific immune
response are mainly macrophages, neutrophils and natural killer cells3 .
The widespread presence of neutrophils may suggest that they are the

initial leukocytes implicated in host defence against invading pathogens.

The anti-microbial response of neutrophils involves the phagocytosis of

microbial agents72 , the production of degradative enzymes and oxygen
free-radicals as well as the synthesis of immunoactivating proteins that
initiate the mechanisms of the specific immune response5 . However,
the effects of viral infections on neutrophils have been poorly elucidated.

Neutrophils are tenninally differentiated cells that spontaneously

undergo apoptosis . Apoptosis represents a mechanism of controlling
the functional longevity of neutrophils in tissues and therefore affects

their participation in the control of infections. Neonatal neutrophils have

been demonstrated to have decreased chemotaxis, functional abnormality

and diminished phagocytic abilities39.

J

Herpes simplex vims (HSV) is the most common cause of fatal sporadic
viral encephalitis in North America . For HSV infection with
disseminated sepsis, mortality rates are 50-60% with only 60% of
survivors having a normal neurologic outcome after one year '. Host
response in newboms with HSV infection are different than in adults and

are reflected in the increased morbidity and mortality associated with

this infection in newboms76. The transplacental transfer of antibodies
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n does not seem to affect the outcome as it relates to HSV infection .

There are no data evaluating the effect of HSV-1 infection on neutrophil
apoptosis.77'80 Based on studies indicating a developmental immaturity of
cord blood PMN68'81, we studied the effects ofHSV-1 infection on the
progression of neutrophil apoptosis and assessed whether this

progression differs between neonatal and adult neutrophils.

One candidate for a molecular trigger of apoptosis in neutrophils is the

Fas receptor. Fas protein is expressed on neutrophil's plasma membrane,

and when it binds to Fas ligand (FasL) which is also constitutively

expressed on neutrophils, this interaction leads to apoptosis m

neutrophils66'67. Also neutrophils constitutively release soluble form of
FasL , thus providing a paracrine pathway for the neutrophils to mediate
its own programmed cell death. We therefore, evaluated the expression

of Fas and FasL by HSV-1 infected neutrophils and measured the release

of soluble Fas ligand (sFasL).

J
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n MATERIALS AND METHODS

Neutrophils isolation. Umbilical venous blood samples were obtained

fi'om the fetal side of placentas of healthy, full term neonates within five

minutes of birth in the obstetrical unit of Sainte-Justine Hospital and

venous blood was collected from healthy adult volunteers. Neutrophils

were isolated using two gradients of percoll (SIGMA, St Louis, MO,
USA) 62% and 76% 82. The PMN were washed three times with PBS
(Phosphate Buffered Saline) and resuspended in Iscove's Modified

Dulbecco's Medium IMDM (SIGMA, St Louis, MO, USA) with 1% of

heat-inactivated autologous plasma. The purity of all neutrophil

preparations used was evaluated by cell analyser (Technicon H 3 RTX,

Bayer's, NY, USA) and was greater than 90%.

J

Virus preparation and neutrophil infection. HSV-1 was produced in

VERO cells. When the cytopathic effect in infected cells reached 70%,

cell-free culture supematants were obtained. The pellet was frozen and

thawed 3 times, centrifuged five minutes at 2000 rpm and the resulting

supernatant was added to the first one. All the supematants were filtered

through a 0.45 p-m pore size filter. Viral particles were harvested by

differential ultracentifugation. Vims stocks were resuspended m

Dulbecco's Modified Eagle Meduim DMEM (GIBCO BRL, Grand

Island, NY) aliquoted and stored at -80°C. Viral titre was measured by

cytopathic effect using the Reed-Muench method ; the titre was
evaluated at 10 /ml. The mock control was prepared from uninfected
VERO culture supernatant, aliquoted and stored at -80°C. Neutorophils

were incubated in the presence or absence of HSV-1 in a 5 ml
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polystyrene round-bottom tube (Falcon 352058, Becton Dickinson

Labware, Franklin Lakes, NJ. USA) for 20h at 37 OC and 5% C02.

Detection of HSV-1 protein in infected neutrophils. Neonatal and adult

neutrophils were incubated in the presence or absence ofHSV-1 for 20h.

The Cytofix/Cytopenn Plus Kit (Pharmingen, San Diego, CA) toreatment

was used in order to permeabilize and fix neutrophils membrane. Cells

were then stained with monoclonal antibody to cytoplasmic protein

specific for HSV-1 (Clone H62, Medicorp, Montreal, Qc, Canada)

directly labeled with fluorescein isothiocyanate (FITC) for 30 min at

4°C. Negative control staining was revealed using FITC-conjugated

murine IgGl. The stainmg was performed for 30 minutes at 4°C in the

dark, cells were washed with Perm wash (Cytofix/Cytoperm plus Kit)

twice, then they were resuspended in staining buffer and fixed with 4%

paraformaldehyde in PBS. The neutrophils were then analysed by flow

cytometry. In addition, immunofluorescence was used to detect HSV-1

in neutrophils. After their incubation with or without HSV-1 for 20h, the

cells were washed three times by PBS, dried and fixed with cold

acetone/methanol, then, stained with the same MoAb anti HSV-1 for Ih

at 37°C, washed with PBS 4 times and fixed on slide and visualised by

fluorescence microscopy.

\J

Analysis of apoptotic cells by flow cytometry. After HSV-1 treatment,

we identified normal, apoptotic, and necrotic cells based on their

propidium iodide (PI) and annexin-V staining (Annexin-V- Fluos

Staining Kit. Boehringer Mannheim Gmbh, Germany). 10 cells were
washed twice with PBS, resuspended in 100 p.1 of staining solution
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(predilute 2 p.! Annexin-V-fluorescein labeling reagent m 100 p-1 Hepes

buffer and add 2 |^1 PI) and incubated for 10-15 min at 15 to 20°C. The

cells were then analysed by flow cytometry (FACScan, Becton

Dickinson, Oakville, ON, Canada). Analysis was performed from

samples of 10,000 cells. The neutrophils were gated using forward

scatter (FSC) and side scatter (SSC) in order to only consider a

homogenous population ofneutrophils within our samples.

Detection of F as and Fas L expression. Cell surface expression ofFas

and FasL was assayed by flow cytometry using 20 p.1 of murine MoAbs

anti-human Fas (IgGl, clone UB2, MBL,CO., LTD, Nagoya, Japan)

directly labeled with FITC and 4^il of anti-human FasL NOK-1

(Pharmingen, Mississauga, ON, Canada) for primary stainmg and

revealed with 4 [i\ of FITC-conjugate purified goat anti-mouse IgG (

Becton Dickinson, San José, ÇA, USA) for secondary staining. Negative

control staining was revealed using 4 [û of murine IgG l (Pharmingen,

Mississauga, ON, Canada). Cells were stained with specific antibodies

for 45 minutes at 4°C in the dark, washed with PBS containing 0.1% of

sodium azide twice, and fixed with 4% paraformaldehyde in PB S before

flow cytometry analysis. Analysis was performed on 10,000 cells per

sample.

J

Detection of soluble FasL. Cell-free supematants from untreated and

HSV-1 treated neonatal and adults neutrophils were obtained after 20 h

post infection and tested for the release of soluble FasL using an

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) Kit (MBL, Naka-ku,

Nagoya, Japan). The assay uses anti FasL monoclonal antibodies against



48

0 two different epitopes. 100 p,l of free supernatant were used to reveal the

release of soluble FasL. The optical density of each well is measured at

450 nm using a microplate reader (TECAN. SPECTRA, Austria). The

concentration of soluble FasL is calibrated from a dose response curve

based on reference standards.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad InStat and Prism

(GraphPad Software, San Diego, ÇA). The difference between HSV-1

infected neutrophils and uninfected control neutrophils was evaluated

using Student's paired t-test. The study was approved by the Institution

Review Board at Sainte Justine Hospital.

J
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D RESULTS

HSV-1 infection ofneutrophils. We demonstrated the presence ofHSV-1

in neutrophils by intracellular immunoflurescence (Figure 1A).

Expression of HSV-1 cytoplasmic protein in neutrophils indicated that

viral proteins are present in neutrophils. In HSV-1 infected neonatal

neutrophils there is marked expression of cells staining for the HSV-1

protein. The presence of HSV-1 staining in the uninfected cells is

consistent with non specific staining as it was similar to IgG isotype

control staining. We also analyzed the presence of HSV-1 protein in

infected cells as compared to control cells by flow cytometry (Figure

1B). There were 8% ± 3 of infected neutrophils that stained for HSV-1

protein as opposed to the background staining of3 %± 1 in the control

neutrophils (p<0.009). Similar evidence of neutrophil infection was

demonstrated in adult neutrophils (5.7% ± 10 to 3.75% ± 4.45,

p<0.0007).

J

HSV-1 induces apoptosis in neonatal neutrophils. HSV-1 infection of

neonatal neutrophils resulted in a significant increase in the percentage

of apoptotic neutrophils (Figure 2A). This effect was contrasted to the

effect of HSV-1 infection on adult neutrophils which showed no

alteration in their rate of apoptosis (Figure 2B). HSV-1 increased the

percentage of apoptosis in infected neonatal neutrophils as compared to

control neutrophils; 24% ± 8.6 vs. 7.2% ± 3.4 (p< 0.0007) (Figure 3A).

In adults, HSV-1 infected neutrophils did not show an increase in the

percentage ofapoptosis as compared to control neutrophils; 5.7% ± 2.2
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versus 5.4% ± 2.4 (Figure 3B). Mock infection from VERO cells did not

increase apoptosis in neonatal neutrophils. In addition, 6 hours post

infection treatment ofHSV-1 infected neonatal neutrophils, no increase

in their rate of apoptosis as compared to controls was noted (6.82% ±

3.35 to 4.86% ± 2.83). Pre-incubation of HSV-1 infected neonatal

neutrophils with 3 p.g of Acyclovir (ACV) blocked the increase m

neonatal neutrophil apoptosis.

Treatment of neonatal neutrophils by inactivated vimses did not increase

apoptosis in neonatal neutrophils as compared to neutrophils treated with

infectious HSV-1. Furthermore, infection of neonatal neutrophils by

HSV-1 at low infectious titre (10 /ml) did not induce neutrophil
apoptosis as compared to neutrophils treated with HSV-1 at high

infectious titre (109/ml) respectively ( 3.0% ± 0.1 to 24.1% ± 8.6,
p<.001).

Fas expression increases in HSV+ neonatal neutrophils. In neonatal

neutrophils, the expression ofFas increased in HSV-1 infected cells as

compared to non infected cells (Figure 4A, B). There was no significant

difference in Fas expression between infected and non infected adult

neutrophils. Fas receptor expression which is constitutively expressed on

neutrophils67 increased by a factor of 270% ± 108 of control in
neutrophils with HSV-1 (p< 0.03).

J

FasL expression increases in HSV + neonatal neutrophils. In neonatal

neutrophils, the expression ofFasL increased in HSV-1 infected cells as

compared to non infected cells (Figure 5A,B). In adult neutrophils, no
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significant difference was shown between infected and non-infected

neutrophils. FasL, which is also expressed constitutively on neutrophils
increased by a factor of 212% ± 74 of control in neonatal neutorophils

infected with HSV-1 (p <.007).

The release of soluble FasL increases in neonatal neutrophils.

Associated with an increase in surface expression of Fas and FasL there

was an increase in the release of soluble FasL. In infected neutrophils

soluble FasL could induce apoptosis via Fas receptor ligation m

adjoining neutrophils. There was an increase in soluble FasL from 2600

± 552 pg/1 in infected cells as opposed to 352 ± 475 pg/ml in control

neutrophils (Figure 6).

J
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n DISCUSSION

It is well established that there are distinct differences between infants'

and adults' immune functions. These variations are likely due to a

combination of factors, deficiencies of antibody, macrophages, and T

lymphocytes33. Deficiency in neutrophils function appears to be a major
host defence abnormality in the neonate 37;39;77;80. in the case of vims-
infected cells, apoptosis represents an efficient mechanism by which the

vims can induce cell death and disseminate progeny while limiting

induction of inflammatory and immune responses. The presence of

progeny virions in membrane bound bodies also protects them from

contact with neutralizing antibodies.

To demonstrate neutrophil infection by HSV-1, we used monoclonal

antibody to anti- cytoplasmic protein specific to HSV-1 ; we thus showed

the presence of viral protein in infected neutrophils. We have

demonstrated that HSV-1 infects human neutrophils and increases the

incidence of neonatal neutrophils apoptosis as opposed to adult

neutrophils. Heparan sulfate has been described as a major factor in

binding of HSV to the epithelial cell surface31'32. The percentage of
infected cells was low, and this may be due to different neutrophil

populations, or that the heparan sulfate receptor ofHSV-1 is low on the

surface ofneutrophils.

J

The rate of apoptosis in neonatal neutrophils depends on several factors.

a) First of all, the infectious titre of the vims : the higher virus titre, the

higher increases in apoptosis. b) Competition between some non
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n infectious viral particles and infectious particles: infection ofneutrophils

by high and low titred vims or inactivated vims, did not induce the

apoptosis in neonatal neutorophils. This suggests that, non-infectious

viral particles may compete with infectious particles. In addition, in

order to induce apoptosis, the vims should have a minimun infectious

dose (IDTC5o= 107/ml minimum), and should penetrate and replicate in
neutrophils. Inactivated vims preparation did not induce apoptosis in

neonatal neutrophils; this was demonstrated by acyclovir. In fact, the

penetration of vims into the cell was necessary but not sufficient to

induce apoptosis.

Cell analysis at different post-infection periods indicated that the

percentage of apoptotic cells increased from 20 hours post-infection.

This may suggest that apoptosis of neonatal neurophils depends on

vims replication, and may be on the expression of viral P- or y-genes.

Treatment of neonatal HSV-1 infected neutrophils by acyclovir (ACV)

resulted in reduced apoptosis in these cells; this implies that the

replication of the vims is necessary for the increase ofapoptosis.

J

Pas and FasL system represent an important cellular pathway to mediate

the apoptosis in a large variety of cells and tissues60'61. Fas is
constitutively expressed on human neutrophils, monocytes, a fraction of

lymphocytes and eosinophils84' . FasL expression is restricted to
neutrophils . This coexpression ofFas and FasL m neutrophils suggests
a mechanism by which neutrophils regulate their apoptosis and their

turnover after exerting their function in the immune system.

Immunofluorescence analysis showed that Fas and FasL expression
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D increases in neonatal neutrophils infected by HSV-1; this indicates that

HSV-1-induced apoptosis in neutorophils may be regulated via Fas and

FasL pathway. Soluble FasL in infected neonatal neutrophils was also

increased, suggesting that apoptosis of the neutrophils may also be

mediated in a paracrine pathway following viral infection.

Given the size and complexity of HSV-1 genome, further studies are

required to identify the expressed genes in this infection, and genes

responsible of the increase in apoptosis. Moreover, these studies may

help determine the pathogenesis of severe HSV-1 infection in neonates.

J
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-^ Figure Legends

Figure 1. HSV infection of human neufa'ophils. Figure 1A. The presence

of HSV protein in neutrophils was demonstrated using monoclonal

antibody against specific cytoplasmic protein to HSV-1, and detected by

immunofluorescence. The staining seen in the uninfected neutrophil was

consistent with non specific binding as it was identical to the IgG isotype

control staining. Figure IB.The presence ofHSV-1 cytoplasmic protein

in neutrophils was measured by flow cytometry. Ml represents the

neutrophils containmg HSV-1 protein. (8% ±3 versus 3% ±1, p<0.0007)

Figure 2. Effect of HSV-1 on neutrophil apoptosis. Representative

profiles of results obtained by flow cytometric analysis of HSV-1

infected neutrophils from a newborn and adult. Figure 2A. There is an

increase in the number of Annexin V positive PI negative neutrophils

(lower right quadrant) in the HSV+ neonatal neutrophils as opposed to

controls. Figure 2B. There is no increase of the percentage ofapoptotic

adult neutrophils between HSV-1 infected neutrophils and control

neutrophils

J

Figure 3. 3A. This graphical representation of the percentage of

apoptotic neutrophils demonstrate a significant increase m apoptotic

neonatal neutrophils post HSV infection as opposed to control

neutrophils. 24 % ± 8.6% vs. 7.2% ± 3.3% (n = 8), respectively

(p<0.005). Figure 3B. This graphical representation of the percentage of

apoptotic neutrophils demonstrate no significant increase m apoptotic
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adult neutrophils post HSV infection as opposed to control neutrophils.

5.7% ± 2.2 and 5.4% ± 2.4% (n = 8), respectively

Figure 4. Effect of HSV-1 infection on Fas expression on neonatal

neutrophils. Figure 4A. These results are representative of five

independent experiments, and demonstrate cell surface expression ofFas

in HSV-1 infected neonatal neutrophils. Fas expression was measured on

HSV-1 infected neutrophils (dark surface) compared to uninfected

neutrophils ( light surface). Figure 4B. There is a 270% ±108 increased

expression of Fas in HSV- 1 infected neutrophil as opposed to control (n

= 5, p< 0.03)

Figure 5. Effect ofHSV-1 on Fas L expression on neonatal neutrophils.

Figure 5A. This figure representative of five experinients, demonstrate

the expression of FasL. FasL expression was measured on HSV-1

infected neutrophils (dark surface) as compared to control (light surface).

Figure 5B. HSV-1 infected neonatal neutrophils show a 212% ± 74

increased expression as opposed to control (n = 5, p<.007).

Figure 6. HSV-1 increases release of soluble FasL by neonatal

neutrophils in vitro (2600 ± 552 pg/ml in infected vs. 352 ± 475 pg/ml in

uninfected neutrophils. n= 7, p<.005).

J
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Il est clairement établi que les nouveau-nés sont plus susceptibles aux

infections que les adultes . Ceci est possiblement dû au fait que le
système immunitaire du nouveau-né n'est pas entièrement développé

comparativement à celui de l'adulte72'77'79'87'88. Ceci est dû à
d'innombrables facteurs, plus spécifiquement à l'immaturité de certaines

cellules du système immunitaire. Dans ce contexte, l'immaturité des

neutrophiles représente un des facteurs majeurs. Plusieurs raisons le

confirment, l) les neutrophiles sont les premières cellules à s'impliquer

dans certaines infections dont souffrent les enfants, exemple des

infections demiiques à Staphylococcus et à Candida . 2) L'incidence
élevée des pneumonies à Streptococcus B chez les nouveau-nés . Il y a
peu de neutrophiles dans les alvéoles des nouveau-nés décèdes de

pneumonie à Streptococcus B , alors que chez l'adulte, les neutorophiles
sont les cellules prédominantes dans l'éxudat inflammatoire des alvéoles

d'adultes souffrant de cette maladie92.3) Les infections systémiques chez
les nouveau-nés sont souvent plus communes et plus sévères quand il

s'agit d'une neutropénie93. Ces points montrent clairement que le
dysfonctionnement des neutrophiles conta-ibue grandement à la sévérité

des infections chez les nouveau-nés.

J

Concernant les infections virales, les neutrophiles sont directement

activés en absence d'anticorps94. Des études in vitro ont démontré que
les neutrophiles adhérent beaucoup plus aux cellules infectées par

différents vims, incluant le vims herpes simplex et I'influenza42'95'96. Les
virus peuvent aussi indirectement activer les neutrophiles en stimulant la

liberation des cytokines telle que l'IFN-y à partir des cellules
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mononuclées . Les vims, à leur tour, peuvent être inactivés par les
radicaux oxygénés libérés par les neutrophiles.

3

Cependant, les vims peuvent aussi échapper au système immunitaire.

Différents moyens sont utilisés. Pamii ceux-là, il y a l'inhibition

d'expression de molécules des CMH. Des fois même, les vims ont des

molécules qui ressemblent aux CMH de l'hôte; ainsi ils détournent le

système immunitaire en modulant les signaux activant les cellules

NK55'98. Tout dépend du vims, certains vont soit augmenter, soit
supprimer l'apoptose56'98 dans le but d'échapper au système immunitaire.
Un autre moyen aussi utilisé par les vims c'est celui d'inhiber la

synthèse des cytokines et d'éliminer le déclenchement de la réponse

immunitaire humorale et cellulaire. Encore pire, certains vims à ADN

comme les herpesvims et les poxvims98"100 vont coder pour des
molécules qui ressemblent aux cytokines (virokines) ou aux récepteurs

des cytokines (virorécepteurs), dans le but d'inhiber l'action des

cytokines.98'100

J

Concernant l'herpès simplex l, ce vims code pour des récepteurs du

fragment Pc des anticorps, et ainsi inhibe l'activation des phagocytes et

du complément dépendant de l'immunité par le fragment Fc98. En ce qui
concerne l'apoptose, des études ont démontré que le gène yi 34.5 de

l'HSV-1 est essentiel pour une replication efficace et pour une infection

létale dans le cerveau du rongeur 101. Ce gène n'est pas nécessaire pour la
replication virale en culture cellulaire. Cependant, il empêche l'arrêt de

la synthèse protéique dans les cellules de neuroblastome humain où est

associé avec une baisse d'apoptose102. Cette baisse d'apoptose des
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neurones infectés par l'HSV-1 et la promotion de la neurovimlence

pourrait servir de base dans la compréhension de l'encéphalite à HSV-1

chez l'humain.

Au fait, une des propriétés de l'apoptose est que les cellules apoptotiques

maintiennent leur intégrité membranaire et ne déversent pas leur contenu

dans le milieu extra-cellulaire. Elles sont phagocytées par les

macrophages et ne provoquent pas d'inflammation. Donc, dans le cas

des cellules infectées par un vims, l'apoptose qui normalement est

considérée comme un mécanisme de défense immunitaire imiée

représente un mécanisme efficace pour le vims, par lequel il va induire la

mort de la cellule et libérer sa progéniture dans le milieu externe sans

déclencher de l'inflammation et alerter le système immunitaire. Ainsi, il

échappe à l'immunosurveillance.

Il y a beaucoup de vims qui augmentent ou induisent l'apoptose dans les

cellules cibles pour échapper au système immunitaire. Parmi ceux-là, il y

a le CAV (chicken anemia vims) qui induit l'apoptose dans les cellules

qu'il infecte ', les Adénovims humains, qui possèdent la protéine,
E l A, E3 et certains produits de la protéine E4 responsables de

l'induction de l'apoptose dans les cellules infectées '. Les lentivims,
dont l'exemple clé est le VIH, induisent l'apoptose des cellules T CD4

infectées108'109 et l'apoptose de cellules T non infectées mais voisines de
cellules infectées1 . D'autres vims causent également l'apoptose dans
les cellules qu'ils infectent111.74'98^00

J
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Lors de notre étude sur l'infection des neutrophiles des adultes et de

nouveau-nés par l'HSV-1, on a démontré que l'HSV-1 augmente

l'apoptose chez les neutrophiles de nouveau-nés infectés contrairement à

ceux de l'adulte. Ceci montre que l'HSV-1 infecte les neutrophiles des

nouveau-nés, cause leur mort par apoptose et ainsi, ne suscitent pas une

réponse immunitaire. En plus, les neutrophiles qui en temps normal sont

impliqués dans toute sorte de réponse non-spécifique, et servent de

médiateurs dans la réponse spécifique, voient leur taux d'apoptose

augmenté. Ceci pourrait probablement expliquer la sévérité des

infections à HSV-1 chez le nouveau-né, et laisse croire que

1'augmentation d'apoptose chez les neutrophiles des nouveau-nés

infectés est un des mécanisme par lequel le vims échappe au système

immunitaire.

Un autre point à souligner, le pourcentage de neutrophiles infectés

représente environ le tiers. Ceci est probablement dû à la présence de

différentes populations de neutrophiles, ou au faible taux de l'héparane

sulfate à la surface de neutrophiles. Il est démontré que l'héparane

sulfate est un facteur majeur dans la fixation de l'HSV-1 à la surface de
cellules31'32.

J

L'induction de l'apoptose chez les neutrophiles de nouveau-nés dépend

de plusieurs facteurs. Premièrement, le titre infectieux du vims; plus le

titre infectieux est élevé, plus l'apoptose est importante. Deuxièmement,

la compétition entre des particules virales infectieuses et des particules

virales non-infectieuses : l'infection simultanée de neutrophiles par un
vims à titre infectieux élevé et un vims à titre infectieux bas ou inactive
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baisse le taux d'apoptose des neutorophiles infectés ( résultat obtenu dans

notre laboratoire). Ceci suppose que les particules virales non-

infectieuses se fixent sur les molécules d'héparane sulfate à la surface

des neutrophiles et rentrent en compétition avec les particules virales

infectieuses. Troisièmement, pour que le vims cause l'apoptose, il faut

qu'il pénètre et qu'il se réplique à l'intérieur des neutrophiles.

L'infection des neutrophiles de nouveau-né par un vims inactive n'induit

pas l'apoptose dans ces cellules (résultat démontré dans notre

laboratoire). Ceci suggère que la replication virale est nécessaire pour

qu'il y ait induction d'apoptose.

Le traitement de neutrophiles de nouveau-nés infectés par l'HSV-1 par

l'acyclovir baisse l'apoptose dans ces cellules ( résultat démontré dans

notre laboratoire). Ce qui suggère également que la replication et la

transcription de certains gènes sont nécessaires pour l'augmentation de

l'apoptose. Aussi, différents traitements à différentes périodes post-

infection indiquent que l'apoptose augmente à partir de 20h post-

infection, ce qui laisse croire que des gènes exprimés lors de la

replication peuvent probablement être impliqués dans cette apoptose.

J

D'un autre côté, l'immuno fluorescence a montré que l'expression de Pas

et de FasL augmente chez les neutrophiles de nouveau-nés infectés par

L'HSV-1. Ceci indique que l'apoptose induite chez les neutrophiles

infectés par L'HSV-1 peut êti-e régulée par la voie de Fas et FasL . La

sécrétion de FasL soluble par les neutrophiles des nouveau-nés infectés a

aussi été démontré par ELISA. Ceci indique que l'apoptose des

neutrophiles peut être médiée par une voie paracrine et autocrme suite à

l'infection des neutrophiles par le HSV-1.
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n
Lors de la mesure de l'apoptose , cette dernière augmente de 7 à 24%

environ dans les cellules infectées par le HSV-1, donc il restait 75% de

cellules vivantes non apoptotiques. Cependant, quand on mesure

1'expression de Fas et FasL à la surface cellulaire, cette expression

augmente de deux fois par rapport aux cellules contrôles non infectées.

Donc, est ce que cette augmentation d'apoptose provient uniquement de

cellules infectées apoptotiques ou aussi de cellules apoptotiques non

infectées? Des études futures dans le but d'identifier l'état des cellules

apoptotiques seront nécessaires.

0

J

Des études futures sont aussi requises pour identifier les gènes exprimés

lors de cette infection tels que les gènes alpha responsables de l'initiation

de l'infection et les gènes beta nécessaires à la replication du vims.

Egalement, les gènes impliqués dans l'induction de l'apoptose des

neutrophiles infectés doivent être identifiés. Pour cela, suite à la fixation

de FasL sur le récepteur Fas, on pourra évaluer l'activation de la

caspase-8 et des gènes pro-apoptotiques Bax-a, Bid et Bak ainsi que leur

impact sur la perte du potentiel transmembranaire mitochondriale 112;113.
Cette perte du potentiel membranaire libère le cytochrome e et autres

protéines qui provoquent l'activation des caspases-9 et -3 et mort

cellulaire. L'intégrité de la membrane mitochondriale est stabilisée par

Bcl-2 ce qui empêche la libération du cytochrome e. Cependant, il sera

important de mesurer aussi l'expression de certains gènes anti-

apoptotiques tels Bcl-2, Bcl-xL et la protéine A-l ' . Aussi, l'effet de
l'incubation des neutrophiles de nouveau-nés infectés en présence de

certaines cytokines dotées d'activités anti-apoptotiques dans le but de
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remédier à cette augmentation d'apoptose reste à êù-e examiné. Les

cytokines les plus intéressantes à explorer dans ce but seront l'IL-15 et le

GM-CSF.

Cette étude nous a permis de mieux comprendre l'effet de l'infection des

neutorophiles néonataux et adultes par l'HSV-1. Nos résultats pourront

s'avérer utiles dans le but d'établir de nouvelles stratégies immuno-

thérapeutiques chez les nouveau-nés à risque d'infection à HSV-1.

J
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VI. CONCLUCION ET PERSPECTIVE

J
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L'étude effectuée a démontré que l'infection à l'HSV-1 augmente

1'induction de l'apoptose des neutrophiles des nouveau-nés et pas des

adultes. Cette apoptose est régulée par la voie Fas et Fas ligand.

Ceci suggère un mécanisme par lequel le vims échappe à la réponse

immunitaire et pounrait expliquer pourquoi le HSV-1 cause des

infections sévères chez les nouveau-nés.

J
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