Immunosuppression
et fievre de Lassa sévere
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> La fievre de Lassa est une fievre hémor-
ragique virale endémique en Afrique de
I’Ouest. Elle est causée par un aréna-
virus, le virus Lassa, contre lequel il
n’existe ni vaccin autorisé, ni traitement
spécifique efficace [1]. Elle est respon-
sable de dizaines de milliers de cas par
an et de milliers de morts. Les personnes
qui succombent a cette infection sont
victimes d’une défaillance multiviscé-
rale, parfois accompagnée de saigne-
ments et d’atteintes du systéme nerveux
central. Ce sepsis viral complique consi-
dérablement la prise en charge médicale
des infections graves [2]. La patho-
genése de la maladie et les réponses
immunitaires impliquées dans le controle
de I'infection sont mal connues. Lobli-
gation de manipuler le virus Lassa en
laboratoire de confinement de niveau 4
et le fait que les épidémies surviennent
dans des endroits reculés et mal dotés
en structures de santé compliquent les
études scientifiques sur cette maladie.
De plus, le primate non-humain, et plus
particulierement le macaque, est le seul
modele animal permettant de reproduire
la pathogenése et les réponses immu-
nitaires de la maladie humaine, ce qui
constitue une difficulté supplémentaire.
Nous avons développé un modele fondé
sur le singe cynomolgus (Macaca fas-
cicularis) qui permet de reproduire le
continuum des signes cliniques de la
fievre de Lassa chez I’homme, de I’infec-
tion quasi asymptomatique a Iinfection
fatale [3]. Lorsque les animaux sont
infectés par la souche AV du virus Lassa,
qui appartient au lignage 5 et a été iso-
[ée a partir d’'un patient ayant succombé
a la maladie [4], ils survivent a cette
infection, dont la sévérité est modé-
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rée. €n revanche, lorsqu’ils regoivent
la souche Josiah, qui appartient au
lignage 4, ils développent une infection
trés sévere et toujours mortelle. Nous
avons montré que lors de I’infection
non fatale par le virus Lassa, la dis-
sémination virale restait limitée aux
organes lymphoides et était rapidement
contrélée[5]. absence d’envahisse-
ment de "organisme par du matériel viral
en grande quantité évitait 'induction
d’une réponse inflammatoire excessive
et délétere. Au contraire, chez les ani-
maux qui ne contrdlent pas la réplica-
tion virale, la dissémination du virus
Lassa s’étend a tous les organes, ce
qui aboutit a la libération de matériel
viral en trés grande quantité, a Pinfil-
tration de cellules inflammatoires dans
les tissus (granulocytes neutrophiles et
macrophages), a I'induction d’une tem-
péte cytokinique et chimiokinique, et a
un syndrome apparenté au sepsis viral.
Enfin, dans ce modeéle d’infection mor-
telle, les stades terminaux sont associés
a une défaillance multiviscérale et a des
troubles majeurs de ’hémostase [6].

Les mécanismes immunitaires associés
a I'issue fatale de la fievre de Lassa
ou, au contraire, a son contrdle et a la
guérison sont mal connus. La réponse
humorale induite au cours de I'infection
est dépourvue d’anticorps neutralisants,
ces derniers n’apparaissant que plusieurs
mois apres la guérison. Les immuno-
globulines G (IgG) spécifiques du virus
Lassa, quant a elles, apparaissent de
maniere similaire chez tous les animaux
infectés, ce qui indique que d’autres
mécanismes immunitaires sont impli-
qués dans le contrdle de la réplication
virale [3]. La réponse immunitaire innée

précoce joue vraisemblablement un role
crucial dans le contrdle de la dissémi-
nation virale en dehors des organes lym-
phoides, mais cela reste a montrer. €n
revanche, les arguments en faveur d’un
role essentiel de la réponse impliquant
les lymphocytes T dans le controle de la
fievre de Lassa s’accumulent. Nous avons
montré I’existence d’une activation et
d’une prolifération des lymphocytes T
CD4" et CD8" chez les singes qui survi-
vaient a la fievre de Lassa, mais pas chez
ceux qui ont succombé a I’infection [3].
Au contraire, chez ces derniers, une forte
proportion des lymphocytes T circulants
était apoptotique et exprimait PD1 (pro-
grammed cell death protein 1). Nous
avons récemment confirmé I'importance
de la réponse lymphocytaire T dans le
contréle du virus Lassa, par la détec-
tion des lymphocytes T CD4" et CD8"
spécifiques de la glycoprotéine et de la
nucléoprotéine du virus dans le sang, la
rate et les ganglions lymphatiques des
singes ayant survécu a I'infection, mais
pas chez ceux pour lesquels Iinfection
a été fatale [7]. Afin d’identifier les
causes de cette différence, le tropisme
du virus Lassa a été analysé au sein
des ganglions lymphatiques drainant le
site d’inoculation du virus, qui sont les
premiers a produire de nouvelles parti-
cules virales. Cinqg jours aprés 'infection,
le virus était principalement retrouvé
dans les cellules dendritiques et dans
des macrophages immunorégulateurs
au cours de I'infection mortelle, tandis
que seuls les macrophages, les cellules
endothéliales et les cellules stromales
étaient infectés chez les singes qui sur-
vivaient a infection. U'analyse trans-
criptomique des organes et du sang des
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Figure 1. Schéma récapitulatif des mécanismes immunitaires et pathologiques associés a l’infection fatale par le virus Lassa chez le singe cynomol-

gus. Un ganglion lymphatique drainant un site de I'infection est représenté en vert. Un vaisseau sanguin est représenté en rouge. PAMP : pathogen-

associated molecular pattern. Figure adaptée de [7].

animaux a mis en évidence I’expression
de groupes de genes associés a I'immu-
nosuppression, incluant ceux codant
’interleukine-10 et I’indoleamine
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2,3-dioxygénase (IDO1), au cours de
I’infection mortelle. Ces résultats nous

ont incités a étudier I"implication des

cellules myéloides suppressives dans la

maladie. €n effet, ces cellules sont des
cellules myéloides immatures qui proli-
ferent dans des situations pathologiques
et suppriment les réponses impliquant



les lymphocytes T. Nous avons constaté
une diminution du nombre des mono-
cytes classiques matures dans le sang au
cours de I'infection fatale, alors que ce
nombre augmentait chez les animaux qui
contrélaient 'infection. Dans les stades
terminaux de la maladie, nous avons
constaté un enrichissement du sang en
cellules myéloides suppressives dérivées
de monocytes (CD14* HLA-DR™ CD1lb*
CD33*), tandis qu’un grand nombre de
cellules myéloides suppressives déri-
vées de granulocytes (CD14~ HLA-DR"
CD1lb* CDébabce*) apparaissaient dés
6 jours aprés I'infection. Ces cellules
exprimaient de plus PDI et son ligand
PD-L1, ce qui confirmait leur phénotype
immunosuppresseur. Une analyse histo-
logique fondée sur limmunofluorescence
multiplexée a ensuite permis de mettre
en évidence, dés 5 jours aprés 'infection,
la présence dans les ganglions lympha-
tiques d’un plus grand nombre de cel-
lules myéloides suppressives PD-LL* et
de lymphocytes T exprimant PD1, souvent
en contact avec les précédentes, chez
les animaux ayant succombé a I’infec-
tion que chez les survivants. Semblable
enrichissement en cellules myéloides
suppressives a été mis en évidence dans
les poumons et Iintestin des animaux qui
ont succombé a Iinfection. Des concen-
trations élevées de PD-L1 soluble ont été
mesurées dans le sang au cours de I’in-
fection sévere, confirmant Iactivation
de mécanismes suppresseurs de la réac-
tion immunitaire. On sait I'importance de
I"architecture du ganglion lymphatique
et de son réseau de cellules stromales,
cellules réticulées fibroblastiques, et
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cellules dendritiques fibroblastiques,
pour I'induction des réponses immuni-
taires. Or le réseau de cellules réticulées
fibroblastiques était tres altéré dans les
stades terminaux de la maladie, avec
des cellules en apoptose et un plus grand
nombre de cellules exprimant PD-L1 que
chez les singes survivants. €n particulier,
les cellules réticulées fibroblastiques
infectées par le virus exprimaient plus
fréquemment PD-LI1, suggérant que le
tropisme du virus pour ces cellules impli-
quées dans la présentation antigénique
induisait un phénotype immunosuppres-
seur et une destruction du réseau stro-
mal.

Nous avons donc montré qu’au cours de
I'infection fatale du singe macaque par
le virus Lassa, le virus se réplique rapi-
dement dans des macrophages immu-
nosuppresseurs, ce qui induit un priming
défectueux de 'immunité cellulaire spé-
cifique et permet au virus de se dissémi-
ner aux organes périphériques non lym-
phoides (Figure ). Cette dissémination
est a I'origine d’une libération considé-
rable de « motifs moléculaires associés
aux microorganismes pathogénes », du
recrutement de cellules de I'immunité
innée (macrophages et granulocytes
neutrophiles), et d’une activation immu-
nitaire incontrolée. Une myélopoiese
d’urgence est alors amorcée pour main-
tenir le pool de cellules de I'immunité
innée, avec pour résultat I’accumulation
de cellules myéloides immatures dans les
organes et la suppression de la réponse
cellulaire adaptative. Parallélement,
la destruction du réseau stromal des
organes lymphoides secondaires altére
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I’homéostase des lymphocytes T et leur
activation, ce qui permet une réplication
virale incontrolée. Les contacts des lym-
phocytes T avec les cellules réticulées
fibroblastiques et les cytokines régula-
trices induisent un épuisement et une
anergie des lymphocytes T, expliquant
I’absence de lymphocytes T spécifiques
du virus Lassa chez les singes qui suc-
combent a la maladie. ¢
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