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Résumé

Durant linfection par le virus Influenza A (IAV), les changements physiques et
immunologigues du poumon prédisposent 'hdte aux surinfections bactériennes. Les cellules
T Natural Killer invariantes (iNKT) sont des lymphocytes T innés pouvant avoir des réles
bénéfiques ou déléteres durant l'infection. Nos objectifs ont visé a (i) étudier le rble naturel
des cellules iINKT et (ii) & rechercher I'effet d’'une activation exogéne des cellules iINKT dans
la surinfection bactérienne post-influenza.

Lors de mon arrivée, le laboratoire venait de décrire, pour la premiére fois en
contexte infectieux, que les cellules iINKT étaient capables de produire de I'lL-22 au cours de
l'infection grippale. Cette cytokine joue un réle majeur dans les processus de maintien et de
réparation des épithéliums. L’'une des causes des surinfections bactériennes post-grippales
étant l'altération et/ou la perte de lintégrité de I'épithélium pulmonaire, nous nous sommes
proposés d’étudier le rbéle potentiel de cette cytokine dans un modéle expérimental de
surinfection bactérienne a S. pneumoniae. Nous avons ainsi pu montrer que si cette cytokine
ne joue pas un réle majeur dans la réponse anti-virale de I'héte, I'lL-22 participe au contrble
de linflammation au cours de linfection grippale et joue un réle protecteur dans la
surinfection bactérienne.

Par ailleurs, I'utilisation de souris dépourvues en cellules iINKT (Ja78") a permis de
montrer que les cellules iINKT limitent la susceptibilité aux surinfections et réduisent le
synergisme létal de la coinfection virus/bactérie. Au moment de linfection bactérienne, les
cellules iINKT des souris grippées sont incapables de produire de I'IFN-y, cytokine dont nous
avons montré le réle essentiel dans les mécanismes de défense antibactérienne. Le défaut
d’activation des cellules iNKT chez les souris surinfectées est lié a l'interleukine-10 (IL-10),
cytokine immunosuppressive induite par I'infection virale, plutdt qu’a un défaut intrinséque
des cellules iINKT. L’IL-10 inhibe I'activation des cellules iNKT en réponse au pneumocoque
en inhibant la production d’lIL-12 par les cellules dendritiques dérivées de monocytes
(MoDCs). La neutralisation de I'lL-10 restaure I'activation des cellules iINKT et augmente la
résistance a la surinfection. Ainsi, les cellules iINKT ont un réle bénéfique (en amont de la
colonisation bactérienne) dans le contrdle de la surinfection bactérienne de la grippe et
représentent une cible de 'immunosuppression.

Nous avons par la suite étudié la possibilité que le superagoniste des cellules iNKT, I
a-galactosylceramide (a-GalCer) puisse limiter la surinfection bactérienne. Pour cela, les
souris ont été traitées par voie intranasale avec de l'a-GalCer a différents temps post-
influenza, juste avant l'infection par le pneumocoque. Le traitement a jour 3, au pic de la
réplication virale, limite fortement la surinfection. Cependant, linoculation d'a-GalCer
pendant la phase aigué du virus (jour 7) ne permet pas d’activer les cellules INKT
pulmonaires et n’a pas d’effet sur la surinfection. L’absence d’activation des cellules iNKT
n’est pas intrinséque et est associée a une disparition compléte des cellules dendritiques
CD103" respiratoires (cDCs), lesquelles sont cruciales dans I'activation des cellules iNKTs. A
des temps plus tardifs (jour 14), les cDCs repeuplent le poumon et I'a-GalCer promeut
l'activité antibactérienne des cellules iNKT.

Pris dans son ensemble, cette étude souligne le rble des cellules INKT dans la
surinfection bactérienne de la grippe et ouvre de nouvelles voies thérapeutiques afin de
limiter les surinfections bactériennes post-influenza.
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Liste des abréviations

a-GalCer : a-galactosylceramide
ADN : acide désoxiribonucléique
AIM2 : absent in melanoma 2
ARN : acide ribonucléique

BPCO: broncho pneumopathie chronique
obstructive

CBP: choline-binding protein
cDC : cellule dendritique conventionnelle

CMH: complexe majeur
d’histocompatibilité

CpG-ODN: CpG oligodeoxynucleotides
DC : cellule dendritique

DN: double negative

LBA : lavages broncho-alvéolaires

LPS: lipopolysaccharide

LTA: lipoteichoic acid

MARCO: macrophage receptor with
collagenous structure

MDSC: myeloid-derived suppressor cells
MoDC : monocyte-derived dendritic cell
MyD88: myeloid differenciation factor 88
NA : neuraminidase

NETSs: neutrophils extracellular traps
NK: natural killer

NLR : NOD-Like Receptor

NLRP3: NOD-like receptor pyrin domain
containing 3

EAE: encéphalomyelite auto-immune
experimentale

GD3: ganglioside 3

GM-CSF: granulocyte macrophage colony
stimulating factor

GSL.: glycosphingolipide

HA : hémagglutinine

IFN : interféron

Ig : Immunoglobuline

iGb3: isoglobotrihexosylceramide

IL : interleukine

IM: inflammatory monocyte

iNKT: invariant natural killer T

NOD: (mice) non-obese diabetic

NP : nucléoprotéine

PAFR: platelet-activating factor receptor
pDC : cellule dendritique plasmacytoide
PRR: pattern recognition receptor

RLR : RIG-Like Receptor

RNP : Ribonucléoprotéine
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Chapitre 1 : Le virus Influenza A

Les virus Influenza de type A sont responsables de pathologies respiratoires tres
contagieuses. Les premiéeres descriptions de ces pathologies ont été réalisées lors d’épidémies
dans I'Antiquité. Cependant, ce n’est qu’au cours du XIVéme siécle que le terme grippe apparait.
De nos jours, ces virus représentent un probléeme majeur de santé publique. En effet, les virus
influenza de type A sont responsables d’épidémies annuelles, lesquelles touchent entre 5 et 15%
de la population mondiale (Beveridge et al. 1991). Par ailleurs, leur capacité de transmission et
d’adaptation a 'Homme se produit de fagon sporadique et peut donner lieu a des épidémies de
grande envergure (Ghendon et al. 1994), telles que les pandémies de 1918, 1957, 1968 et plus
réecemment celle de 2009.

I. Généralités sur la Grippe

1. Les symptomes et modes de transmission

Chez l'adulte, la grippe clinique se traduit généralement par l'installation soudaine d’un
syndrome grippal, lequel est associé a une forte fievre, une quinte de toux, des rhinorrhées claires,
des frissons et des douleurs musculaires et articulaires. Ces symptdmes disparaissent en quelques
jours, mais lI'asthénie post-grippale peut perdurer quelques semaines (Monto et al. 2000). Une
pneumonie peut se manifester lors d’infections plus séveres. Par ailleurs, les virus de la grippe
peuvent également étre la cause de bronchiolites, de laryngites, et dans de plus rares cas, de
myocardites ou d’encéphalites. Le virus est détectable rapidement dans les sécrétions
nasopharyngées avant méme l'apparition des symptdmes, jusqu’a atteindre des titres élevés en 2-3
jours pour revenir a de faibles taux a partir du 5°™ jour (Nicholson et al. 2003). Le virus se réplique
préférentiellement au niveau de I'épithélium trachéo-bronchique mais peut également s’étendre a
toute la muqueuse respiratoire.

A T'heure actuelle, le mode exact de transmission reste encore discuté. Le mode de
transmission le plus fréquent se fait par voie respiratoire via des gouttelettes riches en virus
provenant de la toux ou des éternuements de personnes infectées. Ces aérosols sont de tailles
importantes et ne restent pas en suspension dans l'air, rendant la transmission sans contact
rapproché moins fréquente (Cox et al. 2000). Cependant, de plus en plus d’études mettent en avant

les risques de transmission manu portée, nhotamment dans les transports en commun.



2. Epidémiologie

En Europe et Amérique du Nord, les virus Influenza A sont responsables de nombreuses
pandémies et épidémies hivernales. Cependant, leur impact en santé publique reste difficile a
établir, les symptdmes grippaux étant peu spécifiques. L’incidence d’épidémie par an est estimée a
10-20% chez les adultes et 40 a 50% chez les personnes plus susceptibles (personnes agées et
écoliers) (Cox et al. 2000). La mortalité due a I'infection grippale est, quant a elle, peu connue. En
effet, les certificats de décés ne mentionnent que rarement l'infection grippale qui aurait pu mener
ou contribuer au décés. Ainsi la mortalité liée aux infections par le virus de la grippe est sans doute
sous-estimée. Une étude clinique réalisée sur une cohorte d’'individus décédés pendant les saisons
hivernales de 1975 a 1990 a mis en évidence que la grippe n’est sighalée comme ayant contribué
au déces que dans 10% des cas réels (Nickolson et al. 1996).

Les populations les plus a risques sont les personnes agées et les enfants en bas age ou
étant scolarisés. En effet, des études montrent que dans 90% des cas, le déces lié a la grippe
survient chez les personnes agées de plus de 65 ans (Hak et al. 2002). Par ailleurs, plus de 10 000
hospitalisations d’enfants de moins de deux ans sont observées chaque année aux Etats-Unis
(lzurieta et al. 2000). Cette sensibilit¢é accrue a linfection grippale est due principalement a
limmaturité du systéme immunitaire durant les six premiers mois de vie et au fait que leurs voies

respiratoires sont moins développées que celles d’'un adulte (Glezen et al. 1997).

3. Les pandémies

Le virus de la grippe peut se présenter de plusieurs fagons, mais les pandémies sont sans
aucun doute sa forme la plus dramatique et dévastatrice. Au cours de I'histoire, le monde a connu
plusieurs pandémies dont quatre au XXéme siecle. La premiére, et sans doute la plus dramatique,
s’est produite lors de I'hiver 1918, due a une souche HIN1. Elle est connue sous le nom de
« grippe espagnole ». L'origine géographique du virus est encore discutée, celui-ci ayant touché
'’Amérique du Nord, I'Europe et I'Afrique de fagon presque simultanée (Crosby et al. 1989). Lors de
cette pandémie, un tiers de la population mondiale fut touché et le nombre de décés est estimé a
environ 50 millions (Taubenberger et al. 2006). Cependant, le taux de mortalité est encore
controversé et pourrait s’élever a 100 millions de morts. Par ailleurs, la population la plus touchée
lors de cette pandémie regroupe les jeunes adultes, population peu infectée lors des épidémies
hivernales et des pandémies grippales. L'impact de la pathogénicité de cette souche est encore
étudié de nos jours. Cependant il a été révélé que I’hémagglutinine (HA), modifiée et reconnaissant
une variété d’acides sialiques plus importante, aurait pu contribuer a une fixation augmentée dans

les voies respiratoires de I'héte (Reid et al. 2003).
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Les pandémies survenues par la suite en 1958 (souche H2N2) et en 1968 (souche H3N2)
ont été beaucoup moins meurtriéres, bien qu’elles aient respectivement causées (selon 'OMS) 2
millions et 1 million de déces.

Plus récemment, en 2009, une nouvelle pandémie a vu le jour au Mexique et s’est répandue
aux Etats-Unis et a 'ensemble du monde (Tautenberger et al. 2010). Ce virus, de sous-type HIN1,
combine un triple assortiment de génes de la grippe humaine, aviaire et porcine (Smith et al. 2009).
60% de personnes touchées étaient agées de moins de 18 ans (Novel Swine-Origin Influenza A
(HIN1) Virus Investigation Team, 2009) et il semblerait que les personnes obéses soient plus

sensibles a l'infection par ce virus.

II. Le virus de I'Influenza A : Structure

Les virus influenza de type A sont des virus enveloppés de la famille des Orthomyxoviridae.
Ceux-ci sont de forme sphérique ou filamenteuse et ont une taille pouvant varier entre 84 et 170 nm
(Harris et al. 2006). L'enveloppe virale se compose d’une bicouche lipidique, dérivée des
membranes cellulaires, dans laquelle sont enchassées les glycoprotéines de surface
hémagglutinine (HA), neuraminidase (NA) et la protéine M2. La nature des deux principales
glycoprotéines de surface (HA et NA) permet de définir les différents sous-types de virus. Chez
’'Homme, depuis 1918, seuls les virus porteurs de trois types de HA (H1, H2 et H3) et deux types
de NA (N1 et N2) ont été décrits (Cheung et al. 2007).

La HA et la NA possedent un court domaine d’ancrage a lI'enveloppe et ressortent a
'extérieur du virion. La HA est une protéine trimérique permettant I'attachement de la particule
virale aux acides sialiques (ses récepteurs) et la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane
plasmigue de la cellule hdte. La NA, quant a elle, est une protéine tétramérique possédant une
activité sialidase, permettant ainsi la libération des virions nouvellement formés de la cellule
infectée. Enfin, la protéine M2 est trétramérique et transmembranaire. Celle-ci constitue un canal
ionique important lors de I'entrée du virus dans la cellule hote.

La particule virale renferme 8 segments d’ARN simple brin encapsidés par la nucléoprotéine
(NP) sous la forme de structures ribonucléoprotéiques hélicoidales (RNP). Les extrémités de
chacun des segments d’ARN sont associées au complexe de transcription/réplication du virus,
lequel est composé de trois protéines PB1, PB2 et PA (voir Figure 1).

A linterface entre la NP et 'enveloppe virale, nous retrouvons la protéine M1, laquelle
intervient dans 'assemblage et le bourgeonnement de la particule virale (Harris et al. 2006). Cette
protéine interagit avec les RNP au cceur de la particule (Ye et al. 1999) ainsi qu’avec les lipides de
'enveloppe virale et les extrémités cytosoliques des glycoprotéines de surface (Barman et al.
2001). La protéine NS2 (ou NEP pour « Nuclear Export Protein ») est associée a M1 permettant

ainsi I'exportation des RNP nouvellement synthétisés du noyau vers le cytoplasme (Huang et al.
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2001). La protéine NS1 est retrouvée en abondance dans le noyau et le cytoplasme des cellules
infectées. Cependant, cette protéine n’est pas retrouvée dans la particule virale. NS1 intervient
principalement dans l'inhibition de la synthése des protéines cellulaires et le blocage de la réponse
immune, notamment interféron (IFN)-dépendante (Krug et al. 2003). Enfin, la protéine PB1-F2 est
retrouvée dans le cytoplasme, le noyau, mais aussi dans les mitochondries des cellules hoétes.
Celle-ci peut jouer un réle dans l'induction de I'apoptose par voie mitochondriale (Chen et al. 2001 ;
Le Goffic et al. 2011).

PBI, PB2, PA
(RNA polymerase)

- HA (hemagglutinin)

M2 (ion channel)

NP (nucleocapsid protein)

Segmented () strand RNA gene

Figure 1 : Structure du virus Influenza A

III. Laréponse immunitaire dirigée contre le virus Influenza A

1. Reconnaissance par les récepteurs innés

L’infection initiale par le virus Influenza A s’effectue au niveau des cellules épithéliales du
tractus respiratoire. En ce lieu, le virus est reconnu par un grand nombre de récepteurs de
limmunité innée. La reconnaissance de composants de la particule virale engendre alors une forte
production de cytokines, de facteurs chimio-attractants, mais également des composés pro-
apoptotiques. Parmi les récepteurs capables de reconnaitre le virus, on retrouve les Toll-Like
Receptor (TLR), Nod-Like Receptors (NLR) et les Rig-Like Receptors (RLR).

a. Reconnaissance par les Toll-Like Receptors (TLR)
Il existe plusieurs récepteurs de type TLR chacun reconnaissant un motif particulier (Lester

et al. 2014). Parmi ceux-la, les TLR3 et 7 jouent un réle important dans la reconnaissance du virus
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Influenza A (Guillot et al. 2005 ; Diebold et al. 2004). Ces récepteurs reconnaissent 'ARN simple et
double brin du virus et leur activation induit une forte production de cytokines, notamment
d’interférons de type |. Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) et les cellules dendritiques
conventionnelles (cDC) sont les sources principales de cette cytokine et le TLR7, en activant les
voies IRF-7, AP-1 et NFkB, joue un rdle majeur dans ce phénoméne (Barchet et al. 2005). Par
ailleurs, il a également été montré que les souris déficientes pour le TLR3 ont une meilleure survie
par rapport aux souris controles (Le Goffic et al. 2006). Néanmoins, si la présence de ce récepteur
semble étre délétere, une étude plus récente montre que la déficience en TLR3 et TLR7 induit une
mortalité plus élevée par rapport aux souris controles (Seo et al. 2010). Ceci peut s’expliquer par le
fait que les souris TLR7" ont une charge virale et une mortalité plus importante que les souris
sauvages (Kaminski et al. 2011). De plus, le TLR7 est important dans I'induction de l'inflammasome
et dans la production de pro-IL1B en réponse au virus (Ichinohe et al. 2010). Enfin, une étude
récente montre le réle positif du TLR3 dans la diminution de la charge virale lorsque celui-ci est
activeé par I'lL-24. Ce contrble de la réplication virale se fait de fagon indépendante de I'lFN de type |
(Weiss et al. 2015).

Chez 'Homme, le groupe de Lee a montré un réle important du TLR10 lors de l'infection par
le virus Influenza A (Lee et al 2014). Si ce TLR est encore peu connu chez 'Homme et est non
fonctionnel chez la souris, cette étude montre que la reconnaissance du virus par les TLR est

encore a étudier.

b. Reconnaissance par les NLRs

Le virus Influenza A est reconnu également par les Nod-like Receptor (ou NLRs). En effet, la
protéine PB1-F2 du virus est reconnue par NLRX1, protéine mitochondriale, afin de limiter
'apoptose des macrophages et d’induire la production d'IFN de type | (Jaworska et al. 2014).
Néanmoins, il a été montré qu’au sein des fibroblastes, I'activation de NLRX1 semble avoir un réle
délétére en empéchant la production d’IFN de type I. Cette méme étude rapporte également que les
souris NLRX1" ont une meilleure clairance virale pulmonaire que les souris contrdles, mais une
pathologie pulmonaire plus importante (Allen et al. 2011). Ces résultats sont en contraste avec ceux
de Jaworska et al. qui observent une augmentation de la charge virale pulmonaire chez les souris
NLRX1™.

Récemment, plusieurs études ont montré I'importance de la molécule NLRP3 lors d'une
infection par le virus Influenza A. En effet, les souris déficientes pour cette molécule sont plus
sensibles a l'infection virale (Allen et al. 2009). Si I'étude d’Ichinohe et al. montre également une
survie plus faible chez les souris Caspase-17 et IL-1R”, celle-ci décrit une survie identique des
souris controles et des souris NLRP3™ (Ichinohe et al. 2009). Cette étude montre un rdle important
de l'inflammasome dans le recrutement des cellules T CD4+ et CD8+ spécifiques au virus et dans

la sécrétion d’'IgA et IgG. De plus, chez les animaux IL1IR", la réponse immune est altérée et un
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défaut de recrutement de neutrophiles est observé au niveau pulmonaire (Schmitz et al. 2005).
L’ensemble de ces études indique un réle crucial de I'inflammasome et de son activation au cours

de l'infection par le virus Influenza A.

c. Reconnaissance par les RLRs

En plus des TLR et des NLR, des études récentes ont montré I'importance des récepteurs
cytosoliques. Ces récepteurs sont connus sous le nom de Retinoic acid Induced Gene | (RIG-I) —
Like Receptor (ou RLR) et reconnaissent des séquences d’ARN viraux. RIG-I est le membre de
cette famille le mieux caractérisé. Celui-ci signale via la protéine mitochondriale MAVS laquelle
permet I'activation d’IRF-3, IRF-7 et NFkB et ainsi la production d’IFN de type 1 et de cytokines
proinflammatoires (Chen et al. 2015). Il a également été montré que NLRCS5 interagit avec RIG-1
afin de stabiliser l'induction de la réponse antivirale (Ranjan et al. 2014).

Une étude récente décrit également un réle du récepteur AIM2 (Absent In Melanoma 2)
dans l'infection par Influenza A. Ce récepteur reconnait les ADN double brin cytosolique. Lors de
l'infection par le virus, une grande quantité d’ADN est retrouvée dans I'environnement pulmonaire,
principalement a cause de la mort et nécrose cellulaire. Les souris déficientes pour AIM2 présentent
une faible production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p3, IL-6 et TNF-a) et une survie beaucoup
plus faible que les souris sauvages. L’injection d'une DNAse induit le méme profil (Schattgen et al.
2016). Ainsi, 'augmentation d’ADN dans le microenvironnement pulmonaire représente un nouveau

mécanisme permettant d’alerter le systéme immunitaire.

2. Laréponse immunitaire innée

Aprés reconnaissance du virus par les récepteurs innés, une premiére réponse immunitaire

va se mettre en place. Celle-ci met en jeu de nombreux types cellulaires.

a. Les macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires font partie de la premiére ligne de défense contre les
pathogénes respiratoires, ceux-ci étant a l'interface air-tissu. De récents travaux ont montré une
importance capitale de ces cellules lors de l'infection par le virus Influenza A. En effet, 'absence de
macrophages alvéolaires induit une pathologie pulmonaire plus importante ainsi qu'une survie plus
faible des souris infectées par le virus (Purnama et al. 2014, Schneider et al 2014). Cependant, si
'absence de macrophages alvéolaires est importante dans le contrdle du virus et de la pathologie
pulmonaire, celle-ci n'impacte pas les réponses T et B antivirales. Néanmoins, Hogner et al ont
observé que la production d'IFN de type | par les macrophages alvéolaires induit une augmentation

de I'apoptose des cellules épithéliales (Hogner et al. 2013).
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b. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) ont une place centrale dans l'induction de la réponse immune
dirigée contre le virus de la grippe. Celles-ci participent a la fois a la réponse immunitaire innée et a
la réponse immunitaire adaptative. Il existe plusieurs sous-populations de DC au sein des poumons
(voir Chapitre 4 page 47). Les DC sont des cellules sentinelles capables de capter des antigenes de
deux facons distinctes : elles peuvent étre directement infectées par le virus ou phagocyter des
cellules infectées apoptotiques. Lorsque les DC sont activées, celles-ci produisent un grand nombre
de cytokines et de chimiokines, lesquelles induisent la réponse innée. Parmi celles-ci on retrouve
IL-6, IL-12, IL-18, TNFa, IL-8, IP-10, RANTES, MIP-1 et les IFN de type 1. Des études ont montré
un réle important des DC dans la survie des souris et le contrble de la charge virale. En effet, la
déplétion des DC induit une diminution importante de la survie des souris et une augmentation du
titre virale dans le poumon (McGill et al. 2008)

Les DC sont connues pour présenter les antigenes aux cellules T et B afin d’induire une
réponse immunitaire adaptative. Il est connu que les cellules T CD8+ sont importantes dans la
réponse anti-virale. Une étude a décrit une inhibition de la réponse T CD8" virus-spécifique suite a
la déplétion en DC (McGill et al. 2008). La méme équipe publie quelques années plus tard une
étude montrant que les DC jouent un role important dans la survie des cellules T CD8" en leur
présentant I'lL-15 (McGill et al. 2010). On observe une augmentation de I'apoptose de cellules T
CD8" chez les souris déplétées en DC. Enfin, plus récemment, des travaux révelent un role des
cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) dans l'induction de la réponse T CD8". En effet, les
pDC sont infectées directement par le virus et présentent les antigénes viraux aux cellules T CD8"

par voie endogéne (Hemann et al. 2015).

c. Lesneutrophiles

Les neutrophiles constituent une population effectrice importante. Ces cellules sont
rapidement recrutées dans les poumons et les Lavages Broncho-Alvéolaires (LBA) aprés l'infection
par le virus Influenza A (Tate et al. 2008). Néanmoins, ce recrutement rapide et I'activation de ces
cellules contribuent au développement d’'une forte inflammation pulmonaire. La déplétion de ces
cellules induit une diminution du controle de la charge virale dans les poumons et aggrave ainsi la
pathologie (Tate et al. 2008). Par ailleurs, il est important de noter que I'utilisation de différents
anticorps neutralisants (anti-GR1 ou anti-Ly6G) induit des effets différents. De plus, les neutrophiles
peuvent avoir un réle différent selon la souche virale utilisée (Tate et al. 2011). Le virus Influenza A
est capable d’infecter les neutrophiles et ceux-ci sont capables d’initier une activation des cellules T
CD8+ (Hufford et al. 2012). Cependant l'infection des neutrophiles par le virus induit une mort

cellulaire plus rapide de ceux-ci (Ilvan et al. 2013).
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d. Les cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) sont connues pour leur activité cytotoxique et la production
de cytokines pro-inflammatoires. Ces cellules appartenant a la premiéere ligne de défense lors d’une
infection semblent pourtant étre déléteres lors de linfection par le virus de la grippe. En effet, la
déplétion de ces cellules améliore la pathologie induite par l'infection virale (Zhou et al 2013). Il en
est de méme dans un modeéle de souris IL-15" chez lesquelles I'absence de cellules NK est une
caractéristique (Abdul-Careem et al. 2012). Cependant Kumar et al ont montré que la production
massive d’IL-22 par les cellules NK protégeait de linflammation due a linfection et induisait
également une régénération de I'épithélium pulmonaire (Kumar et al. 2013). Le réle des cellules NK

est donc encore imprécis lors de I'infection par le virus de la grippe.

e. Les cellules T Natural Killer invariantes

Les cellules T Natural Killer invariantes ou iNKT sont des cellules a linterface entre
limmunité innée et I'immunité adaptative. Ces cellules ont la capacité de produire en grande
quantité des cytokines telles que I'lFN-y, I'lL-4 ou encore I'lL-17. Ces cellules sont bénéfiques lors
de l'infection virale (De Santo et al. 2008, Kok et al 2011 ; Paget et al. 2011). En effet, les souris
déficientes en cellules iINKT (Ja78") sont beaucoup plus sensibles au virus de la grippe, ont une
pathologie plus prononcée et ont une augmentation du recrutement de monocytes inflammatoires
dans les poumons. De plus, leur capacité a produire de I'lL-22, permet une réduction des
dommages épithéliaux pulmonaires (Paget et al. 2012). Par ailleurs, De Santo et al. ont montré un
réle des cellules iINKT dans le contrdle de l'activité immunosuppressive des cellules Myeloid-
Derived Suppressor Cells (MDSC). En effet, 'absence de cellules iINKT chez la souris induit un fort
recrutement de cellules MDSC immunosuppressives au sein du poumon. Par ailleurs, cette étude
montre également un défaut de contrdle de la réplication virale chez les souris Ja78" (De Santo et
al. 2008). De plus, I'activation des cellules iINKT par l'injection d’'un agoniste des cellules iNKT, I'a-
galactosylceramide (a-GalCer), permet un meilleur contréle de la charge virale et une pathologie
amoindrie (Ho et al. 2008) ainsi qu’'une meilleure réponse B et une plus grande production
d’anticorps (Galli et al. 2007).

3. Laréponse immunitaire adaptative

a. Laréponse T spécifique
Aprés la capture des antigenes viraux, les DCs migrent vers les ganglions drainants et
présentent ceux-ci aux lymphocytes T spécifiques naifs. Ce contact est rendue possible grace aux
différentes molécules telles que le TCR de la cellule T et les molécules de co-stimulation menant au
« priming » du lymphocyte T (Hugues 2010). Le « priming » initial des lymphocytes T se fait dans

les 30h aprés linfection. Les instructions données par les DCs ont un impact sur le devenir des
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lymphocytes T spécifiques générés. En effet, 'expression de la molécule FasL sur les DCs aprés
infection par le virus influence l'intensité de la réponse T CD8" (Legge et al. 2005). Par ailleurs,
d’autres facteurs tels que I'expression des molécules de co-stimulation, I'avidité du TCR ainsi que
I'environnement cytokinique contribuent également au développement d'une réponse CD8"
optimale (Hendriks et al. 2005, La Gruta et al. 2004).

On observe dés le 5°™ jour une augmentation du nombre de lymphocytes T (Sckisel et al.

6éme

2014). Les premiers lymphocytes T spécifiques sont eux observés au jour. Toutefois, les
chimiokines importantes dans le recrutement des lymphocytes T spécifiques au moment de
l'infection sont encore mal connues.

Les souris dont la réponse par les lymphocytes T CD8" est altérée ont une mortalité plus
élevée et un contréle de la charge virale beaucoup plus faible (Bender et al. 1992). En effet, en plus
de produire des cytokines telles que IFN-y, TNFa et IL-10 (La Gruta et al. 2004, Sun et al. 2009),
ces cellules ont une forte capacité cytolytique grace a la libération de perforine et granzyme ou

encore a des interactions Fas-FasL (Altenburg et al. 2015)

b. Laréponse B spécifique

La production d’anticorps spécifiques du virus joue un réle important dans la clairance du
virus Influenza et plus particulierement au cours de la primo-infection (Stanekova et al. 2010).

Les anticorps peuvent neutraliser le virus de plusieurs fagons : Les IgG peuvent empécher le
virus d’entrer dans la cellule en bloquant I'interaction entre le virus et son récepteur. Au niveau des
voies respiratoires, les IgA prédominent. Ceux sécrétés par les cellules épithéliales peuvent
également empécher I'interaction virus-cellule.

En plus de produire des anticorps, les lymphocytes B sont capables de capturer des
antigénes viraux. Par ailleurs, les DCs favorisent la production d’anticorps par les lymphocytes B en
leur présentant des antigénes viraux au niveau des ganglions (Gonzalez et al. 2010). Il a également
été montré que la production d’anticorps neutralisants nécessitait la présence de la molécule

CDA40L. Sans elle, les souris sont treés sensibles au virus Influenza (Hashem et al. 2014).
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Chapitre 2 : Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae ou encore « pneumocoque » est une bactérie a l'origine de
pathologies sévéres responsables d’'une forte morbidité et mortalité. Cette bactérie a été découverte
de facon indépendante par Pasteur et Sternberg en 1881. Cette bactérie extracellulaire, encapsulée
a Gram positif colonise les voies respiratoires supérieures et provoque de hombreuses pathologies
telles que les pneumonies, bronchites, otites ou encore méningites. On considére qu’environ 1.6
million de personnes meurent chague année de pathologies associées a S. pneumoniae, pour la

plupart des enfants et des personnes agées.

I. Epidémiologie

Les enfants les plus a risque de développer une pathologie liée a linfection par S.
pneumoniae (pneumonie, méningites) sont ceux n'ayant pas encore deux ans. En effet, le
pneumocoque est responsable de 11% de la mortalité des enfants de moins de 5 ans (O’Brien et al.
2009) et est la cause majoritaire du développement de méningites chez I'adulte ce qui constitue un
probléeme de santé majeur. Les personnes ayant un systéme immunitaire affaibli telles que les
individus atteints du sida, de la drépanocytose, développant des bronchopneumopathies chroniques
(dont BPCO) ou ayant des déficits immunitaires congénitaux sont plus a méme de développer une
infection pneumococcique. Streptococcus pneumoniae est une bactérie commensale des voies
aériennes supérieures (muqueuses naso-pharyngées). Elle peut ainsi se propager dans d’autres
sites de I'organisme et engendrer des pathologies telles que les otites, méningites ou pneumonies
invasives. De plus, il a été montré un lien étroit entre le virus de la grippe et les pneumonies
pneumococciques (Smith et al. 2013 ; Wren et al. 2014). En effet, au cours de la pandémie de
1918-1919, il est estimé qu'une pneumonie bactérienne est apparue chez au moins 20% des
personnes grippées avec un taux de mortalité s’élevant a 30% des personnes surinfectées. Des
études plus récentes ont montré que S. pneumoniae est 'agent bactérien le plus représenté dans
ces surinfections.

Plusieurs vaccins ont été développés afin de protéger contre certains sérotypes de S.

pneumoniae.

1. Pneumovax® 23

Le Pneumovax® 23 est un vaccin polyvalent pneumococcique contenant des
polysaccharides de 23 sérotypes de Streptococcus pneumoniae (1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8 ; 9N, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F). Ces 23 sérotypes représentent les
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sérotypes les plus fréquents ou ceux responsables des pneumococcies invasives. Ce vaccin est
recommandé chez les personnes de plus de 50 ans. Cependant, celui-ci n’est pas efficace chez les
enfants de moins de deux ans puisque ceux-ci ont une réponse immunitaire faible contre les types

capsulaires contenus dans le vaccin.

2. Prevenar®13

Le Prevenar®13 est un vaccin dit conjugué, contenant des polyosides pneumococciques de
13 sérotypes (1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F). Ces polyosides sont conjugués a
une protéine CRM197™. Ce vaccin peut étre administré a des individus de tout age, dés la
naissance. Son efficacité a été confirmée rapidement puisque son utilisation a grande échelle chez
les jeunes enfants aux USA a permis une forte baisse des infections invasives et des pneumonies

nécessitant une hospitalisation.

II.  Streptococcus pneumoniae : Structure

1. La capsule polysaccharidique

La virulence de la bactérie est principalement due a sa capsule qui la protége du systeme
immunitaire. Elle est composée de plusieurs couches de polysaccharides. On distingue a ce jour 97
sérotypes différents en fonction de la composition polysaccharidique de la capsule. Environ 20
d’entre eux sont responsables de plus de 70% des cas d’infection par Streptococcus pneumoniae
dans le monde. La capsule joue un réle crucial dans le mécanisme de protection du pneumocoque
en inhibant la phagocytose de la bactérie par les neutrophiles (Hyams et al. 2010) et en empéchant

la clairance médiée par le mucus (Nelson et al. 2007).

a. Acide teichoique et acide lipoteichoique
La structure des acides teichoique et lipoteichoique est extrémement complexe chez
Streptococcus pneumoniae. Ces deux molécules constituent des éléments majeurs de la paroi

bactérienne et ont de nombreux réles au cours de I'infection.

i. L’acide teichoique
C’est le constituant majeur de la paroi bactérienne des bactéries Gram positives. La fonction
principale de l'acide teichoique est de maintenir une certaine rigidité de la paroi en attirant les
cations. Il est constitué de polyméres anioniques de glycérol phosphate ou de ribitol phosphate,
reliés entre eux par des liaisons ester. L’acide teichoique est impliqué dans le transport des

nutriments, des ions et de certaines protéines. Il est également impliqué dans la colonisation de la
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bactérie (Xu et al. 2015) et dans la défense contre les peptides antimicrobiens cationiques (Kovacs
et al. 2006).

il. L’acide lipoteichoique

L’acide lipoteichoique (LTA) est un composant pro-inflammatoire important de la paroi des
bactéries Gram positives. Ce polysaccharide est composé de sept unités osidiques. Sa structure
commence par un glucose et se termine par une base ribitol. Lorsque la bactérie est tuée, le LTA
est libéré et induit une inflammation importante au site d’'infection. En effet celui-ci active le Toll-
Like-Receptor 2 (TLR-2) (Shwandner et al. 1999) et peut également étre reconnu par le CD14
(Dessing et al. 2008). Chez les souris déficientes en TLR-2 (TLR-2 Knock-Out), l'inflammation
pulmonaire ainsi que le recrutement de neutrophiles sont largement diminués. Par ailleurs, le LTA

facilite 'adhérence bactérienne au niveau des cellules de I'héte.

iii. Protéines bactériennes
Streptococcus pneumoniae posséde de nombreuses protéines intracellulaires ou de surface
dont le role au cours de linfection est bien connu. Parmi celles-ci, on peut retrouver la
« pneumococcal surface protein A » (PspA), la pneumolysine (Ply), la « pneumococcal adherence
and virulence facto A » (PavA), la « choline binding protein A » ( CbpA/PcpA), la « putative
proteinase maturation protein A » (PpmA), I'lgAl protease (IgAlp), la « pneumococcal surface

adhesin A » (PsaA), ainsi que les neuraminidases (Nan A et Nan B).

La pneumolysine (Ply)

Cette protéine de 53kDa est composée de 471 acides aminés et intervient dans l'activité
hémolytique de la bactérie. La pneumolysine utilise les motifs de cholestérol des cellules cibles pour
se fixer et exercer son activité lytique. L'utilisation de mutants bactériens déficients pour la
pneumolysine a permis de mettre en évidence un réle important de cette enzyme dans la virulence
bactérienne (Schachern et al. 2013). La pneumolysine est capable d’endommager les cellules
épithéliales respiratoires et de réduire les battements ciliaires de ces cellules (Feldman et al. 1990 ;
Rubins et al. 1993). Cette protéine est reconnue par le TLR-4 et cible plusieurs types cellulaires
comme les neutrophiles puisque celle-ci est connue pour en induire I'activation (Karmakar et al.
2015 ; Martner et al. 2008). Par ailleurs, la pneumolysine active la voie du complément ; activation
se traduisant par une diminution de l'opsonisation au cours des phases tardives de linfection
permettant ainsi I'évasion du systéme immunitaire et la survie des bactéries (Boulnois et al. 1991).
Cette protéine active également la voie NLRP3 afin d’induire une production de cytokines pro-

inflammatoires (McNeela et al. 2010).

Les neuraminidases (Nan A et Nan B)
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Ces enzymes sont responsables du clivage des liens glycosidiques des acides N-
acétylneuraminique (ou acides sialiques) a la surface des cellules du tractus respiratoire. Ce clivage
permet la libération de potentiels récepteurs pour la bactérie et ainsi la progression de la pathologie.
En effet la Nan A joue un réle important dans I'adhésion et la colonisation de la bactérie au sein des
voies respiratoires (Brittan et al. 2012). De plus, il a été montré que Nan A est importante pour le
développement de biofilms et que les résidus d’acides sialiques libérés par cette enzyme favorisent
la colonisation de la bactérie et accroit sa virulence (Parker et al. 2009 ; Trappetti et al. 2009).
Sachant que certains virus, tel que I'Influenza A virus, possédent une forte activité neuraminidase,
cette découverte pourrait expliquer le phénoméne de surinfections bactériennes observé chez

certains sujets grippés.

Choline-Binding Proteins (CBPs)

Ces protéines sont liées aux phosphocholines présentes dans les acides teichoiques et
lipoteichoiques de la paroi bactérienne. Les CBPs étaient considérés comme unigues a S.
pneumoniae, mais de récentes études montrent que d’autres espéces bactériennes du tractus
respiratoire en possédaient (Gosink et al. 2000). Le nombre de ces protéines varie selon les
souches bactériennes et celles-ci sont trés importantes lors de [linfection. On retrouve
majoritairement la CBPA, laquelle est une protéine pouvant étre sécrétée et qui permet la
production de chimiokines (Murdoch et al. 2002). La Lyt A est connue pour échapper au
complément et empécher, avec l'aide de la pneumolysine, son activation (Ramos Sevillano et al.
2015). Cependant la Lyt A a été montrée comme n’étant pas responsable de la libération de la

pneumolysine (Balachandran et al. 2001).
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Figure 2 : Facteurs de virulence exprimés par S. pneumoniae
(Ven der Poll et al. 2009)

III. Laréponse immunitaire dirigée contre S. pneumoniae

1. Reconnaissance par le systéeme immunitaire innée

Le systéeme immunitaire inné de I'héte constitue la premiére ligne de défense contre les
pathogénes. Grace a de nombreux mécanismes (phagocytose, production de cytokines et de
peptides) les cellules de 'immunité innée assurent une premiére ligne de défense et participent
a la mise en place de 'immunité adaptative. La premiére étape est d’assurer la reconnaissance
des pathogénes. Au cours des infections respiratoires, I'épithélium pulmonaire joue en général

un réle essentiel puisqu’il assure le rdle de barriére mécanique et de systéeme de
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détection/reconnaissance des pathogeéenes. Cette reconnaissance est assurée par de hombreux

récepteurs appelés Pattern Recognition Receptors (PRR).

a. Role des TLRs

Dans la grande famille que constituent les TLRs, les TLR 2, 4 et 9 sont ceux pouvant
reconnaitre des motifs bactériens aidant a la réponse immunitaire dirigée contre le pneumocoque.
La molécule adaptatrice Myeloid Differenciation factor 88 (MyD88) est cruciale dans la signalisation
de la majorité des TLRs et est trés importante dans la défense contre l'infection pneumococcique.
En effet, il a été montré que les souris MyD88™ ont un plus fort taux de mortalité dans un modéle de
sepsis que les souris sauvages, mortalité accompagnée d’un défaut de production de cytokines
(Khan et al. 2005).

Le TLR2 est capable de reconnaitre les peptidoglycans bactériens et en particulier le LTA du
pneumocoque (Shwandner et al. 1999). Les souris TLR2” sont plus susceptibles a l'infection
bactérienne dans un modéle de méningite (Echchannaoui et al 2002), mais ne présentent pas de
différence de phénotype avec les souris sauvages dans un modéle de sepsis (Khan et al. 2005).
Ces différences de résultats peuvent s’expliquer par ['utilisation de différents sérotypes de S.
pneumoniae et de modéles différents d’infection. En effet, les sérotypes peuvent avoir des
modifications dans la structure du LTA et donc activer de fagon différente le TLR2 (Draing et al.
2006). Par ailleurs, il est possible que 'absence d’'un TLR soit compensée par la présence d’un
autre.

Le TLR4, connu pour reconnaitre les lipopolysaccharides (LPS), est impliqué dans la
reconnaissance du pneumocoque bien que celui-ci soit dépourvu de LPS. En effet, le TLR4
reconnait plusieurs autres motifs, dont la pneumolysine (Srivastava et al 2005 ; Malley et al. 2003).
L’ensemble des travaux ne permet pas de conclure définitivement sur le réle du TLR4 dans
linfection pneumococcique. En effet, les souris TLR4™ ont une colonisation plus forte au niveau des
voies supérieures respiratoires (Malley et al. 2003). Cependant, selon une autre étude, ces mémes
souris n‘ont pas de phénotype différent de celui des souris sauvages (van Rossum et al. 2005). Une
étude plus récente montre que linjection de LPS avant infection permet de protéger les souris
sauvages, mais pas les souris déficientes pour le TLR4 (Musie et al. 2014).

Le TLR9 reconnait chez S. pneumoniae les séquences cytosine-phosphate-guanosine
hypométhylées (CpG) de son ADN. Les souris TLR9” ont un taux de mortalité beaucoup plus élevé
que les souris sauvages ou méme que les souris TLR2" ou TLR4", et ont une charge bactérienne
bien plus élevée dans les lavages broncho-alvéolaires (LBA) et dans les lavages naso-pharyngés

(LNP) que les souris sauvages (Albiger et al. 2007).
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b. Roles des NLRs

Les NLRs constituent un groupe de récepteurs situés dans le cytosol et reconnaissant des
composés bactériens ayant été phagocytés. Les mieux caractérisés a I'heure actuelle sont NOD1,
reconnaissant l'acide D-glutamyl-méso-diaminopimélique (IE-DAP), et NOD2, reconnaissant le
muramyl dipeptide (MDP). L’activation de ces deux récepteurs induit I'activation du facteur de
transcription NF-kB et la sécrétion de cytokines inflammatoires (Chen et al. 2009). Il a été montré
que lors d’'une méningite, 'absence de NOD2 conduisait a une clairance bactérienne et une
production cytokinique plus faible (Liu et al. 2010). La pneumolysine de S. pneumoniae est
également capable d’étre reconnue par le récepteur NLRP3, impliqué dans [l'activation de la
caspase-1 et ainsi dans la production d’IL-18 (McNeela et al. 2010). Les souris NLP3" ont une

survie et une production d’'IL-1f plus faible que les souris sauvages (Witzenrath et al. 2011).

c. Role des récepteurs d’épuration

Les récepteurs d’épuration (scavenger receptors) sont des glycoprotéines de surface
exprimés plus particulierement sur les cellules endothéliales, les macrophages et les cellules
dendritiques (Murphy et al. 2005). Les récepteurs d’épuration capables de reconnaitre le
pneumocoque sont Scaverger Receptor-A (SR-A) et Macrophage Receptor with Collagenous
structure (MARCO) et sont impligués dans les mécanismes de phagocytose des pathogénes
(Areschoug and Gordon 2009). Ces deux récepteurs sont extrémement importants pour la clairance
bactérienne puisque les souris déficientes pour I'une ou l'autre de ces molécules ont plus de
bactéries au sein des voies respiratoires et produisent de plus faibles quantités de cytokines
(Arredouani et al. 2004 ; Dorrington et al. 2013 ; Arredouani et al. 2006).

d. Role des Récepteurs C-type lectin

Le récepteur C-type lectin SIGN-related 1 (SIGN-R1) est exprimé principalement a la surface
des macrophages et permet la phagocytose des bactéries en reconnaissant les motifs
polysaccharidiques de la capsule bactérienne (Kang et al. 2004). Les souris SIGN-R1” succombent
plus rapidement et ont un taux plus fort de bactéries dans les poumons suite a une infection létale,
en comparaison avec les souris sauvages (Lanoue et al. 2004). De plus, le taux de phagocytose est
plus faible chez les souris déficientes.

Une étude récente a decrit le récepteur Mincle (Macropaghe INducible-C-type LEctin)
comme pouvant se fixer & S. pneumoniae de fagon calcium dépendante. Si son réle dans la
réponse dirigée contre le pneumocoque est encore inconnu, cette étude indique que I'absence de

Mincle n’influence pas 'immunité anti-pneumocoque (Rabes et al. 2015).
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e. Role des protéines du surfactant

Le surfactant pulmonaire est composé de différents types de molécules telles que des
protéines, des lipides ou encore des phospholipides dont le réle principal est de réduire les tensions
superficielles a la surface des alvéoles pulmonaires. Les surfactant protein-A (SP-A) et SP-D le
constituant sont produits par les cellules épithéliales et participent aux mécanismes de défense
contre les pathogénes (Whitsett et al. 2005). En effet, les souris déficientes pour SP-D sont plus
susceptibles a l'infection (Jounblat et al. 2005). De plus, 'augmentation de I'expression de SP-A au
niveau des macrophages permettrait une meilleure phagocytose des bactéries (Kuronuma et al.
2004).

f. Lerole du complément

Le systéme du complément se compose d’environ 30 protéines sériques et membranaires,
lesquelles participent a la défense de I'héte contre le pathogéne, aidant les anticorps et les cellules
phagocytaires dans cette défense. Ces protéines peuvent attirer par chimiotactisme les cellules
phagocytaires, augmenter I'opsonisation et la lyse cellulaire. Il existe trois voies du complément : la
voie classique, la voie alterne et la voie des lectines (Pandya et al. 2014). La molécule C3
(Component 3) est importante pour les deux premiéres voies. Une étude a montré I'importance de
cette molécule dans un modéle de méningite. En effet, les souris déficientes pour C3 présentent
plus de bactéries dans le cerveau et le sang et une survie plus faible que des souris sauvages
(Rupprecht et a. 2007). Une autre étude montre que la déficience en protéines du complément,

autres que C3, induit une susceptibilité accrue au pneumocoque (Brown et al. 2002).

2. Streptococcus pneumoniae et les cellules de 'immunité innée

L’'immunité innée joue un rdle essentiel dans la défense dirigée contre le pneumocoque. Les
cellules épithéliales constituent la premiere ligne de défense contre les agents pathogénes
respiratoires. L’épithélium respiratoire répond aux agressions extérieures en produisant différents
types de molécules telles que des chimiokines, des cytokines ou encore des peptides
antimicrobiens. Ceci permet la mise en place de la réponse immune innée cellulaire aboutissant a
une élimination rapide et efficace des pathogénes. Parmi les cellules permettant cette élimination

on retrouve les macrophages, les neutrophiles et certaines sous-populations de lymphocytes.

a. Les macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires représentent la premiére ligne de défense phagocytaire au
niveau des muqueuses respiratoires. Ces cellules sont capables d’internaliser et de dégrader un
certain nombre de bactéries dans les poumons et sont ainsi importantes pour la clairance
bactérienne (Dockrell et al. 2003). En effet, la déplétion ou la déficience en ces cellules impliquent

une diminution de la survie des souris, un plus grand nombre de bactéries dans les poumons et une
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neutrophilie accrue au sein des voies respiratoires (Dockrell et al. 2003 ; Knapp et al. 2003).
Dockrell et al. ont montré également I'importance de I'apoptose des macrophages dans I'élimination
des bactéries et I'atténuation de l'inflammation. En effet, l'infection par S. pneumoniae entraine une
forte inflammation pulmonaire (production de cytokines inflammatoires) et le recrutement de
neutrophiles. Les macrophages alvéolaires ont la capacité de phagocyter les neutrophiles en
apoptose limitant ainsi linflammation (Knapp et al. 2003). Une autre étude montre que les
macrophages alvéolaires ont la capacité de transporter rapidement les bactéries vers les ganglions
lymphatiques drainants, et cela de fagcon CCR7 indépendante et donc differemment des cellules
dendritiques (Kirby et al. 2009). Plus récemment, une étude a montré que I'lL-1B produit lors de
linfection par le pneumocoque est indispensable au recrutement des macrophages au sein du
poumon. En effet, les souris ILLR1™ ont une altération de I'expression des chimiokines recrutant les
macrophages et ont donc un nombre de macrophages beaucoup plus faible que les souris

sauvages lors de l'infection (Lemon et al. 2015).

b. Les neutrophiles

Les neutrophiles sont connus pour jouer un réle important dans les infections bactériennes.
L’infection par S. pneumoniae induit une augmentation de I'expression du Protease-Activated
Receptor 1 (PAR-1) sur les cellules épithéliales, ce qui suscite un fort recrutement de neutrophiles
au sein du poumon (José et al. 2015). Une autre étude a montré un rdle crucial du récepteur
CXCR2 pour le recrutement des neutrophiles et des macrophages alvéolaires. En effet, les souris
CXCR2" présentent une mortalité plus élevée accompagnée d’une charge bactérienne pulmonaire
forte en plus d’une absence de recrutement des neutrophiles aprés infection par le pneumocoque
(Herbold et al. 2010). La glycoprotéine Galectine-3 est connue pour étre importante pour la
phagocytose des neutrophiles. Lorsque cette molécule produite par les macrophages est absente,
les souris ont plus de bactéries dans les poumons et une survie plus faible aprés infection
(Farnworth et al. 2008).

Les neutrophiles permettent la clairance bactérienne en partie grace a leur capacité de
produire des « pieges extracellulaires » appelés NETs (Neutrophils Extracellular Traps), de fagon
IFN-y dépendante (Yamada et al. 2011). S. pneumoniae peut se fixer aux neutrophiles via I'a-
enolase, une enzyme glycolytique présente a sa surface. Grace a cette interaction, la bactérie peut
induire la formation de NETs (Mori et al. 2012).

Enfin, une étude plus récente montre un réle double des neutrophiles. En effet, si on dépléte
les neutrophiles avant l'infection les souris ont une mortalité plus élevée. Néanmoins, si on dépléte
ces cellules 12 heures aprés l'infection les souris ont une survie améliorée. Ceci suggere que les
neutrophiles ont un réle bénéfique au début de linfection, mais auraient un rble délétére,

probablement inflammatoire, apres 12 heures (Bou-Ghanem et al. 2015).
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c. Lymphocytes Tyd

Les lymphocytes Tyd constituent une population hétérogéne de cellules. Il en existe en effet
plusieurs sous-types définis selon leur réarrangement du TCR et leur localisation dans le corps. La
fréquence de ces cellules augmente au cours de l'infection bactérienne et principalement les sous-
populations y1 et Vy4. Ces cellules sont actives et capables de produire des cytokines
inflammatoires (Kirby et al. 2007). L’absence des lymphocytes Tyd se traduit par une forte
inflammation pulmonaire associée a la formation de granulomes et une augmentation du nombre de
DC et de macrophages (Kirby et al. 2007). En effet les lymphocytes Tyd ont la capacité de tuer par
un mécanisme de cytotoxicité les DC et les macrophages, empéchant ainsi la mise en place d’'une
inflammation pulmonaire. Par ailleurs, les souris déficientes pour la sous-population Vy4 sont
beaucoup plus sensibles a l'infection par S. pneumoniae (Nakasone et al. 2007). En effet, ces
souris déficientes ont une mortalité et une charge bactérienne beaucoup plus élevée que les souris
sauvages. Des travaux récents dans le laboratoire ont confirmé le role clé des lymphocytes Tyd,
notamment ceux produisant I'lL-17A, dans les mécanismes de défense inné contre le

pneumocoque (C. Paget. Communication personnelle)

d. NKcells

Deux études différentes montrent un effet néfaste des cellules Natural Killer dans l'infection
par le pneumocoque. En effet, une premiére étude montre que les souris SCID déplétées en
cellules NK ont une charge bactérienne plus faible dans le sang et une diminution de la production
de cytokines inflammatoires (Kerr et al. 2005). Une étude plus récente a confirmé ces résultats chez
des souris C5BI/6. Cette étude montre également une survie compléte des souris déplétées en

cellules NK alors que les souris sauvages ont une survie d’environ 40% (Christaki et al. 2015).

e. iNKT cells

Le role des cellules iNKT a été étudié de deux fagons dans le modéle d’infection par le
pneumocoque. L’équipe de Kawakami a montré un réle bénéfigue de ces cellules grace a
l'utilisation de souris knock-out. En effet, ces souris déficientes en cellules INKT ont une survie
faible, une charge bactérienne élevée et un défaut de recrutement de neutrophiles, comparées aux
souris sauvages (Kawakami et al. 2003). Ces travaux montrent également une augmentation du
nombre de cellules iINKT au site d’infection, phénoméne dépendant de la chimiokine MCP-1 . Par
ailleurs l'a-galactosylceramide, puissant activateur de ces cellules, a un rdle protecteur dans
l'infection par S. pneumoniae (Ilvanov et al. 2012 ; Nakamatsu et al. 2007 ; Kawakami et al. 2003).
Il semblerait que I'lFN-y produit par les cellules iINKT soit important dans leur réle protecteur
puisque l'injection de cette cytokine chez des souris déficientes permet de diminuer la charge
bactérienne. De plus, si l'injection d’a-GalCer permet le contréle de la charge bactérienne, l'injection

d’un anticorps neutralisant I'lFN-y au méme moment inhibe cet effet (Nakamatsu et al. 2007). Une
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étude a également confirmé l'effet des cellules iINKT sur la survie et le contrble de la charge
bactérienne grace a un modele de déplétion avec un anticorps neutralisant le CD1d (Christaki et al.
2015). Enfin, une étude menée au laboratoire a mis en évidence que les DC CD103" sont
indispensables a 'activation des cellules iNKT par I'a-GalCer et que I'lFN-y et I'lL-17 produit par les
cellules iNKT ont un réle déterminant dans I'induction de la réponse anti-bactérienne (lvanov et al.
2012)

3. Lerole de I'immunité adaptative

a. Role des lymphocytes T

Les lymphocytes T sont connus pour avoir un role bénéfique dans un grand nombre de
pathologies infectieuses. Ces cellules sont capables de produire, apres activation, de nombreuses
cytokines telles que I'IFN-y, I'lL-17, IL-22, TNF-a et I'lL-2. Ces cellules vont alors permettre
l'activation des macrophages alvéolaires et des neutrophiles.

Les cellules T CD4" jouent un role essentiel dans la mise en place de la réponse adaptative
et la production d’'anticorps dirigés contre le pneumocoque. En effet, les cellules T CD4" sont
rapidement recrutées dans le poumon aprés linfection (LeMessurier et al. 2010). L’équipe de
Kadioglu a montré que les souris déficientes pour le CMH de classe 2 (MHCII™) ont une charge
bactérienne plus importante dans les poumons et le sang (Kadioglu et al. 2004). Néanmoins, I'étude
de LeMessurier montre une meilleure survie des souris MHCII” ou des souris traitées avec un
anticorps neutralisant le CD4 avec une charge bactérienne dans le poumon équivalente chez les
différentes souches de souris. Cette amélioration de la survie s’accompagne d’'une diminution de la
production des cytokines pro-inflammatoires (LeMessurier et al. 2010). Cette différence de résultats
peut s’expliquer par l'utilisation de différentes souches de souris MHCII” et une taille d’inoculum
Iégérement différente.

Par ailleurs, grace a des souris CD8", Weber et al. ont montré un role bénéfique des
cellules T CD8" lors d’'une infection par S. pneumoniae de sérotype 3. En effet, les souris CD8" ont
une charge bactérienne plus forte, une pathologie pulmonaire plus importante et une survie plus
faible que les souris sauvages (Weber et al. 2011). Ces résultats ont été confirmés par I'utilisation

d’anticorps déplétant les cellules CD8".

b. Role des lymphocytes B

Le développement d’infections invasives provoquées par S. pneumoniae sont souvent
précédés d’'une colonisation naso-pharyngée. Cette colonisation induit la production d’anticorps,
lesquels participent a la clairance du naso-pharynx. Ces anticorps spécifiques reconnaissent les
polysaccharides ou les protéines bactériennes (McCool et al. 2004). Lors des infections invasives, il

a été montré que les lymphocytes B IL-7 dépendant jouaient un rdle majeur dans la production

28



d’'IgM et dans la réponse anti-pneumococcique (Shriner et al. 2010). Par ailleurs, les souris SIGNR-
1" ont un taux d’IgM beaucoup plus faible que les souris sauvages. En effet, SIGNR-1 est capable
de reconnaitre la bactérie et d’interagir avec les lymphocytes B de la zone marginale (Koopel et al.
2008).
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Chapitre 3 : Les surinfections bactériennes
de la Grippe

Les pneumonies d’origine infectieuse affectent environ 400 millions de personnes et sont la
cause de plus de 4 millions de décés chaque année (WHO). Les personnes les plus a risques sont
les jeunes enfants (&gés de moins de 5 ans) et les personnes agées (ayant plus de 75 ans). Dans
de nombreux cas, les surinfections bactériennes survenant suite a une primo-infection virale
(grippe) sont responsables de la pathologie. Les interactions entre virus et bactéries au cours de
pneumonies sont complexes et peu connues. Il a été montré en 2008 que les forts taux de mortalité
des pandémies grippales de 1918, 1957 et 1968 étaient essentiellement dus a des surinfections
bactériennes (Morens et al. 2008). En effet, grace a I'analyse de prélévements post-mortem, cette
étude a révélé une surinfection bactérienne chez 60% des personnes décédées. Parmi les
bactéries associées aux surinfections bactériennes de la grippe, on retrouve Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae et Streptococcus pneumoniae. Cette derniére représente le
pathogéne le plus fréqguemment retrouvé. Néanmoins, lors de la pandémie de 2009, seulement 4 a
20% des sujets ont développé une surinfection bactérienne. Bien que les surinfections bactériennes
aient été décrites pour plusieurs virus respiratoires, la morbidité et la mortalité associées aux

surinfections du virus de la grippe sont beaucoup plus importantes.

L. Mécanismes des surinfections bactériennes post-grippales par S.
pneumoniae

Des études épidémiologiques ont montré que les individus infectés par le virus de la grippe
sont plus susceptibles de développer des surinfections bactériennes entre 4 et 14 jours aprés
'apparition des symptdmes de l'infection virale. Les mécanismes précis menant aux surinfections
bactériennes de la grippe sont encore peu connus, mais de nombreux travaux montrent un role
majeur du virus, lequel induit des altérations mécaniques et un dysfonctionnement du systéme

immunitaire.

1. Facteurs viraux facilitant la surinfection
Le virus de la grippe possede des facteurs pouvant faciliter la surinfection et en particulier la
fixation des bactéries aux cellules épithéliales. En effet, plusieurs études montrent que l'infection
favorise l'adhérence de Streptococcus pneumoniae aux cellules épithéliales in vitro. Cette

adhérence est cependant réduite lorsqu’on a injecté a des souris de I'oseltamivir, un inhibiteur des
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fonctions de la neuraminidase (McCullers et al. 2003, McCullers et al. 2004 ; Peltola et al. 2005).
Ces travaux ont été confirmés avec un virus déficient pour la neuraminidase. De plus, lorsque
l'activité de la neuraminidase est bloquée, on observe une dissémination beaucoup plus faible de
l'infection bactérienne (McCullers et al. 2004).

La neuraminidase n’est cependant pas la seule protéine virale impliquée dans la surinfection
bactérienne de la grippe. En effet, la protéine PB1-F2, protéine induisant I'apoptose, semble
également jouer un réle. Les souris infectées avec un virus déficient pour cette protéine ont des
dommages pulmonaires plus faibles et une infection bactérienne contrdlée, ceci induisant alors une
survie améliorée (McAuley et al. 2007). Une autre étude a également montré une survie plus
importante des souris surinfectées si celles-ci étaient infectées avec une souche virale ayant une

protéine PB1-F2 non virulente (Weeks-Gorospe et al. 2012).

2. Facteurs bactériens impliqués dans la surinfection

Les composés bactériens participant a la surinfection bactérienne de la grippe sont encore
peu définis. King et al. ont étudié le réle de la neuraminidase, de I'hyaluronidase et de la protéine
PspA de Streptococcus pneumoniae dans la surinfection bactérienne de la grippe. De facon
intéressante, il semblerait que la neuraminidase et la hyaluronidase ne jouent pas de réle dans la
colonisation du pneumocoque aprés une primo-infection virale (King et al. 2009). La protéine PspA,
guant a elle, semble étre importante. Cependant, cette protéine étant connue pour jouer un role
majeur dans linfection bactérienne seule, il est difficile de déterminer son rdle exact dans la
surinfection.

Streptococcus pneumoniae a été montré comme pouvant se fixer aux Platelet-Activating
Factor Receptor (PAFR) via la phosphatidylcholine de sa paroi cellulaire (Cundell et al. 1995).
L’infection par le virus induit 'augmentation de I'expression de PAFR et les souris déficientes pour
ce récepteur ont une meilleure survie et moins de bactéries dans le poumon et le sang comparées
aux souris sauvages (Van der sluijs et al. 2006). Cependant, une étude plus récente indique que la
déficience ou la neutralisation de PAFR n’induit pas de différence d’adhérence ou de mortalité lors
de la surinfection bactérienne de la grippe (McCullers et al. 2008). En somme, peu de travaux
montrent un véritable role des facteurs bactériens dans la pathogénicité de la surinfection

bactérienne.
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3. Altérations induites par le virus de la grippe

L’infection par le virus Influenza A induit des dommages au niveau de ['épithélium
pulmonaire ainsi qu’un dysfonctionnement du systéme immunitaire tel qu’un défaut de recrutement

ou d’activation cellulaire et une altération de la production de cytokines au niveau du poumon.

a. Altération mécanique de I’épithélium pulmonaire

L’épithélium est la premiére ligne de défense contre les infections bactériennes grace a la
production de mucus et la présence de cils permettant I'élimination des bactéries. Cependant,
I'épithélium pulmonaire est également la premiére cible du virus de l'influenza A. Il a en effet été
montré que laltération de I'épithélium par Influenza A favorise la surinfection bactérienne. Le virus
induit une desquamation des cellules épithéliales et une disparition des cils (Nagent et al 1983 ;
Plotkowski et al. 1986). Six jours aprés l'infection virale, les cellules épithéliales ciliées et non ciliées
ont disparu et ont laissé place aux cellules basales, ceci entrainant une adhérence augmentée des
bactéries a la trachée (Plotkowski et al. 1986). Une étude plus récente montre une vélocité
mucociliaire de la trachée affaiblie aprés infection virale entrainant un défaut d’élimination des
bactéries (Pittet et al. 2010). Cependant, ces travaux ne montrent pas d’adhérence augmentée des
bactéries aux cellules de trachées in vitro. Enfin, Armstrong et al. décrivent une perméabilité accrue
suite a linfection virale et une apoptose prononcée des cellules endothéliales (Armstrong et al.
2012). Cependant ces études ne tiennent pas compte du réle des cellules recrutées lors de

I'infection virale.

b. Dysfonctionnement du systéme immunitaire

Le virus de la grippe induit une diminution de la production de cytokines et chimiokines en
favorisant une désensibilisation des TLR reconnaissant les composants bactériens (Didierlaurent et
al. 2008). En effet, la désensibilisation des TLR a pour conséquence la diminution de production de
KC, MIP-1a, MIP-2a et de TNF-a et GM-CSF, chimiokines et cytokines importantes dans le
recrutement des neutrophiles. Les neutrophiles semblent en effet étre absents ou inactifs dans les
poumons, au pic de susceptibilité a linfection (McNamee and Harmsen 2006). L'injection d’un
anticorps déplétant les neutrophiles a un temps précoce aprés linfection virale induit une
augmentation de la charge bactérienne dans les poumons. Cependant, une déplétion plus tardive
(6 jours post-infection grippale) n’induit aucune modification. Nous pouvons ainsi émettre
hypothése que les neutrophiles ont un réle bénéfique dans une surinfection survenant
précocement dans l'infection virale, mais que ceux-ci ne sont plus la ou n’ont plus d’effet lors d’'une
surinfection tardive. D’ailleurs, des travaux de 1999 démontrent une apoptose des neutrophiles
dans les premiers jours de linfection virale (Colamussi et al. 1999). Des travaux plus récents,
démontrent un défaut de recrutement des neutrophiles, principalement di a la production d'IFN de

type | induite par l'infection virale. Les souris déficientes pour le récepteur a I'lFN de type | (IFNAR™
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), lors d’'une surinfection, ont une charge bactérienne plus faible et un recrutement de neutrophiles
augmenté au sein des poumons (Li et al. 2012). Ces souris présentent également une
augmentation de production de KC, de Mip2 et de 'activité Myelopéroxidase (MPQO) (Shahangian et
al. 2001). De plus, si on injecte aux souris IFNAR™ un anticorps neutralisant le CXCR2 (récepteur
de KC et de MIP2, impliqgué dans le recrutement des neutrophiles), on retrouve une charge
bactérienne équivalente a la charge retrouvée chez des souris sauvages non traitées. Ces travaux
montrent donc un réle délétere de 'IFN de type | dans la surinfection bactérienne.

Si les neutrophiles sont trés importants dans la clairance bactérienne lors d’'une surinfection
bactérienne de la grippe, les macrophages restent des cellules ayant un rbéle majeur dans le
contréle de l'infection par S. pneumoniae. Il a d’ailleurs été montré que linfection par le virus
Influenza A induit la mort des macrophages alvéolaires et la disparition presque totale de ces
cellules (Gohneim et al. 2013). L'injection de GM-CSF chez les souris grippées au moment de la
surinfection permet d’augmenter le nombre de macrophages alvéolaires dans le poumon et de
contréler la charge bactérienne. Une seconde étude menée par Sun en 2008 démontre que les
macrophages alvéolaires ne jouent plus leur rdle de phagocytes. Dans ce mécanisme, la production
d’'IFN-y au cours de linfection virale diminue I'expression de MARCO (MAcrophage Receptor with
COllagenous structure), un récepteur clé dans la reconnaissance et l'internalisation des bactéries
par les macrophages (Sun et al. 2008). Les souris IFN-y” ont ainsi une survie plus élevée et une
charge bactérienne plus faible que les souris sauvages. Des résultats équivalents ont été obtenus
avec un anticorps neutralisant I'lFN-y (Sun et al. 2008 et données personnelles).

Si les cellules immunitaires ont un réle important, les cytokines produites suite a l'infection
virale peuvent également accroitre la susceptibilité a la surinfection. En effet, l'infection virale induit
une forte production d’IL-10 dans les poumons, cytokine anti-inflammatoire qui pourrait étre délétére
dans la surinfection bactérienne post-grippale. En effet, I'injection d’'un anticorps neutralisant I'lL-10
induit une diminution de la charge bactérienne et une meilleure survie des souris lors d’une
surinfection bactérienne de la grippe (Van der Sluijs et al. 2004). Néanmoins les souris IL-10" sont
plus résistantes au virus. En effet, ces souris ont plus de lymphocytes B au lieu d’infection que les
souris sauvages, et présentent dés lors un fort taux d’anticorps. L'absence d’'IL-10 au sein des
lymphocytes B induit donc une réponse adaptative plus rapide et ainsi un meilleur contrdle de
linfection virale (Sun et al. 2010). Ces souris IL-10" présentent également une production de
cytokines de type Th17 plus importante que les souris sauvages. Par ailleurs, il semblerait que les
cellules T CD4" soient les cellules productrices majoritaires de I'lL-10 lors de linfection virale
(McKinstry et al. 2009). Ainsi I'lL-10 produit lors de l'infection par Influenza A inhibe la réponse
Th17, réponse connue pour étre importante dans la défense antibactérienne. La réponse Th17 ne
serait cependant pas affaiblie uniquement par I'lL-10. En effet, Kudva et al ont montré que la
diminution de la production d’IL-17 et d’IL-22 serait, en partie, due a 'augmentation de production

d’IFN de type | suite a linfection virale (Kudva et al. 2011). Une étude montre également que
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l'infection par le virus Influenza A inhibe la production d’IL-1f lors de la surinfection bactérienne,
cytokine importante dans la défense anti-bactérienne (Robinson et al. 2013). Par ailleurs, des
travaux récents démontrent que l'infection virale induit la production d’IL-27. Les souris IL-27" ont
une production plus faible d’IL-10 et plus forte d’'IL-17 et d’IFN-y, le tout résultant en une diminution
de la charge bactérienne pulmonaire. L'IL-27 serait donc le point de départ du dysfonctionnement
immunitaire induit par le virus Influenza A (Robinson et al. 2015). Enfin, I'lL-22 a aussi un réle
important dans la surinfection bactérienne de la grippe. En effet, cette cytokine est produite trés
rapidement aprés l'infection virale et les souris IL-22" sont plus susceptibles a la surinfection
bactérienne. Ces souris ont une pathologie trés prononcée et une survie a l'infection virale plus
faible que les souris sauvages (lvanov et al. 2013). Les souris déficientes pour I'lL-22 ont une
fonction pulmonaire altérée, une réparation des dommages épithéliaux réduite et un dépét de
collagéne plus important (Pociask et al. 2013). Cette cytokine est donc importante pour garder
l'intégrité de la barriére épithéliale lors de linfection virale

L’infection virale met donc en place un environnement immunologique dysfonctionnel au
sein du poumon, ceci empéchant une bonne réponse a la surinfection bactérienne. En effet, la
combinaison d’un défaut de réponse cellulaire et d’'une production cytokinique importante induit une

susceptibilité accrue a l'infection par S. pneumoniae.

II. Moyens thérapeutiques

Les surinfections bactériennes de la grippe ayant un taux de mortalité trés élevé et étant
difficile a prévenir, un grand nombre d’équipes se sont intéressés a la prévention de la maladie par

I'utilisation de différents traitements.

1. Traitements par agonistes TLR

Les TLRs sont importants dans la reconnaissance du pneumocoque et l'induction de la
réponse immunitaire contre celui-ci. L'utilisation d’agonistes, et ainsi 'activation de ces TLRs,
pourrait protéger de la surinfection bactérienne. En 2013, une étude montre que ['utilisation de
Pam2Cys, agoniste de TLR2, permet de diminuer la charge virale lors de I'infection par Influenza A
et d'augmenter la survie des souris. De plus, 'administration de cet agoniste permet de limiter la
perte de poids engendrée par I'infection virale, phénotype prédisposant a la surinfection bactérienne
(Tan et al. 2012 ; Mifsud et al. 2014). L’injection d’un autre agoniste du TLR2, MALP-2, permet
d’augmenter le recrutement de leucocytes et la production d’IL-13 et de TNF-a lors de l'infection par
le virus Influenza A. De plus, l'injection de MALP-2 24h avant I'infection par S. pneumoniae permet
d’augmenter la survie des souris surinfectées, de réduire la perte de poids et de contrler la charge
bactérienne (Reppe et al. 2015). De plus, linjection de cet agoniste TLR2 n’induit pas

d’inflammation pulmonaire. Néanmoins, les souris TLR2™" ne sont pas plus sensibles que les souris
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sauvages lors d'une surinfection bactérienne de la grippe (Dessing et al. 2007). Ceci pourrait
s’expliquer par le fait que les souris sauvages sont déja trés sensibles a la surinfection et qu'une
sensibilité plus importante est difficle a mettre en évidence. Le TLR2 pourrait ainsi une cible
potentielle pour diminuer la susceptibilité des souris aux surinfections bactériennes.

L’activation du TLR5, récepteur de la flagelline bactérienne, est connue pour protéger contre
une infection létale de S. pneumoniae (Munoz et al. 2010). Linjection de la flagelline aprés
linfection virale permet d’induire une forte production de cytokines et de chimiokines et ainsi
d’induire une forte immunité, laquelle protége contre la surinfection bactérienne post-grippale (Porte
et al. 2015).

2. Traitements par cytokines

L’infection virale induisant un dysfonctionnement immunitaire, plusieurs équipes ont étudié
l'effet de la supplémentation en cytokines afin de mieux contrbler la surinfection. L’absence des
macrophages dans les poumons de souris grippées au moment de la surinfection est 'un des
facteurs importants induisant la susceptibilité a celle-ci. Ainsi, l'injection de GM-CSF pendant
l'infection virale permet de protéger contre une surinfection bactérienne de la grippe par
Streptococcus pneumoniae. Celle-ci permet en effet d’augmenter l'influx de macrophages dans les
poumons. L’injection de GM-CSF, et donc l'influx de macrophages, permet de réduire le nombre de
bactéries lors de la surinfection (Gohneim et al. 2013). Par ailleurs, les souris surexprimant le GM-
CSF ont moins de bactéries dans les poumons lors d’'une surinfection par Staphylococcus aureus,
comparées aux souris sauvages et un taux d’albumine dans les lavages broncho-alvéolaires
beaucoup plus faible. De plus, l'influx de macrophages et de neutrophiles est important sans pour
autant augmenter [linflammation pulmonaire. Cette protection serait liée au fait que les
macrophages alvéolaires produisent du ROS, car la neutralisation de la production de ROS inhibe
le rdle protecteur de la surproduction du GM-CSF (Subramaniam et al. 2014).

L’absence de production de cytokines Th17 lors de la surinfection est une des causes du
taux de mortalité importante. Les cellules Tyd sont connues pour étre les productrices majoritaires
d’IL-17. Li et al. ont réussi a protéger les souris de la surinfection bactérienne de la grippe en
injectant des cellules Tyd productrice d’IL-17 de souris IFNAR™ chez des souris sauvages
surinfectées (Li et al. 2012). En effet les IFN de type | bloquent la production et la signalisation de
l'IL-17. Ainsi lorsque la production d’IL-17 par ces cellules n’est pas bloquée, I'effet protecteur de
cette cytokine est important.

Deux études ont également mis en évidence que l'injection d’IL-1B ou d’IL-23 induisait une
diminution de la charge bactérienne, une meilleure survie des souris et une augmentation de la
production de cytokines de type Th17 dans le cas d’une surinfection par S. aureus (Robinson et al.
2013 ; Kudva et al. 2011).
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3. Traitements par antibiotiques

La mortalité survenant suite aux surinfections bactériennes de la grippe est essentiellement
due a une charge bactérienne excessive dans les poumons et en périphérie. L’utilisation
d’antibiotiques pourrait donc s’avérer bénéfique dans la surinfection bactérienne post-grippale. En
effet, plusieurs antibiotiques semblent avoir un effet bénéfigue lors de la surinfection :
Azithromycine, Ampicilline et Clindamycin. Cependant, si I'ampicilline contréle la croissance
bactérienne, cet antibiotique induit une forte pathologie pulmonaire (Karlstrom et al. 2009).
Quelques années plus tard, la méme équipe met en évidence une plus grande efficacité de
I'Azithromycine. Cet antibiotique bactériostatique n’induit aucune pathologie pulmonaire.
Cependant, ces travaux montrent un rdle anti-inflammatoire de I'antibiotique, indépendant de son
rle antibactérien grace a une souche de S. pneumoniae résistante a I'’Azithromycine (Karlstrom et
al. 2011). Cette étude démontre ainsi que le contrbéle de la charge bactérienne n’est pas suffisant
pour améliorer I'issue de la surinfection. Damjonavic et al. émettent 'hypothése que pour améliorer
la survie et réduire la pathologie des surinfections, il faut contréler la charge bactérienne ainsi que
la pathologie pulmonaire. Les souris traitées avec I'Azithromycine seule perdent moins de poids et
ont une charge bactérienne diminuée. Cependant, la combinaison de [l'antibiotique avec la
dexaméthasone, un anti-inflammatoire, permet un meilleur contrble de la charge bactérienne et de
la perte de poids, une réponse inflammatoire amoindrie, ainsi qu’une pathologie pulmonaire
beaucoup plus faible (Damjanovic et al. 2013). L’ampicilline permet également de contréler la
charge bactérienne lors d’'une surinfection peu sévere. Cependant, lorsque l'infection se révéle
sévere (une forte croissance bactérienne au sein des poumons), cet antibiotique seul ne semble
pas avoir d’effet. Le traitement a la dexaméthasone au moment du traitement antibiotique et de
l'infection pneumococcique permet d’améliorer la survie et de réduire le taux d’albumine et le
nombre de neutrophiles au sein du poumon. Un traitement plus précoce (trois jours aprés l'infection
virale) ne permet pas d’obtenir les mémes résultats (Gohneim et al. 2014). Nous avons vu plus haut
que l'injection de flagelline lors de linfection virale permet d'induire une immunité limitant la
surinfection. Il s’avére que l'injection simultanée de flagelline et d’amoxicilline permet de réduire de
facon considérable la charge bactérienne dans les poumons et de limiter la propagation des
bactéries (Porte et al. 2015).

Le traitement par antibiotiques est ainsi une approche prometteuse qui permettrait a terme
de contrdler la pathologie. Cependant, le choix de I'antibiotique est primordial car le contréle de la
charge bactérienne ne semble pas étre suffisant pour améliorer la pathologie et la survie. Celui-ci
doit également avoir un réle anti-inflammatoire permettant le contrle des dommages pulmonaires

engendrés par la surinfection.
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Chapitre 4 : Les lymphocytes T Natural
Killer (NKT)

L. Caractérisation

1. Découverte

Le terme de cellules NKT apparait pour la premiére fois en 1995. A I'époque, il désigne des
cellules ayant a la fois les caractéristiques des cellules T et des cellules NK, et plus particulierement
'expression de la molécule NK1.1. Tout a commencé en 1987 lorsque deux laboratoires constatent
I'existence, chez la souris, de cellules Tap exprimant de fagcon modérée le TCR, de fagon plus forte
la chaine V8, le tout accompagné d’'une absence des molécules CD4 et CD8 (Budd et al. 1987 ;
Fowlkes et al. 1987). En parallele, deux autres laboratoires découvrent une sous-population de
cellules Tap exprimant la molécule NK1.1, laquelle était considérée jusque-la comme spécifique
des cellules NK (Ballas et al. 1990 ; Sykes et al. 1990). Cette sous-population présente de fortes
similarités avec la population décrite en 1987 puisqu’elle présente un TCRaB trés conservé
exprimant préférentiellement le chaine V(38 et n’exprime pas les molécules CD4 et CD8 (Double
Négative, DN). Quelques années plus tard, il est mis en évidence que ces cellules sont de fortes
productrices d'IFN-y, d’IL-4 et de TNF-a, ce qui intensifia par la suite l'intérét des recherches
(Zlotkik et al. 1992 ; Arase et al. 1993). En 1994, dans une étude chez 'homme, une population de
lymphocytes T DN exprimant un réarrangement invariant du TCR de type Va24-JaQ (actuellement
nommeé Va24-Ja18) est mise en évidence. Ces cellules représentent 'équivalent humain de ce que
l'on appelle a I'époque les lymphocytes T invariant murins (Dellabona et al. 1994). Néanmoins,
'hétérogénéité et 'importance du nombre de paramétres qui entrent en jeu dans la caractérisation

des cellules NKT fait que depuis 1995, ce terme est encore parfois employé a mauvais escient.

2. Classification

Pendant longtemps, I'expression de la molécule NK1.1 sur des cellules Tap était suffisante
pour définir ces cellules comme étant des cellules NKT. Toutefois, la définition des cellules NKT est
plus compliquée et une description se limitant a I'expression de cette molécule semble
inappropriée. En effet, toutes les souches de souris n’expriment pas le marqueur NK1.1 ou
possedent un polymorphisme pour cette molécule, ce qui la rend indétectable a un anticorps
reconnaissant le NK1.1 (Souris Balb/C, SJL, CBA, NOD ou encore 129SV). De plus, il est connu
que certains lymphocytes T conventionnels peuvent exprimer le NK1.1 suite a une activation

(Assarsson et al. 2000). Néanmoins, ces derniéres années de nombreuses études portant sur le
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développement et les propriétés fonctionnelles et phénotypiques des cellules NKT ont permis
d’établir une nomenclature admise par les chercheurs. Cette nomenclature prend en compte le
répertoire TCRa conservé, I'expression du marqueur NK1.1, la restriction a la molécule CD1d et la
reconnaissance des glycosphingolypides (GSL) tel que I'a-Galactosylcéramide (a-GalCer).

Cette nomenclature permet de classer les cellules NKT en trois groupes distincts : les
cellules NKT de type | (ou NKT invariants, iNKT), les cellules de type Il (ou NKT variants, vVNKT) et
les cellules de type Il (ou NKT-like) (voir Figure 3).

a. Cellules NKT de type I (iNKT)

Cette population de cellules NKT a la particularité d’exprimer un TCR semi-invariant formé
d’'une chaine a invariante monomorphe, utilisant uniquement un réarrangement Va14-Ja18. Cette
chaine a est associée le plus souvent a une chaine V8.2 ou aux segments VB37 ou V2 (Lantz et
al. 1994). Les cellules iINKT ne sont pas restreintes au complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)
de classe | ou Il, contrairement aux lymphocytes T conventionnels, mais a la molécule CD1d,
apparentée au CMH de classe |. La molécule CD1d a un réle majeur dans l'activation des cellules
iINKT, mais a également un réle dans I'ontogénie de ces cellules (Gapin et al. 2001). L'a-GalCer,
composeé isolé a partir de I'éponge marine Agelas mauritianus, est capable de s'insérer dans la
poche du CD1d et ainsi d’activer de facon forte et spécifique les cellules iINKT. Cette sous-
population est actuellement la plus documentée et la plus étudiée car il existe différents outils
permettant son étude spécifique. En effet, en 2000, I'équipe de M. Kronenberg a produit un
tétramere CD1d/a-GalCer composé de quatre molécules de CD1d chargées avec le ligand a-
GalCer (Matsuda et al. 2000). Ce tétramére permet d’identifier spécifiquement les cellules iNKT par
méthode de cytométrie en flux. L’étude des cellules iINKT est également facilité par I'existence de
souris déficientes pour le segment Ja18 du TCR (souris Ja18"). Ces souris sont totalement
dépourvues de cellules iINKT et permettent d’étudier I'impact qu’ont ces cellules dans différentes
pathologies (Cui et al. 1997).

En ce qui concerne le phénotype, il a été décrit deux sous-populations : les cellules
CD4"CDS8 et les cellules CD4'CD8 (ou DN). Chez 'homme, une sous-population CD8" existe mais
n‘est pas retrouvée chez la souris (Ishihara et al. 1999). Les cellules CD4" et DN ne présentent pas
les mémes aptitudes a produire les cytokines. Par ailleurs, la molécule NK1.1, qui a servi a identifier
ces cellules au départ, n'est finalement pas indispensable pour la caractérisation des cellules iINKT
puisqu’une de leurs sous-populations est NK1.1". Les cellules de cette population sont de plus CD4"
pour la majorité d’entre elles (Matsuda et al. 2000). Si les cellules NK1.1" ont été pendant longtemps
considérées comme immatures, il s’avere qu’une partie d’entre elles sont matures et produisent de
lIL-17 (Michel et al. 2007). Les cellules iNKT expriment a leur surface d’autres marqueurs de

cellules NK tels que Ly49, NKG2A et NKG2D. Enfin, ces cellules présentent également un
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phénotype ressemblant a celui des cellules mémoires puisqu’elles expriment le CD62L, le CD69, le
CD44 et le CD122 (Bendelac et al. 2007).

b. Cellules NKT de type II (VNKT)

Contrairement aux cellules iINKT, relativement peu de choses sont connues sur les VNKT.
Ces cellules sont CD1d restreintes mais ne possédent pas de réarrangement Va14-Ja18 (Cardell et
al. 1995 ; Park et al. 2001). Activées via le CD1d, ces cellules reconnaissent une plus grande
variété de ligands lipidiques mais pas I'a-GalCer. Le tétraméere CD1d/a-GalCer ne peut donc pas
étre utilisé pour les identifier. Leur répertoire TCR est plus diversifié et est composé des chaines
Va3.2-Ja9/VB8 ou Va8/VB8 (Bendelac et al. 2007). De plus, il est connu que la majorité des cellules
VNKT expriment le NK1.1. Néanmoins, peu de travaux ont été réalisés sur ce type cellulaire, leur
étude spécifique étant difficile. Toutefois, il est connu que les cellules iINKT et les cellules VNKT
peuvent avoir un réle antagoniste durant les pathologies infectieuses ou cancéreuses (Duthie et al.
2005 ; Mallevaey et al. 2007 ; Terabe et al. 2014).

c. Cellules NKT de type III (NKT-like)

Cette population est la plus hétérogéne. Ces cellules expriment le NK1.1 et sont activées de
facon CD1d-indépendante. Elles ont un répertoire TCR plus diversifié que les NKT de type | et de
type Il et leur activation est restreinte au CMH (lwabuchi et al. 1998 ; Legendre et al. 1999). Les
NKT-like sont majoritairement CD8+, certaines d’entre elles peuvent étre CD4+ ou DN. Elles
expriment également le CD3 et le CD56 (Jiang et al. 2014). Néanmoins, ces cellules produisent peu
de cytokines in vitro (Hammond et al. 2001). Le rble des cellules NKT-like est encore peu connu
mais leur r6le dans les pathologies infectieuses commence a étre étudié (Jiang et al. 2014).

NKT Type | NKT Type Il NKT Type Ill

TCR-a Valdlals (s) Divers Divers

Va24Jal8 (h) Va3.2-Ja9, Va8

TCR-B VB8.2,7.2(s) Divers, VB8 (s) Divers

VB11(h)
CD4 et CD8 CD4* ouDN (s) CD4* ouDN CD4+, CD8*, DN
CD4+,CD8*, DN (h)
a-GalCerreactive? Oui Non ‘ Non

Figure 3: Caractéristiques des différentes populations de cellules NKT
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3. Localisation et homéostasie

Les cellules NKT sont retrouvées de facon ubiquitaire dans I'organisme. Ces cellules sont
surtout retrouvées dans le foie ou elles représentent entre 10 et 30% de lymphocytes résidents.
Ces cellules sont également présentes dans la rate, le poumon, les ganglions, le thymus et le sang
a une fréquence variable mais faible (en général moins de 1% de la population de lymphocytes).
Chez ’'Homme, les cellules NKT sont présentes mais dans une proportion beaucoup plus faible que
chez la souris (environ 10 fois moins) (Exley et al. 2002).

La répartition tissulaire des différents types de cellules NKT est trés hétérogéne. En effet, les
cellules iNKT sont surtout présentes dans le foie ou elles représentent 80 a 90% des cellules NKT
totales (Hammond et al. 2001). Les VNKT, quant a elles, sont principalement retrouvées dans la
rate (environ 50% des cellules NKT) (Malleveay et al. 2007). Enfin, les cellules NKT-like sont le plus
souvent retrouvées dans la rate ou la moelle osseuse (Eberl et al. 1999). Cette hétérogénéité de
répartition est due a leur différence d’expression des récepteurs aux chimiokines et des récepteurs
de « homing » (Eberl et al. 1999 ; Kim et al. 2002).

De nombreuses études se sont intéressées a ’lhoméostasie de cellules NKT. Il a notamment
été montré que I'lL-15 joue un réle essentiel dans le maintien de la survie de ces cellules. En effet,
les souris déficientes pour I'lL-15 ou son récepteur sont dépourvues en cellules iINKT (Matsuda et
al. 2002 ; Lodolce et al. 1998). De plus, le réle de I'lL-15 serait médié par I'expression de BcL-x(L)
(Gordy et al. 2011). Plusieurs études ont révélé un rble important des molécules de signal ou des
facteurs de transcriptions dans le maintien ou la génération des cellules iINKT (Slauenwhite et al.
2015). Les chimiokines ont également un rdle dans le maintien de la survie des cellules NKT. En
effet, les souris déficientes pour CXCR6 ou CXCL16 (son ligand) n’ont pas de cellules NKT dans le
foie et le poumon (Geissman et al. 2005). Enfin, la protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich (WAsp)
est importante pour la migration des cellules NKT du thymus dans les différents organes. En effet,
les souris WAsp-/- ont le méme nombre de cellules dans le thymus mais ont nettement moins de
cellules dans les autres organes. De plus, ces cellules sont incapables de produire des cytokines

telles que I'lFN-y et I'lL-4 aprés stimulation avec I'a-GalCer (Astrakhan et al. 2009).

4. Sélection et maturation

a. Sélection positive et négative

Tout comme les lymphocytes T conventionnels, les cellules iINKT subissent une sélection
positive et une sélection négative. Les cellules iINKT sont issues de thymocytes CD4" CD8" ayant
un réarrangement particulier de leur TCR. La formation du TCR est un élément clé dans le
développement et la sélection des cellules iNKT. En effet, les souris déficientes pour les protéines
de recombinaison RAG1 et RAG2 ou les souris Jal8 déficientes sont dépourvues de cellules iINKT.

La molécule CD1d est également importante puisque les souris CD1d” sont elles aussi dépourvues
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de cellules INKT. Cette molécule doit étre exprimée sur les thymocytes corticaux afin de réaliser la
sélection positive (Bendelac et al. 1995). L’interaction TCR-CD1d se fait via la reconnaissance de
ligands endogénes tels que l'iGb3 (Zhou et al. 2004). Cependant, les souris déficientes pour
'enzyme iGb3 synthase, enzyme importante dans la biosynthése de cette molécule, ont un
développement normal des cellules iINKT (Porubsky et al. 2007). D’autres ligands (phospholipides,
gangliosides ou galactocéramides) ont été suggérés comme étant d’éventuels candidats, mais
encore peu d’études ont été réalisées sur ce sujet (Bendelac et al. 2007)

Les cellules iNKT ayant une auto-réactivité importante, les modalités de sélection négative
sont encore peu documentées. Toutefois, deux études rapportent un réle de I'a-GalCer dans le
développement de ces cellules. En effet, le traitement par 'a-GalCer de fagcon précoce induit une
inhibition du développement des cellules INKT. La surexpression du CD1d induit cette méme
inhibition (Chun et al. 2003). En revanche, un traitement plus tardif avec I' a-GalCer n’induit aucun
effet sur le développement (Pellicci et al. 2003). Nous pouvons donc en déduire que la sélection
dite négative se fait de facon précoce dans le développement des cellules iNKT. Cependant, I'a-
GalCer n’est pas un ligand physiologique, il est donc difficile d’affirmer que ces études décrivent un

mécanisme similaire a ceux induits par la reconnaissance de ligands endogenes naturels.

b. Maturation

Les cellules iNKT se développent dans le thymus ou ils se différencient et passent par
plusieurs stades de développement. Ce processus est long et est régulé par de nombreux facteurs
clés. Suite a la sélection positive, les cellules iINKT expriment le CD8, le CD4 et le facteur de
transcription ROR-yt. La grande majorité des cellules immatures perdent I'expression du CD8 et de
ROR-yt et suivent un processus de maturation se divisant en 4 étapes. Ces 4 étapes se distinguent
par I'expression des marqueurs CD24, CD44 et NK1.1. La population la plus précoce, appelée
« stade 0 » est caractérisée par les marqueurs CD4*CD24"CD44"°NK1.1° (Benlagha et al. 2005).
Par la suite les cellules entrent dans une phase de forte prolifération, appelée « stade 1 ». A ce
stade, les cellules n’expriment plus le marqueur CD24 et sont alors CD4'CD24°CD44"°NK1.1".
C’est a ce stade que les cellules s’expandent. Au « stade 2 », les cellules proliféerent moins et sont
CD4'/DN CD24"°CD44"NK1.1°. Enfin les cellules de « stade 3 » expriment davantage la molécule
NK1.1 (CD4'/DN CD24°CD44"NK1.1"™) (Benlagha et al. 2002 ; Benlagha et al. 2005). Si les
marqueurs exprimés a la surface des cellules iNKT permettent de distinguer les stades, la
production de cytokines permet également de les différencier. En effet, les cellules INKT des
stades 1 et 2 sécretent des cytokines de type Th2 (IL-4, IL-13) tandis que les cellules du stade 3
produisent des cytokines de type Th1 et plus particulierement I'lFN-y (Benlagha et al. 2002 ; Pellicci
et al. 2002). Néanmoins, la population de précurseurs ayant conservé I'expression du facteur de
transcription ROR-yt aprés la sélection positive aura, quant a elle, perdu lI'expression des

marqueurs CD4 et CD8 et deviendra CD44"NK1.1". Cette population minoritaire excelle dans la
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production de cytokines de type Th17 et plus spécifiquement d’IL-17 (Doisne et al. 2011 ; Michel et
al. 2007).

La maturation des cellules iINKT se fait par différents mécanismes régulés par de hombreux
facteurs : facteurs de transcription, cytokines et molécules exprimées a la surface cellulaire. Dans la
premiére catégorie on retrouve Egr2 (Early Growth Factor 2), lequel est induit par 'augmentation du
taux de calcium intracellulaire, lui-méme provoqué par l'activation du TCR. Les souris déficientes
pour Erg2 présentent une chute importante du nombre de cellules iNKT aprés I'étape de sélection
positive (Lazarevic et al. 2009). Erg2 induit I'expression du facteur de transcription PLZF, lequel
joue un réle essentiel dans la différenciation tardive des cellules iINKT (Seiler et al. 2012). Pour les
stades précoces du développement, les facteurs de transcriptions tels que HEB (E protein
transcription factor) et c-Myc (myelocytomatoseis oncogene) sont importants. En effet, les
thymocytes de souris déficientes pour HEB ou c-Myc sont bloqués au stade 0 de la différenciation
(Mycko et al. 2009 ; D’Cruz et al. 2010). Pour les stades plus tardifs, le facteur de transcription
NFkB est essentiel. En effet, les souris déficientes pour ce facteur ont des cellules iNKT bloquées
au stade 2 (Stanic et al. 2004).

Les interactions cellule-cellule ont également un réle important dans la maturation des
cellules iINKT. En effet, 'absence de molécules de co-stimulation CD80 et CD86 induit un défaut de
maturation des cellules iINKT du thymus, mais pas celle des cellules iINKT périphériques (Chung et
al. 2008). Enfin, les cytokines telles que le TGFB sont fortement impliquées dans la maturation des
cellules iNKT. En effet, TGF est essentiel dans I'expansion des cellules iNKT durant le stade 1
(Doisne et al. 2009).

IL. Activation des cellules iNKT

Les cellules iINKT matures peuvent étre activées de 3 facons différentes : TCR-dépendante,
TCR-indépendante (cytokine-dépendante) ou de facon TCR- et cytokines-dépendante (voir Figure
5).

1. Activation TCR-dépendante

L’activation TCR-dépendante se fait grace a la reconnaissance d’un ligand présenté par la
molécule CD1d au TCR de la cellule. Ainsi, afin qu’il y ait activation, I'expression de la molécule
CD1d a la surface des cellules présentatrices d’antigénes et la présence de ligands endogénes ou

exogenes sont indispensables.

a. Lamolécule de CD1d
La molécule CD1d est une glycoprotéine transmembranaire apparentée au CMH de classe I.

Cette molécule est ubiquitaire et est donc exprimée par la majorité des cellules hématopoiétiques
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des tissus lymphoides : lymphocytes T et B, cellules dendritiques, monocytes et macrophages.
Contrairement au CMH de classe |, cette molécule présente des antigenes glycolipidiques grace a
ses deux poches hydrophobes (voir figure 4) impliquées dans la fixation d’antigénes de nature
lipidique (Moody et al. 2005).

Mouse CD1d

ﬁ,&‘ A F\

B2-microglobuline

Figure 4: Représentation en 2 dimensions de la molécule CD1d murine

b. Lesligands des cellules iNKT
Peu de choses sont connues sur l'origine et la nature des ligands présentés par la molécule
de CD1d. Néanmoins, plusieurs ligands restreints par la molécule CD1d ont été décrits comme

étant activateurs des cellules iNKT.

i. Ligands exogénes

L’a-Galactosylcéramide (a-GalCer)

L’a-GalCer a été le premier ligand découvert des cellules iNKT. Celui-ci fut découvert en
1995 lors d'une recherche menée par Kirin Pharmaceuticals sur I'éponge marine Agelas
mauritianus, afin d’'identifier des composés anti-tumoraux (Morita et al. 1995). Depuis, ce glycolipide
a été légerement modifié afin de créer un composé synthétique appelé KRN7000 (Kobayashi et al.
1995). Ce ligand se fixe a la molécule de CD1d et active de fagon importante le TCR des cellules
iNKT. Linteraction entre CD1d/a-GalCer et le TCR est puissante avec un Kd d’environ 100nM. L’a-
GalCer est un glycosphingolipide composé d’une partie hydrophobe, le céramide (une sphingosine
et un acide cérotique) et d’'un galactose lié en a. La sphingosine se fixe dans la poche F’ du CD1d,
tandis que I'acide cérotique se fixe dans la poche A’, laissant ainsi le galactose libre de se fixer au
TCR (voir figure). La conformation anomérique a du galactose semble étre trés importante puisque

le B-galactosylcéramide n’active pas, ou peu, les cellules INKT (Kawano et al. 1997).
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Il existe d’autres analogues structuraux de I'a-GalCer comme 'OCH (Miyamoto et al. 2001),
le PBS-25 (Zajonc et al. 2005) ou le Nu-a-GalCer (Aspeslagh et al. 2011) (voir Figure 5). Ces
composés ont des chaines d’acides gras et/ou une base sphingosine plus courte et activent les
cellules iNKT de fagcon moins efficace. De plus, 'OCH (sphingoside tronqué) induit une réponse
pro-Th2 tandis que le Nu-a-GalCer (substitut de type naphtyluré sur le galactose) induit une
réponse pro-Thil.

La capacité de I'a-GalCer a induire une production importante de cytokines par les cellules
iINKT en fait un candidat idéal en immunothérapie. En effet, I'activation des cellules iNKT par l'a-
GalCer se traduit par la production de cytokines de profile Thl (IFN-y), Th2, (IL-4) ou encore Th17
(IL-17). Néanmoins, l'activation des cellules iINKT par I'a-GalCer induit une anergie durable de ces
cellules (Parekh et al. 2005). Ainsi les principaux domaines de recherche sur les cellules iINKT et
l'utilisation d’analogues de l'a-GalCer doivent se concentrer sur la diminution du phénomene

d’anergie et la production spécifique d’un type de cytokine selon la réponse recherchée.

a-GalCer NU-a-GalCer
oH OH
o O Fﬂ\
HO HN)[\(CHEIZ-’: 0%opNH
™ 1 ({)H o O
$ (CH2)15 HO HN)|\(CH2)25
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OH ! ]
OH (CH2)15
OH
OCH B-GalCer
o0 H o ~_. Q. e
& (CHy) (CHz)23CHa
(o} H \T -
DA\ NH OH HO ~~ NH OH
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Figure 5: Structure de I'a-GalCer et de ses analogues.

Autres ligands exogénes

D’autres ligands exogénes ont été identifiés, principalement des composés d’origine
bactérienne. En effet, les a-galactosyldiacylglycérols isolés de la bactérie Gram™ Borrelia
burgdorferi, et plus particulierement le monogalactosyl diacylglycérol BgGL-Il, induit une
prolifération des cellules iINKT, ainsi qu’une production de cytokines par ces cellules (Kinjo et al.
2006). De plus, le composé principal de la paroi des bactéries du genre Sphingomonas (bactérie
Gram’), le GSL-1 (GlucoSphingoLipid-1, un a-galacturonocéramide) induit la production d’IL-4 et
d’'IFN-y par les cellules iNKT in vitro et in vivo (Sriram et al. 2005 ; Mattner et al. 2005). Plus
récemment, lI'équipe de Kinjo et al. a mis en évidence [leffet activateur des a-
glucosyldiacuglycerol présents a la surface de Streptococcus pneumoniae (SPN-Glc-DAG) (Kinjo et
al. 2011). Enfin, un lipopeptidophosphoglycane (LPPG) isolé de la membrane d’Entamoaba

histolytica, un parasite protozoaire, induit la production d’'IFN-y par les cellules iINKT. Cette propriété
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pourrait avoir des conséquences sur le développement des abcés hépatiques induits par 'amide
(Lotter et al. 2009).

ii. Ligands endogénes

Si les ligands exogénes des cellules NKT sont bien documentés, la liste des ligands
endogénes est moins exhaustive. Ces glycolipides sont pour la plupart des glycosphingolipides
(GSL) et des phospholipides.

L’isoglobotrinexosylcéramide ou iGb3 est un GSL provenant de la dégradation de
l'isoglobotétrahexosylcéramide par I'enzyme [(-hexoaminidase. L'iGb3 est le ligand endogéne le
plus connu. Il est impliqué dans la sélection positive des cellules NKT. En effet, les souris
déficientes pour la B-hexoaminidase présentent un déficit important en cellules NKT (environ 95%)
(Zhou et al. 2004). Les cellules dendritiques chargées avec de I'iGb3 induisent I'activation de la
majorité des cellules NKT (Xia et al. 2006). Néanmoins l'activation induite par I'iGb3 est plus faible
que celle induite par l'a-GalCer. En effet, il faut une quantité nettement plus forte d’'iGb3 pour
obtenir une activation comparable a celle obtenue par I'a-GalCer. Toutefois, les souris déficientes
pour I'iGb3 synthase (enzyme impliquée dans la synthése d’'iGb3) ont un nombre et une fréquence
normale de cellules NKT (Porubsky et al. 2007). Cette étude a remis en cause le role de I'iGb3 dans
la sélection positive des cellules iNKT.

Le diganglioside GD3 est fortement exprimé par les cellules cancéreuses (mélanomes,
carcinomes). L'injection de cellules cancéreuses exprimant le GD3 induit I'expansion d’'une sous-
population de cellules NKT (5% de la population totale). De plus, le tétramére CD1d/GD3 permet
l'activation des cellules NKT et ainsi la production d’IL-10 et d’'IFN-y par ces cellules (Wu et al.
2003).

2. Activation cytokines-dépendante

De nombreuses études ont montré que certaines cytokines sont capables d’activer les
cellules INKT et cela en absence de stimulation dépendante du TCR. Les premieres études
montrent que I'ajout exogéne d’IL-12 et d’IL-18 est suffisant pour induire I'activation des cellules
iINKT (Cui et al. 1997 ; Eberl et al. 1998 ; Leite de Moraes et al. 1999). Plus tard, d’autres travaux
montrent que I'engagement des TLR9 et TLR4 présents sur les DC permet une activation CD1d-
indépendante, via I'lL-12 et de I'lL-18 produit par ces cellules (Nagarajan et al. 2007 ; Tyznik et al.
2008). Les cellules iINKT produisent de I'lFN-y lors d’une infection par le cytomegalovirus,
probablement via 'engagement du TLR9. L’activation de ces cellules est essentiellement induite par
IL-12 et les IFN de type | (Wesley et al. 2008). L’activation des cellules iINKT par Streptococcus
pneumoniae et par Sphigomonas yanoikuyal est dépendante de I'lL-12 produit par les DC (Brigl et
al. 2011). L’IL-33 induit la prolifération et I'activation des cellules iINKT (Bourgeois et al. 2009) tandis
que I'lL-1B et I'lL-23 induisent la production d’IL-22 par ces cellules (Paget et al. 2012).
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3. Activation dépendante du TCR et des cytokines

Si certaines bactéries comme Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus et
Mycobacterium tuberculosis ne possedent pas de glycolipides pouvant activer directement les
cellules iNKT, I'activation de ces cellules se fait quand méme via le CD1d (Brigl et al. 2003 ; Mattner
et al. 2005). En effet, ces bactéries induisent un programme de maturation au sein des APC
conduisant a la néo-synthese d’antigénes lipidiques. Les TLR4, 7 et 9 semblent avoir un réle
important dans celle-ci. En effet, le LPS, le R848 et le CpG-ODN induisent I'activation des cellules
iNKT via la néo-synthése d’antigénes lipidiques (Brigl et al. 2003 ; Mattner et al. 2005 ; Paget et al.
2007 ; Brigl et al. 2011). Dans ce processus, les cytokines IL-12, IL-18 et/ou IFN de type |

coopérent et induisent la production d’IFN-y par les cellules iINKT.

CPA iNKT
Activation _ y =
dépendantedu TCR iy )= — ) ——> IFN+, IL-17, IL-4
‘' cDld TR
IL-12,1L-18,
IL-23,1L-1B
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B4 _auxcytokines
Activation = /7
dépendante des cytokines = 9 — |\( //‘,:‘ —> IFN-y, IL-17, 1L-22
Activation ) ;'\
dépendantedu TCR o /4 N IEN
et des cytokines X 9 amsteeS| ( ) » v

D1d TR

Figure 6: Schéma des différents mécanismes d’activation des cellules iNKT.
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4. Cellules activatrices

a. Cellules dendritiques et cellules dérivées de monocytes

Comme nous l'avons vu précédemment, les cellules INKT sont activées par plusieurs
mécanismes. Dans ce processus, les cellules présentatrices d’antigeénes jouent un rdle crucial.
Parmi celles-ci, les cellules dendritiques (DC) représentent la population archétype des APC
professionnelles.

Les DC forment un groupe hétérogéne d’APC, composé de plusieurs sous-populations
divisées selon leur phénotype (expression de marqueurs) et leur fonction. Les deux grandes sous
populations sont les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) et les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC). Cette derniére population exprime peu le CD1d et est principalement
connue pour sa capacité a produire de fortes quantités d'IFN de type | en réponse a une stimulation
virale (Schlitzer et al. 2015). Parmi les cDC, deux populations se distinguent : les DC de type 1
exprimant le CD8 (organe lymphoide) ou le CD103 (organe non-lymphoide) et les DC de type 2
exprimant le CD4 (organe lymphoide) ou le CD11b (organe non-lymphoide) (voir Figure7). Dans les
poumons, nous retrouvons ainsi des DC CD103" ou des DC CD11b". Les cellules CD103*/CD8"
sont les seules a exprimer le TLR3 et sont donc les premiers senseurs des infections virales. De
plus, les cellules CD103" jouent un role important dans Iinduction de la réponse T CD8" (Ho et al.
2011), les cellules CD11b" sont quant a elles importantes pour l'induction de I'immunité a long
terme.

Outre les cDC, il existe une population dérivée de monocytes générés et recrutés dans les
tissus suite a un stimulus inflammatoire ou microbien. Ces cellules, appelées Monocyte-derived DC
(MoDC), étaient classées au départ comme DC inflammatoires puisqu’elles ont la capacité de
présenter des antigénes et expriment des marqueurs communs aux cDC. Cependant, les MoDC ont
une forte plasticité et sont MHCII*, CD11c* CD11b* CD64" alors que les cDC sont MHCII*, CD11c"
CD11b" CD64" (Langlet et al. 2012 ; Schlitzer et al. 2015) (voir Figure 7). Encore peu de choses
sont connues sur ce type cellulaire.

Les DC sont connues pour activer les cellules INKT dans différentes pathologies (Brigl et al.
2003 ; Mattner et al. 2005 ; Bialecki et al. 2011). Ainsi, les cellules CD8" induisent une réponse anti-
tumorale médiée par les cellules INKT (Macho-Fernandez et al. 2014). Les cellules CD103" ont
quant & elles un réle clé dans la protection contre S. pneumoniae en activant directement les

cellules iINKT de fagon CD1d-dépendante (lvanov et al. 2012).
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Figure 7: Schéma des différentes populations de cellules dendritiques

b. Autres cellules activatrices

Les cellules dendritiques ne sont pas les seules ayant la capacité d’activer les cellules iNKT.
En effet, les macrophages et les lymphocytes B expriment la molécule CD1d et sont connus pour
activer les cellules iNKT.

Les macrophages CD169" présents dans les ganglions activent rapidement les cellules iNKT
de facon CD1d-dépendante (Barral et al. 2010). En effet, I'inoculation de particules chargées avec
de 'aGC a permis de mettre en évidence que les cellules INKT reconnaissent les antigénes
chargés sur les macrophages CD169" des ganglions. Ce contact induit I'activation et la prolifération
de cellules iINKT. Une seconde étude décrit une production d’IL-4 et d’'IFN-y par les cellules iNKT,
dans le foie et la rate, induite par les macrophages CD169" avec une meilleure activation dans le
foie. En effet, c’est dans cet organe que ces cellules sont le plus retrouvées (Kawasaki et al. 2013).

Les lymphocytes B humains circulants sont capables de présenter I'a-GalCer aux cellules
iINKT (Galli et al. 2003). Les cellules B aident ainsi & la maintenance des cellules INKT (Bosma et al.
2012). Une étude menée au laboratoire a également montré que les lymphocytes B de la zone
marginale de la rate (cellules MZB) sont capables d’activer les hybridomes iNKT in vitro, mais pas

les cellules iNKT ex vivo (Bialecki et al. 2009).
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III. Réle des cellules iNKT dans les pathologies

Nous avons vu précédemment que les cellules iINKT ont un réle bénéfique dans les
infections par le virus de la grippe ou par S. pneumoniae. Les études sur I'implication des cellules
INKT dans les pathologies cancéreuses, infectieuses ou inflammatoires sont trés nombreuses. Le
réle de ces cellules differe en fonction du modele de pathologies et peuvent ainsi étre bénéfiques

ou déléteres.

1. Cancers

L’a-GalCer a été initialement isolé pour ses propriétés anti-tumorales (Morita et al. 1995).
Son pouvoir anti-tumoral est principalement d{i a sa capacité d’activer les cellules iNKT. L’activation
de ces cellules permet, en effet, de diminuer le développement de cancers chez la souris (Smyth et
al 2002). De plus, les souris Ja18" sont plus susceptibles au développement de sarcomes et
l'injection de cellules iINKT permet de contréler le développement du cancer (Crowe et al. 2002).
Ainsi, les cellules iNKT ont un réle important dans le contréle du développement de tumeurs. Les
cellules iNKT, lors de leur activation via I'a-GalCer, produisent de I'IFN-y, lequel permet de
transactiver les cellules NK, d’augmenter leur cytotoxicité et d’'induire la maturation des DC (Swann
et al. 2004). Si chez la souris I'a-GalCer a fait ses preuves comme agent anti-tumoral, les études
chez 'Homme sont moins convaincantes. En effet, les premiers essais cliniques ne sont pas
encourageants puisqu’aucune réponse anti-tumorale n’est observée chez les patients traités
guotidiennement avec le KRN7000 (Motahashi et al. 2008). De nouvelles études utilisant des APC
(notamment des DC) chargées avec I'a-GalCer dans le cas de cancer de la peau et du cou ont

donné de meilleurs résultats, cependant ceux-ci restent trés hétérogénes (Motahashi et al. 2011).

2. Pathologies infectieuses

Les cellules iINKT sont décrites pour avoir un rdle dans de nombreuses pathologies
infectieuses. Grace a l'utilisation de souris déficientes pour la molécule CD1d ou dépourvues en
cellules iNKT (Ja718"), ou dans des modéles d’activation exogéne par 'a-GalCer, il a été montré
que les cellules iINKT jouent un réle bénéfique lors d’infections expérimentales par Pseudomonas
aeruginosa (Nieuwenhuis et al. 2002) et Borrelia burgdoferi (Kumar et al. 2000), ainsi que dans des
modeles d’infections virales par le virus herpétique HSV-1 (Grubor-Bauk et al. 2008) et le RSV
(Johnson et al. 2002). Ces cellules ont également été décrites pour avoir un réle favorable dans les
infections parasitaires induites par Schistosoma mansoni (Mallevaey et al. 2007) et Plasmodium
berghei (Gonzales-Aseguinolaza et al. 2002). Dans ces infections, l'injection d’a-GalCer induit une
protection contre 'agent pathogéne et les souris déficientes, soit pour la molécule CD1d, soit pour

les cellules iNKT, ont une survie plus faible et une pathologie plus prononcée.
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Néanmoins, si les cellules INKT semblent avoir un réle bénéfique dans de nombreuses
pathologies infectieuses, des travaux montrent un réle délétere de ces cellules dans linfection par
Chlamydia muridarum et par le virus de la Dengue. En effet, les souris Ja18™ sont protégées lors
d’'une infection par C. muridarum et l'injection d’a-GalCer chez les souris sauvages aggrave la
pathologie (Bilenki et al. 2005). Une étude réalisée dans notre laboratoire a également mis en
évidence un role délétere des cellules INKT dans linfection par le virus de la dengue. Les souris
Ja18" ont une inflammation et des lésions tissulaires hépatiques plus faibles que les souris
sauvages (Renneson et al. 2011). Une étude récente chez 'homme semble confirmer ces données
(Matangkasombut et al. 2014)

3. Pathologies auto-immunes et inflammatoires

a. Pathologies pulmonaires

L’asthme est une maladie respiratoire inflammatoire affectant des millions de gens a travers
le monde. Le role des cellules iINKT dans cette pathologie a fait 'objet de hombreuses études. En
effet, les souris déficientes pour la molécule CD1d ou dépourvues en cellules iINKT ont été décrites
comme ne développant pas d’asthme allergique. Cependant, lorsqu’on injecte des cellules iNKT au
sein de ces souris, celles-ci développent I'asthme. || semblerait que les cytokines IL-4 et IL-13 aient
un réle important dans ce mécanisme (Akbari et al. 2003). De plus, I'activation des cellules NKT
pulmonaires par l'injection d’a-GalCer ou de lipides bactériens peut induire une susceptibilité a long
terme a linflammation allergique des voies respiratoires (Scanlon et al. 2011). Néanmoins,
plusieurs équipes démontrent que I'activation des cellules iINKT par l'injection d’a-GalCer avant la
sensibilisation a l'allergéne, paralyse/anergise les cellules iINKT et inhibe ainsi le développement de
'hypersensibilité respiratoire, symptdme important de I'asthme (Hachem et al. 2005 ; Matsuda et al.
2005). Ces données s’accordent pour dire que les cellules iINKT ont un rdle important dans le
développement de I'hypersensibilité respiratoire et ainsi dans le développement de l'asthme
allergique.

La BPCO est une pathologie pulmonaire touchant plus de 200 millions de personnes. Elle se
caractérise par une inflammation chronique des voies respiratoires. La BPCO induite par la fumée
de cigarette conduit a une augmentation du nombre de cellules INKT dans les poumons. Cette
augmentation est également retrouvée chez les patients atteints de BPCO. De plus, les souris Ja18

" développent moins la pathologie (Pichavant et al. 2014).

b. Autres pathologies
Le diabéte de type | est la maladie auto-immune au cours de laquelle le role des cellules
iINKT a été bien étudié. Les souris Non-Obese Diabetic (NOD) développent cette pathologie

spontanément et ont un taux plus faible de INKT (Hammond and Godfrey et al. 2002).
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L’augmentation artificielle du nombre de cellules iINKT protége ces souris du développement d’'un
diabéte, protection principalement due a leur production d’'IL-4 et d’IL-10 (Baxter et al. 1997).

L’Encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE) est un modéle expérimental murin de
la sclérose en plaque. L’injection d’a-GalCer chez les souris développant 'EAE induit une forte
production d’IL-4 par les cellules iNKT et améliore ainsi la pathologie (Furlan et al. 2003).

Si les cellules INKT ont un réle bénéfique dans le diabéte et 'EAE, ce n’est pas le cas dans
toutes les maladies auto-immunes. En effet, dans le modele murin de lupus érythémateux
disséminé (souris NZB/W) les cellules iNKT s’expandent et 'administration d’a-GalCer favorise le
développement de la pathologie. De plus, un traitement anti-CD1d semble étre bénéfique dans ce
modele (Zeng et al. 2003).

Dans l'athérosclérose, maladie se traduisant par des plaques lipidiques sur les parois des
artéres, les lésions tissulaires sont importantes. Chez les souris développant cette pathologie
(apoE™), I'injection d’a-GalCer induit des Iésions plus importantes et la production de cytokines pro-
inflammatoires (Tupin et al. 2004). Des résultats semblables ont été obtenus avec 'OCH (Nakai et
al. 2004). De plus, les souris CD1d” apoE™ ont une pathologie moins prononcée. Ainsi, les cellules

iINKT ont un réle délétére dans 'athérosclérose.

Dans I'ensemble des pathologies, qu’elles soient infectieuses, auto-immunes, inflammatoires
ou cancéreuses, les cellules iNKT peuvent avoir un rble bénéfique ou délétere. Néanmoins, le rble
de ces cellules n’a pas encore été étudié dans le cas d’'une surinfection bactérienne de la grippe.
Leur réle étant bénéfique a la fois dans l'infection grippale et dans l'infection par S. pneumoniae,

ces cellules pourraient jouer un role clé dans la surinfection.
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Objectifs de I'étude

Les surinfections bactériennes de la grippe constituent un probleme majeur de santé
publiqgue. Les mécanismes conduisant & la susceptibilité aux infections bactériennes lors de la
grippe sont complexes et font intervenir a la fois des facteurs viraux et des facteurs de I'héte. En
particulier, l'altération des structures pulmonaires (notamment des épithéliums) et un défaut de la
réponse immunitaire innée dirigée contre les bactéries ont été décrits. A ce jour, le rble potentiel
des cellules INKT dans la surinfection bactérienne post-grippale n’a pas été rapporté. Comme nous
'avons vu, ces cellules occupent une place charniére dans le systéeme immunitaire, a l'interface
entre 'immunité innée et 'immunité adaptative. Les cellules iNKT jouent un rdéle important dans la
polarisation et la régulation des réponses immunes et inflammatoires lors de pathologies comme le
cancer, les maladies auto-immunes et inflammatoires et lors des processus infectieux notamment
au niveau des mugueuses. Au sein du laboratoire, le rble protecteur des cellules INKT dans
l'infection virale par le virus Influenza A (IAV) (Paget et al. 2011) et dans l'infection bactérienne par
Streptococcus pneumoniae (lvanov et al. 2012) a été démontré. Ces données suggéraient un réle
potentiellement bénéfique des cellules INKT dans la surinfection bactérienne post-grippale.
Cependant, la complexité des mécanismes mis en jeu lors des processus de surinfection ne

permettait pas de prédire cette hypothése avec certitude.

Le premier objectif de cette étude a été d’étudier le réle des cellules iINKT dans la

surinfection bactérienne post-grippale et d’en étudier les mécanismes d’action.

Lors de mon arrivée, le laboratoire venait de décrire, pour la premiére fois en contexte
infectieux, que les cellules INKT étaient capables de produire de I'lL-22 au cours de linfection
grippale (Paget et al. 2012). Cette cytokine joue un role majeur dans les processus de maintien et
de réparation des épithéliums, notamment au niveau intestinal. L’'une des causes des surinfections
bactériennes post-grippales étant l'altération et/ou la perte de l'intégrité de I'épithélium pulmonaire,
nous nous sommes proposé d’étudier le role potentiel de cette cytokine dans un modéle
expérimental de surinfection bactérienne a S. pneumoniae. J'ai pleinement contribué a la mise en
place de ce modéle de surinfection. Grace a l'utilisation de souris déficientes en IL-22, nous avons
pu démontrer que si cette cytokine ne joue pas un role majeur dans la réponse anti-virale de I'hote,
IL-22 participait au contrdle de l'inflammation au cours de l'infection grippale et jouait un role

protecteur dans le modéle de surinfection bactérienne (Article 1).

Au cours de cette étude nous avons également confirmé que les cellules iINKT étaient 'une
des sources majeures d’IL-22 au cours de l'infection par le virus grippal. Ainsi, en produisant de I'lL-

22 au cours des phases précoces de linfection virale, les cellules iINKT pourraient participer au
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maintien des épithéliums pulmonaires et ainsi réduire la susceptibilit¢ a l'infection bactérienne
secondaire. Notre laboratoire et d’autres équipes ont mis en évidence le réle bénéfique des cellules
iINKT dans le contrdle du développement du pneumocoque chez la souris (Ilvanov, 2014 ; Paget,
2013). Ainsi, nous avons émis I'hypothése que I'activité anti-bactérienne des cellules iINKT puisse

également contribuer au role bénéfique global de ces cellules dans la surinfection bactérienne.

Nous avons montré, dans notre modéle de surinfection bactérienne, que les souris
dépourvues en cellules iNKT ont une survie plus faible ainsi qu’'une pathologie pulmonaire et une
charge bactérienne plus élevées que celles des souris sauvages. Cet effet bénéfique n’est pas lié a
l'activité anti-bactérienne des cellules INKT. En effet, au pic de la susceptibilité & la surinfection, les
cellules iNKT sont incapables de s’activer et de produire I'IFN-y et I'lL-17A ; cytokines dont nous
avons montré le rbéle majeur dans limmunité anti-pneumococcique (lvanov et al. 2012).
L’interleukine-10, trés fortement produite lors de l'infection virale, est responsable de cet effet
inhibiteur. Nous montrons que cette cytokine agit indirectement sur les cellules iNKT, les empéchant
ainsi de s’activer en réponse au pneumocoque. Cette cytokine cible les cellules présentatrices
d’antigénes présentes dans les poumons et inhibe leur production de cytokines activatrices telles
que I'lL-12 (Article 2).

Le second objectif de notre travail a visé a exploiter le potentiel immuno-

thérapeutique des cellules iINKT dans la surinfection bactérienne post-grippale.

L’a-GalCer présente un intérét en clinique, notamment dans le cancer. Nous avons montré,
dans le modeéle d’infection par S. pneumoniae seul, que l'activation exogéne des cellules iNKT
pulmonaires par I'a-GalCer protégeait contre l'infection (lvanov et al. 2012). Nous avons donc testé
l'activité protectrice de I'a-GalCer dans notre modele expérimental de surinfection bactérienne post-
grippale. Nous avons dans un premier temps étudié la cinétiqgue de susceptibilité a la surinfection
au cours de la grippe. Nous avons montré que l'injection d’a-GalCer au pic de la susceptibilité a la
surinfection (jour 7) n’induisait pas I'activation des cellules iNKT, en accord avec l'article 1 bien que
les mécanismes soient trés différents. Néanmoins, l'injection d’a-GalCer a des temps précoces (jour
4, pic de la charge virale) et durant la phase de résolution induit une nette diminution de la charge
bactérienne dans les poumons et empéche la dissémination des bactéries au niveau systémique
(Article 3). Cet effet bénéfique n’a cependant pas de conséquences favorables sur la survie des
souris. Nous avons donc imaginé un protocole permettant d’améliorer la survie des souris
surinfectées. Nous avons émis I'hypothése et démontré que I'inflammation pulmonaire des souris
surinfectées était responsable de la mortalité des souris. Pour tester notre hypothese de travalil, la

dexaméthasone, molécule anti-inflammatoire, a été inoculée aux souris surinfectées. Bien qu’a ce
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jour une optimisation soit souhaitable, nos travaux montrent une amélioration de la morbidité et de

la mortalité des souris surinfectées et co-traitées avec 'a-GalCer et a la dexaméthasone.

Notre travail de thése a fait I'objet d’1 article accepté pour publication en 2012 dans the
Journal of Virology, d’'un deuxiéme article en cours de révision favorable dans Mucosal Immunology

et d’un troisiéme article en cours de soumission dans Journal of Infectious Diseases.
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Article 1: Interleukin-22 reduces lung inflammation during Influenza A
virus infection and protects against secondary bacterial infection

Journal of Virology (2013)

L’interleukine-22 est connue pour avoir un réle crucial dans le maintien de lintégrité
épithéliale, notamment au niveau intestinal (Dudakov et al. 2015). Dans le poumon, I'lL-13 produit
par de nombreux types cellulaires (cellules épithéliales, neutrophiles, macrophages... etc.) induit la
production d’IL-22. Cette cytokine agit en trois modes d’action : (i) induire la production de protéines
antibactériennes et de chimiokines, (ii) induire la prolifération des cellules épithéliales, (iii) permettre
la réparation des dommages tissulaires. Nous avons décrit au laboratoire une production de cette
cytokine dans les poumons aprés infection par I'lAV (Paget et al. 2012). Parmi les cellules
productrices d’IL-22, on retrouve les cellules TafB, Tyd, les ILC ainsi que par les cellules iNKT
NK1.1. L’apparition des surinfections bactériennes de la grippe s’expliquant en partie par une
altération de lintégrité de I'épithélium pulmonaire, nous nous sommes intéressés au role de cette
cytokine dans la surinfection bactérienne post-grippale.

Dans ces travaux, nous avons tout d’abord étudié le réle de I'lL-22 lors d’une infection par
une dose sublétale de virus Influenza A (H3N2), en étudiant la production de cette cytokine dans les
poumons et plus particulierement les sources cellulaires de celle-ci. Nous avons ainsi montré que
'lL-22 est fortement produite dés les premiers jours de linfection par le virus, notamment par les
cellules Tap, les cellules Tyd et les cellules iINKT. Les souris IL-22", bien que présentant la méme
charge virale, ont une pathologie pulmonaire plus prononcée que les souris sauvages. Nous avons
par la suite étudié le role de I'lL-22 dans notre modéle de surinfection bactérienne de la grippe.
Celui-ci consiste en une infection par une dose sublétale de virus Influenza, suivi 7 jours plus tard
par une infection par une dose sublétale de Streptococcus pneumoniae. En effet, les souris sont
beaucoup plus sensibles a la surinfection bactérienne de la grippe 7 jours apres l'infection grippale.
Nous avons alors pu décrire que les souris déficientes pour I'lL-22 succombent de fagon plus
importante a la surinfection bactérienne de la grippe. Toutefois, la réponse cytokinique et le
recrutement cellulaire dans les poumons sont équivalents chez les souris IL22" et chez les souris

sauvages.

Pris dans son ensemble, nos résultats montrent que I'lL-22 ne joue pas de rble important
dans la réponse anti-virale de I’h6te mais participe au contrdle de l'inflammation pulmonaire induit
par linfection grippale. De ce fait, cette cytokine pourrait jouer un réle protecteur dans la
surinfection bactérienne de la grippe en limitant les dommages pulmonaires. Il est important de
mentionner que deux autres études indépendantes ont confirmé le role bénéfique de I'lL-22
endogene dans la grippe, bien que son rble dans la surinfection n’ait pas été étudié dans ces
travaux (Pociask et al. 2013 ; Kumar et al. 2013).
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Article 2: Influenza A virus-induced release of interleukin-10 inhibits the
antimicrobial activities of invariant natural Killer T cells during invasive
pneumococcal superinfection

Mucosal Immunology (2016, révision mineure)

Les infections par le virus de la grippe sont souvent suivies par des surinfections
bactériennes. L’agent bactérien le plus souvent rencontré est Streptococcus pneumoniae ; la cause
majeure des pneumonies bactériennes chez 'lhomme. Nous, et d’autres laboratoires, avons montré
que les cellules INKT jouaient un réle important au cours des infections virales et bactériennes
pulmonaires. Cette activité bénéfique est en grande partie liée a la production de grandes quantités
de cytokines immuno-régulatrices. De nombreuses études ont rapporté que les cellules iINKT
peuvent jouer un role dans linitiation et le maintien de l'inflammation pulmonaire ou au contraire

dans la résolution de I'inflammation.

Les cellules iNKT ont un role bénéfique lors de l'infection grippale, les souris Ja78" ayant
une survie plus faible et une pathologie pulmonaire plus importante que les souris sauvages (Paget
et al. 2011). Le role bénéfique des cellules INKT dans les infections par le pneumocoque a
également été mis en évidence (Kawakami et al. 2003). Néanmoins, peu de choses sont connues
sur leur réle dans la surinfection bactérienne de la grippe. Dans cet article, nous avons étudié le
réle des cellules INKT dans la surinfection bactérienne post-grippale. L’article 1 présente un role
bénéfique de I'lL-22 dans la surinfection bactérienne de la grippe, cytokine produite par les cellules
iNKT durant l'infection virale par IAV (Paget et al. 2012). Ainsi, les cellules INKT pourraient avoir un
réle dans le maintien de I'épithélium pulmonaire et ainsi jouer un role protecteur dans la surinfection
bactérienne. Par ailleurs, de par leur activité anti-bactériennne, les cellules iINKT pourrait aussi

participer au contrble de la surinfection bactérienne de la grippe.

Bien que le role des celules iINKT ait été décrit lors de l'infection expérimentale par le
sérotype 3 de S. pneumoniae, nous avons décidé de revisiter leur role, et leur mode d’activation,
lors d’une infection par une souche de sérotype 1 (utilisée dans notre modéle de surinfection). Nous
avons pu mettre en évidence que lors d’'une infection par S. pneumoniae seule, les cellules iNKT
sont activées de facon CD1ld-indépendante, via I'lL-12 produite par les cellules présentatrices
d’antigénes et plus particulierement par les cellules dendritiques du poumon. En effet, lors de
linfection par S. pneumoniae, les cellules dendritiques semblent étre indispensables a I'activation
des cellules iNKT. Lors de linfection pneumococique seule, les cellules iNKT jouent un rdle dans
les mécanismes de défense. L’injection de cellules iNKT triées, chez des souris Ja78" permet de
contréler l'infection bactérienne mettant en évidence un réle anti-bactérien des cellules iINKT dans

notre modeéle d’infection par S. pneumoniae.
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Par la suite, nous avons montré, grace aux souris Ja18", gue les cellules iNKT ont un rble
bénéfique dans notre modéle de surinfection bactérienne de la grippe. En effet, les souris Ja18" ont
une charge bactérienne plus élevée dans les poumons et dans la rate ainsi qu’une survie plus faible
par rapport aux souris sauvages. Toutefois, I'activation des cellules iINKT est inhibée lors de la
surinfection bactérienne. En effet, au moment de l'infection secondaire par S. pneumoniae, ces
cellules sont incapables de produire I'lFN-y et I'lL-17. Nous avons montré que l'infection virale induit
une forte production d’IL-10 dans les poumons, cytokine connue pour avoir de puissantes fonctions
anti-inflammatoires. L’injection d’'un anticorps neutralisant le récepteur a I'lL-10 Iéve l'inhibition de
l'activation des cellules iINKT lors de linfection bactérienne secondaire. Les cellules iNKT étant
dépourvues du récepteur a cette cytokine, ne sont pas la cible directe de I'lL-10. Un état des lieux
des cellules présentatrices d’antigénes présentes au moment de la surinfection a permis de mettre
en évidence une disparition des cellules dendritiques conventionnelles (cDC) et un fort recrutement
des cellules dendritiques dérivées de monocytes (MoDC). Ces cellules possedent a leur surface le
récepteur a I'lL-10. Nous montrons que les MoDC sont directement ciblées par cette cytokine. L’IL-
10 induit une diminution de la production d’IL-12 par ces cellules lorqu’elles sont sensibilisées en

présence de la bactérie. Cette voie inhibitrice prévient I'activation des cellules iINKT.

Pris dans son ensemble, nos résultats suggerent que les cellules iINKT ont un rdle bénéfique
précoce dans la surinfection bactérienne de la grippe mais n’exercent pas de role anti-bactérien.
Leur effet bénéfique se situe en amont de l'infection secondaire et pourrait reposer sur leur capacité
a produire de I'lL-22. Ce travail montre également que les cellules NKT représentent une cible de
limmunosuppression induite par le virus Influenza A. Nos travaux apportent de nouvelles

connaissances sur le mode d’action de I'lL-10 dans I'inhibition de 'activation des cellules iINKT
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Article 3: Early activation of invariant natural Killer T cells by alpha-
galactosylceramide protects against bacterial superinfection post-influenza

Journal of Infectious Diseases (En préparation)

L’infection par le virus Influenza A prédispose a la surinfection bactérienne. Nous avons
montré dans l'article 2 que les cellules iINKT ont un réle bénéfique dans la surinfection bactérienne
post-Influenza. De plus, le laboratoire avait déja montré dans un modeéle d’infection par une dose
létale de S. pneumoniae seul, que I'activation des cellules iINKT par l'injection d’a-GalCer permettait
de diminuer la charge bactérienne et d’augmenter la survie des souris (lvanov et al. 2012). Nous
avons donc émis I'hypothése que l'activation exogéne des cellules iINKT par I'a-GalCer pourrait

conduire a une meilleure clairance bactérienne et une meilleure survie des souris surinfectées.

Nous avons tout d’abord montré dans cette étude que la susceptibilité a la surinfection
bactérienne de la grippe est longue et que les souris peuvent étre surinfectées entre 4 et 21 jours
aprées l'infection virale. De plus, l'injection d’a-GalCer avant l'infection bactérienne secondaire, au
pic de susceptibilité a la surinfection, n’induit pas de protection. Néanmoins, le traitement lors d’'une
surinfection précoce (4 jours post-infection grippale) ou d’une surinfection tardive (14 jours post-
infection grippale) permet d’induire une diminution de la charge bactérienne dans les poumons et
de limiter la dissémination dans la rate. Par ailleurs, l'injection d’a-GalCer a ces deux temps induit
une production d'IFN-y et d’IL-17 par les cellules iNKT. L’activation des cellules iNKT par 'a-GalCer
ne permet pas d’augmenter la survie des souris, malgré la réduction importante de la charge
bactérienne. Nous avons alors émis I'hypothése que linflammation pulmonaire survenant suite a
l'infection virale était responsable de la mortalité des souris surinfectées. Nous avons donc inoculé
de la dexaméthasone, molécule anti-inflammatoire, en parallele de l'a-GalCer. Bien que ce
protocole soit encore a optimiser, nos travaux montrent une amélioration de la morbidité des souris

traitées avec I'a-GalCer et a la dexaméthasone.

Pris dans son ensemble, nos résultats suggérent que I'activation exogéne des cellules iINKT
par 'a-GalCer limite la croissance bactérienne dans les surinfections bactériennes de la grippe
survenant a des temps précoces (jour 4) ou tardif (jour 14-21) mais pas au pic de la susceptibilité
(jour 7). Néanmoins, 'inflammation pulmonaire et 'immunosuppression induites par le virus étant
toujours importante, la diminution de la charge bactérienne n’est pas suffisante pour améliorer la
survie des souris surinfectées. Ainsi, un traitement anti-inflammatoire combiné a l'effet anti-

bactérien de I'a-GalCer permet une amélioration de la morbidité des souris.
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Discussion

L’objectif de ce projet de thése était d’étudier le rbéle des cellules INKT dans la surinfection
bactérienne de la grippe. En effet, ces cellules sont connues pour avoir un role bénéfique dans de
nombreuses pathologies infectieuses, notamment dans les infections par le virus Influenza A et
Streptococcus pneumoniae. Cependant, le role potentiel de ces cellules dans la surinfection
bactérienne de la grippe n’a pas été décrit. Au sein du laboratoire, nous avons mis en place un
modéle de surinfection bactérienne, lequel consiste en une primo-infection virale avec une dose
sublétale du virus H3N2, suivie 7 jours plus tard d’une infection bactérienne avec une dose
sublétale de S. pneumoniae de sérotype 1. Grace a ce modeéle, nous avons réalisé une premiére
étude sur le réle de I'lL-22 dans la surinfection bactérienne de la grippe. En effet, nos travaux
montraient que les cellules iINKT étaient capables de produire cette cytokine au cours de la grippe.
Considérant le rble protecteur de I'lL-22 dans le maintien de la barriére épithéliale au niveau
intestinal, il nous paraissait intéressant d’en étudier le réle dans la surinfection. Nous avons dans un
deuxieme temps étudié le réle naturel des cellules iINKT dans la surinfection bactérienne. Enfin,
nous avons étudié I'effet d’'une activation exogéne des cellules iNKT, a l'aide d’'un agoniste puissant

(ra-GalCer), sur la surinfection bactérienne.

Role de I'lL-22 dans I'infection grippale et la surinfection bactérienne de
la grippe (Article 1)

Le rbéle de I'lL-22 dans le maintien de l'intégrité de I'épithélium pulmonaire durant une
infection par le virus Influenza a été rapporté par plusieurs équipes (Paget et al. 2012 ; Pociask et
al. 2013). Dans notre laboratoire, nous avons confirmé le role bénéfique de I'lL-22 dans le maintien
de I'épithélium pulmonaire ainsi que dans le contréle de I'inflammation. De fagon intéressante, nous
avons mis en évidence l'importance de I'lL-22 dans le contr6le de la surinfection bactérienne de la
grippe.

Durant l'infection par le virus Influenza, le transcrit de I'lL-22 est fortement exprimé dés le
deuxiéme jour dans les Lavages Broncho Alvéolaires (LBA) tandis que I'expression du messager
codant pour son antagoniste, I'lL-22BP, est diminué. En paralléle, les cellules iINKT RoRyt" et
d’autres cellules RoRyt" (Tap, Tyd et ILC3) expriment le transcrit de I'lL-22. Cependant, les cellules
RoRyt" n’expriment pas d’'IL-22 dans le contexte de l'infection par le virus Influenza. Deux études
avaient décrit une production d’IL-22 par les cellules NK lors de l'infection par le virus de la grippe
(Kumar et al. 2013 ; Guo et al. 2010). Dans notre étude, les cellules NK ne produisent pas d’IL-22,
que ce soit suite a l'infection ou suite a la stimulation par de I'lL-1B/IL-23. Ceci est sans doute di au

fait que ces cellules n’expriment pas RoRyt. La différence de résultat entre ces deux études et nos
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travaux vient sGrement de l'utilisation de souches de virus différentes. En effet, ces études utilisent
des souches H1N1 tandis que nous avons utilisé une souche H3N2 dans notre modéle. Nous avons
également mis en évidence que la production d’IL-22 au cours de la grippe expérimentale n’influe

pas sur la charge virale pulmonaire, confirmant les travaux de I'équipe de Guo (Guo et al. 2010).

Lors d’une infection par une dose létale de virus Influenza, les souris IL22" ne présentent
pas de différence de survie par rapport aux souris sauvages. Cependant, lors d’une infection par
une dose sublétale de virus, les souris IL22" ont une inflammation pulmonaire plus prononcée. Ces
souris ne présentent cependant pas de diminution significative de la survie. Ainsi, I'lL-22 joue un
réle important dans la diminution de l'inflammation pulmonaire lors d’'une infection modérée, mais
ne semble pas étre capable d’agir lors d’'une infection par une dose létale de virus. |l est possible
que linfection virale avec une dose forte de virus induise une production différente de facteurs
inflammatoires contrélant I'activité de I'lL-22, comparativement a une infection modérée. De plus,
une dose létale de virus pourrait induire des dommages épithéliaux trop importants pour étre

controlés par I'lL-22.

Les dommages épithéliaux sont induits principalement par la lyse des cellules épithéliales
infectées (effet cytolytique du virus) ou par une action cytotoxique des cellules NK et des
lymphocytes T CD8" cytotoxiques. L’expression de facteurs apoptotiques joue aussi un réle dans
les dommages épithéliaux lors de l'infection par le virus Influenza. Nous avons montré dans notre
laboratoire que I'lL-22 protége contre la mort des cellules épithéliales infectées in vitro (Paget et al.
2012). L’IL-22 a donc une action bénéfique sur 'effet cytolytique du virus. |l serait intéressant d’en
connaitre le mécanisme et également d’étudier I'effet protecteur potentiel de I'lL-22 sur la mortalité
cellulaire liée a l'activité cytotoxique des cellules NK et des lymphocytes T CD8". Au cours de
linfection grippale, les souris IL-22" ont des dommages épithéliaux plus importants que les souris
sauvages. Cet effet bénéfique pourrait étre lié, comme discuté plus haut, a un rdle protecteur contre
les dommages épithéliaux liés a l'infection. Il est également possible que I'lL-22 puisse intervenir
plus tardivement au niveau des mécanismes de réparation, comme cela a été décrit au niveau

intestinal (Mizoguchi, 2012).

Pour mieux comprendre le mécanisme d’action de I'lL-22 au cours de la grippe, des
approches in vitro basées sur l'utilisation de cellules épithéliales infectées ainsi que des études in
vivo basées par exemple sur des analyses transcriptomiques seraient souhaitables. Il est connu
que linfection par le virus Influenza A augmente la susceptibilité a la surinfection bactérienne. Les
mécanismes responsables de la surinfection comprennent une altération de la barriere épithéliale
ainsi qu’une altération des défenses immunologiques. Nous avons rapporté que dans notre modéle
de surinfection avec S. pneumoniae, les souris IL22" ont une survie plus faible que les souris
sauvages. Notre hypothése est que dans ce modeéle, le rOle protecteur de I'lL-22 réside dans sa

capacité a limiter les dommages épithéliaux induits par le virus. En effet, en limitant les altérations
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de la barriére épithéliales, I'lL-22 inhiberait 'adhérence des bactéries aux cellules épithéliales et
ainsi la colonisation pulmonaire de celles-ci. Nous ne pouvons cependant pas totalement écarter
I'hypothése d’un réle de I'lL-22 dans le contréle de linfection par S. pneumoniae. En effet, cette
cytokine est capable de contréler la charge bactérienne lors de [linfection par Klebsiella
pneumoniae (Zheng et al. 2016). Par ailleurs, dans notre laboratoire, nous avons suggéré un role
potentiel de cette cytokine dans les mécanismes de défense lors de linfection par S. pneumoniae
(Van Maele et al. 2014, et P. Gosset, communication personnelle). Bien que difficile & étudier, il
serait intéressant de connaitre la part respective de I'effet de I'lL-22 endogéne sur les mécanismes

de protection physique des épithéliums pulmonaires et de protection immunologique.

Si I'lL-22 endogéne produite lors de l'infection virale a un réle bénéfique, 'apport d’lL-22
exogene pourrait conduire a une amélioration de la pathologie pulmonaire dans la grippe
expérimentale et/ou lors de la surinfection bactérienne secondaire. Nous avons déja montré que
linjection d’IL-22 chez des souris IL-22" restaure le phénotype des souris sauvages surinfectées
(article 1). Nous avons réalisé une premiere étude au cours de laquelle les souris ont été injectées
tous les deux jours avec de I'lL-22 recombinante (jour 2, 4 et 6 post-infection grippale). Cependant,
ce traitement n’a pas conduit a une amélioration de la morbidité et de la mortalité des souris
grippées. Nous pensons que ce résultat négatif pourrait venir de la manipulation excessive des
souris. Nous avons donc tenté doptimiser le protocole. Pour cela, nous avons initié une
collaboration avec la société Genentech, laquelle nous a fourni une molécule d’lIL-22 couplée a un
fragment Fc (IL-22-Fc). Cette molécule est beaucoup plus stable que I'lL-22 recombinante utilisée
jusque-la. Elle permet ainsi de diminuer le nombre d’inoculations et ainsi de réduire la manipulation
animale. Nous avons montré que cette molécule est active in vivo, notamment dans le foie ou elle
active la synthése de génes cibles (résultats annexes de I'Article 1). De fagon assez surprenante,
peu de génes cibles ont une expression augmentée au niveau pulmonaire suite a l'inoculation
intranasale de I'lL-22-Fc. Pour cette raison, nous avions initié une collaboration avec le Dr R. Le
Goffic (INRA, Jouy-en-Jossas) visant a analyser de facon globale la signature pulmonaire induite
par I'lL-22. Cette approche transcriptomique globale, et non biaisée, nous permettra peut-étre de
mieux comprendre le mode d’action de cette cytokine lors de l'infection virale et de la surinfection
bactérienne. Concernant la signature, nous nous concentrerons particulierement sur les familles de
génes connues pour jouer un role dans la protection des épithéliums et dans les mécanismes de
réparation de la barriére épithéliale, ou dans les processus liés aux défenses immunologiques anti-
bactériennes. Cette étude est actuellement en cours. Ces travaux permettront peut-étre d’envisager
I'exploitation thérapeutique de cette molécule dans l'infection par le virus Influenza A ou lors de la

surinfection bactérienne de la grippe.
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Réle naturel des cellules iINKT dans la surinfection bactérienne de la
grippe (Article 2)

Les résultats du premier article démontrent un role bénéfique de I'lL-22 dans l'infection virale
ainsi que dans la surinfection bactérienne de la grippe. Les cellules iNKT font partie des cellules
productrices d’IL-22 et pourraient ainsi avoir un role important dans cette pathologie. Nous avons
donc étudié le rble naturel de ces cellules dans notre modéle de surinfection bactérienne de la
grippe.

Avant d’étudier 'importance des cellules iNKT dans le modéle de surinfection, nous avons
regardé leur réle ainsi que leur mécanisme d’action lors d’une infection seule par S. pneumoniae.
Nous avons ainsi pu montrer que les souris Ja78" ont une survie plus faible ainsi qu’'une charge
bactérienne plus forte que les souris sauvages. Nous avons également décrit une activation des
cellules INKT médiée par I'lL-12 et non pas par le CD1d comme le montrait I'équipe de Kronenberg
(Kinjo et al. 2013). L’activation des cellule iNKT se traduit par une forte production d’IFN-y et une
faible production d’'IL-17. En effet, lors de l'infection par S. pneumoniae, les cellules Tyd sont les
sources majeures d’IL-17 (C. Paget, communication personnelle). Dans ce modéle, nous avons
également démontré I'importance des cellules dendritiques et plus particulierement des cellules
CD103" dans l'activation des cellules iNKT. Par ailleurs, une expérience de transfert de cellules
nous a permis de mettre en évidence un réle important de I'lFN-y produit par les cellules iNKT dans

le contréle de la charge bactérienne.

Apres avoir validé le réle bénéfique des cellules iINKT lors d’'une infection par S. pneumoniae
de sérotype 1, nous nous sommes intéressés au role de ces cellules lors d’'une surinfection
bactérienne de la grippe. Les cellules iNKT pourraient ainsi avoir un role lors de l'infection virale
et/ou lors de linfection bactérienne (réle anti-bactérien). Nous avons tout d’abord montré que les
souris Jal8" surinfectées présentent une survie plus faible et une charge bactérienne dans les
poumons et la rate plus forte que les souris sauvages. Néanmoins, nous avons observé que
l'infection par le virus influenza A induit un milieu immunosuppresseur dans les poumons et que les
cellules iINKT sont incapables de s’activer suite a l'infection bactérienne. Puisque ces cellules ne
s’activent pas au moment de la surinfection, elles doivent agir en amont de l'infection bactérienne.
Nous avons montré au laboratoire que les cellules iINKT produisent de I'lL-22 lors de linfection par
le virus Influenza A (Paget et al. 2012). Ainsi les cellules iINKT grace a leur capacité a produire de
I'IL-22 pourraient avoir un role dans le maintien et le remodelage de I'épithélium pulmonaire. Aussi il
serait intéressant de voir si l'injection d’IL-22 au sein de souris Ja78" suffirait & diminuer les

dommages pulmonaires. Pour étudier le role potentiel de I'lL-22 produit par les cellules iNKT dans
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la surinfection, nous pourrions aussi procéder a des expériences de transfert de cellules iINKT

sauvages ou déficientes en IL-22 chez des souris Ja18™.

Nous avons alors voulu comprendre le mécanisme induit par l'infection virale inhibant
l'activation des cellules iINKT lors de linfection bactérienne secondaire. Nous avons tout d’abord
montré que les cellules iINKT sont présentes dans les poumons au moment de la surinfection et que
celles-ci sont capables de s’activer in vitro en réponse a I'lL-12 et I'lL-18, ainsi qu’en présence des
cellules présentatrices d’antigénes retrouvées dans les poumons de souris grippées (MoDC)
stimulées par S. pneumoniae. Les cellules iNKT ne s’activant pas in vivo, nous avons émis
'hypothése d’'un milieu immunosuppresseur dans le poumon. Nos résultats indiquent un role
important de I'lL-10, laquelle est fortement produite au pic de susceptibilité a la surinfection. Des
travaux avaient déja montré un réle important de cette cytokine lors d’une surinfection bactérienne
de la grippe (H1N1/Sp3) (Van der Sluijs et al. 2004). L’injection d’un anticorps neutralisant le
récepteur a I'lL-10 induit une augmentation de survie de 40%, ce qui confirme l'effet délétére de
cette cytokine dans la surinfection bactérienne. L’anticorps neutralisant induit également une
production de cytokines et notamment d’IFN-y par les cellules iINKT ainsi qu’une augmentation de la
production d’'IL-12 dans le poumon. Nous avons ainsi décrit dans notre étude que I'lL-10 inhibe la
production de cytokines activatrices par les cellules présentatrices d’antigénes et I'activation des
cellules iNKT. Toutefois, les souris Ja18" survivent également plus avec l'injection de I'anti-IL-10R,
I'IL-10 a donc également une action indépendante des cellules iINKT et pourrait agir directement sur
d’autres types cellulaires importants dans la défense antibactérienne, tels que les macrophages

(malgré leur nombre réduit) ou les neutrophiles.

L’IL-10 étant importante dans notre modéle, nous nous sommes par la suite intéressés aux
sources cellulaires de cette cytokine. Si des études précédentes indiquaient que les cellules T
étaient les cellules productrices majeures d’IL-10 lors de l'infection par le virus Influenza A (Sun et
al. 2009), I'utilisation de souris rapporteur trés sensible (souris ITIB) nous a permis de confirmer une
production d’IL-10 par les cellules T, mais également de mettre en évidence pour la premiére fois,
une production d’IL-10 par les cellules NK et les cellules myéloides (surtout les monocytes
inflammatoires). L'équipe de M. Mohrs a décrit une production d’IL-10 par une sous-population des
cellules NK, induisant le contrdle de la production d’'IL-12 par les DC (Perona-Wright et al. 2009).
Ainsi, il serait intéressant de regarder, par une approche de transfert cellulaire, le rble des cellules
productrices d’IL-10 dans notre modéle d’infection. Récemment, une nouvelle sous-population de
cellules iNKT productrice d’IL-10 a été isolée (Sag et al. 2014). Nos résultats ne montrent

cependant pas de production d’IL-10 par les cellules iNKT au cours de l'infection grippale.

Si le mode d’action de linterleukine 10 sur les cellules iINKT est peu connu, il semble que
dans notre étude, I'lL-10 ne cible pas les cellules iNKT. En effet, ces cellules ne possedent pas le

récepteur a I'lL-10 et la présence de cette cytokine n'empéche pas I'activation des cellules iNKT in
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vitro. Ainsi, nous avons émis I'’hypothése que I'lL-10 cible les cellules présentatrices d’antigénes et
empéche ces cellules de produire de I'lL-12, inhibant ainsi I'activation des cellules INKT. Nous
avons alors étudié les populations de CPA présentes dans les poumons de souris grippées, juste
avant l'infection bactérienne. Nos travaux décrivent une disparition presque compléte des cDC ainsi
gu’un fort recrutement de MoDC et de monocytes inflammatoires (IM). Nous avons également décrit
un plus faible pouvoir activateur des MoDC, comparées aux cDCs. Les IM, quant a elles, n’activent
pas les cellules iNKT. Ce fort recrutement de cellules inflammatoires pourrait étre une des causes
de l'inflammation pulmonaire. En effet, une étude a mis en évidence récemment, dans un modéle
de surinfection H1IN1/D39 le role délétére des MoDC et IM recrutées lors de linfection virale. Ces
travaux décrivent ces cellules comme exprimant la molécule TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand). Cette molécule est induite par I'lFN de type I, lui-méme induit par I'infection virale par IAV
(Huang et al. 2009 ; Li et al. 2012). Cette molécule est considérée comme un ligand induisant le
processus d’apoptose. Ces travaux montrent ainsi un role délétere des monocytes inflammatoires
TRAIL" recrutés dans le poumon aprés l'infection par le virus Influenza A. En effet, lors de I'absence
de ces cellules, les souris présentent une pathologie pulmonaire plus faible. (Ellis et al. 2015). Dans
'étude menée par A. Wack, le traitement des souris avec un anti-TRAIL de fagon continue ou au
début de l'infection par le virus, induit une augmentation de la survie des souris et une diminution de
la charge bactérienne dans les poumons. Nous avons ainsi étudié I'expression de cette molécule a
la surface des cellules recrutées dans les poumons aprés linfection virale. Nous n’avons pas
détecté d’expression de TRAIL a la surface des monocytes inflammatoires et des MoDC (résultats
non montrés). De plus, I'expression de TRAIL n’est pas augmentée dans les poumons de souris
surinfectées (data non montré). Ceci pourrait étre di au fait que nous n’avons pas utilisé la méme
souche de virus. Ainsi, si I'lL-10 semble jouer un réle important dans la surinfection. Le changement
de population de cellules présentatrices d’antigénes pourrait avoir un effet considérable sur
l'activation des cellules iNKT, lactivation d’autres populations cellulaires ainsi que sur les
dommages pulmonaires. Une étude approfondie sur le réle des CPA ainsi que les mécanismes
impliqués dans ce changement de population est a envisager. L’injection, chez des souris grippées,
de cDC triées, permettrait d’étudier le réle de ces cellules dans le contexte d’'une surinfection
bactérienne de la grippe. De plus, des recherches sur la disparition des cDC est a considérer. En
effet, nous ne savons pas si ces cellules ont subi une apoptose ou ont migré dans les organes
périphériques. L'importance des facteurs de croissance et de différenciation est a déterminer. De
plus, une étude sur les progéniteurs de cellules dendritiques éclairerait fortement cet aspect de

l'infection virale par IAV. Pour cela une étude cinétique devra étre menée.

Dans I'article 2 nous nous sommes concentrés sur I'lFN-y car dans notre cas, la production
d’'IFN-y par les cellules iNKT (et les cellules NK) permet un meilleur contrdle de la charge

bactérienne dans le cas d’une infection seule par S. pneumoniae. Il semble donc logique que

67



l'inhibition de production d'IFN-y dans notre modéle de surinfection soit un des facteurs aggravant
la pathologie. Aprés l'injection de I'anti-IL-10R, les cellules iNKT produisent de I'lFN-y et peu d’IL-17
et les souris ont une meilleure survie. Néanmoins, une étude décrit I'lFN-y comme étant délétere
dans la surinfection bactérienne de la grippe (H1IN1/Sp3) (Sun et al. 2008). Une autre étude
démontre qu’une diminution des cellules TCD8" spécifique du virus et donc la diminution d’IFN-y est
un des facteurs impliqués dans la susceptibilité a la surinfection bactérienne de la grippe (Blevins et
al. 2014). Enfin, il semblerait que les souris IFN-y” soient aussi sensibles & la surinfection par S.
aureus que les souris sauvages (Kudva et al. 2011). Le rbéle de I'lFN-y dans la surinfection

bactérienne de la grippe est donc encore controversé et pourrait dépendre du modele utilisé.

Les cellules iNKT sont également connues pour produire de I'lL-17, cytokine importante
dans la défense immunitaire dirigée contre S. pneumoniae. Cependant, comme nous l'avons dit
plus tét, les cellules INKT produisent peu cette cytokine. Nous avons décrit dans notre modele de
surinfection une diminution de la production de cette cytokine par les cellules iINKT. Néanmoins
linjection de I'anticorps neutralisant le récepteur a I'lL-10 n’induit pas une augmentation de
production d’IL-17 par les cellules iNKT. Ainsi il semblerait que dans notre modéle, I'lL-17 produite
par les cellules iINKT n’est pas primordial a la défense anti-bactérienne contre S. pneumoniae. |l
serait néanmoins trés intéressant de comprendre pourquoi l'injection de I'anti-IL-10R induit une

production d'IFN-y mais pas d’IL-17.

Les ftravaux présentés dans [larticle 2 décrivent ainsi un nouveau mécanisme
immunosuppresseur induit par le virus AV, lequel engendre une susceptibilité accrue a la
surinfection bactérienne. En effet, l'infection virale induit la production d’IL-10 laquelle va inhiber
I'activation des cellules iINKT de maniére indirecte. Pour la premiére fois, le rble des cellules iNKT

dans un modéle de surinfection bactérienne post-grippale a été décrit.

Activation exogene des cellules iNKT (Article 3)

Avec l'apparition de virus grippaux de plus en plus pathogénes et 'augmentation de la
résistance aux antibiotiques, il est important de trouver une alternative pouvant contréler le
développement des surinfections bactériennes. Les résultats émanant du deuxiéme article
indiquent un réle important des cellules iINKT dans la surinfection bactérienne de la grippe. L'a-
GalCer est un agoniste puissant des cellules iINKT et est utilisé actuellement dans des essais
cliniques en tant qu’agent thérapeutique (cancer). Dans larticle 3, nous avons donc étudié

I'efficacité de I'a-GalCer dans la protection contre les surinfections bactériennes de grippe.

Nous, et une autre étude, avons montré un réle protecteur de I'injection d’a-GalCer dans une
infection létale par S. pneumoniae (Nakamatsu et al. 2007 ; lvanov et al. 2012). Nous hous sommes

donc proposés d’étudier I'effet d’une injection d’a-GalCer sur la clairance bactérienne lorsque celui-
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ci est injecté chez des souris préalablement infectées par le virus de la grippe. Nos résultats
montrent une diminution de la charge bactérienne pulmonaire chez les souris traitées par I'a-GalCer
lors d’une surinfection précoce (jour 4), pic de la réplication virale, ou lors d’'une surinfection tardive
(jour 14 — jour 21), phase de résolution de linfection virale. Cette clairance bactérienne
s’accompagne d’'une production d’IFN-y et d’IL-17 par les cellules iINKT. Néanmoins, l'injection d’a-
GalCer chez des souris surinfectées 7 jours aprés linfection virale, au pic de la susceptibilité a la
surinfection bactérienne, n’induit pas d’effet, que ce soit au niveau de I'activation des cellules iINKT
in vivo ou au niveau de la clairance bactérienne. En effet, 7 jours aprés l'infection virale, la barriére
épithéliale est altérée, permettant ainsi 'adhérence et la colonisation des bactéries. De plus, un
environnement immunosuppresseur est induit dans le poumon; changement de populations
cellulaires et forte production d’IL-10. Toutefois, lorsque les cellules INKT sont stimulées in vitro par
de I'a-GalCer, celles-ci sont capables de produire de I'lFN-y. Les cellules iINKT ont donc la capacité
de s’activer. Nous avons tout d’abord pensé a un role de I'lL-10 dans l'inhibition de l'activation des
cellules iINKT. En effet, nos travaux (article 2) montraient un réle inhibiteur de cette cytokine dans
l'activation naturelle des cellules iNKT au cours de la surinfection. Cependant, en réponse a l'a-
GalCer, linjection d’'un anticorps neutralisant le récepteur a I'lL-10 ne permet pas de restaurer in
vivo la production d’'IFN-y et d’IL-17 par ces cellules. L’IL-10 n’étant pas le facteur impliqué dans ce
phénoméne, nous nous sommes intéressés au role potentiel des cellules présentatrices d’antigénes
dans le poumon. En effet, les cDC (et plus particulierement des DC CD103") sont connues pour
présenter 'a-GalCer aux cellules iNKT (lvanov et al. 2012). Cependant, nos travaux montrent que
ces cellules sont absentes du poumon 7 jours aprés l'infection grippale. Nous avons cependant
noté un trés fort recrutement des MoDC et des monocytes inflammatoires. Il s’avére que ces deux
types cellulaires expriment peu le CD1d et ont donc une capacité plus faible (par rapport aux cDC)
a présenter I'a-GalCer aux cellules iNKT. Ainsi, le changement de population de CPA dans le
poumon explique le manque d’activation des cellules iNKT par 'a-GalCer. Nous avons également
montré que I'lL-10 n’avait pas de role sur I'expression du CD1d. Cette absence d’activation des
cellules iINKT au jour 7 n’induit pas seulement une inhibition du pouvoir thérapeutique de I'a-GalCer.
Celle-ci pourrait en effet empécher I'activation naturelle des cellules iNKT lors de surinfection avec
un pathogéne bactérien exprimant des antigenes présentés par le CD1d. Afin de confirmer que la
disparition des cDC est un événement déterminant dans l'inactivation des cellules iNKT, le transfert

de cDC de souris naives chez des souris infectées sera envisagé.

Nous nous sommes intéressés par la suite au fait que les cellules iINKT sont activées lors de
surinfections survenant lors de la phase de résolution de linfection virale (jour 14-jour 21). Nous
avons ainsi décrit un retour des cDC dans les poumons 14 jours aprés l'infection virale. Ceci
explique pourquoi les cellules iINKT s’activent et produisent notamment de I'lFN-y. A ces temps, la

clairance bactérienne dans les poumons induite par I'injection d’a-GalCer est accompagnée d’'un
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défaut de dissémination des bactéries dans la rate. Néanmoins, si la charge bactérienne est réduite
considérablement, la survie des souris n’est pas améliorée par l'injection d’a-GalCer. Nous avons
confirmé ces résultats avec une souche moins virulente de virus (souche WSN/H1IN1). Si la
septicémie est une des causes majeures de mortalité lors dune surinfection
bactérienne, I'inflammation pulmonaire résultant de l'infection virale est aussi a prendre en compte.
En effet, il a déja été montré qu'une action antibactérienne seule avait souvent peu d’effet
(Ghoneim et al. 2014 ; Damjonovic et al. 2013). Ces deux études montrent l'intérét de l'injection
d’'un anti-inflammatoire (la dexaméthasone) en combinaison d’'un antibiotique afin d’augmenter la
survie des souris. Nous avons donc injecté de la dexaméthasone quotidiennement aprés l'infection
par S. pneumoniae, en combinaison avec I'a-GalCer afin d’obtenir un effet antibactérien et anti-
inflammatoire. Grace a cette combinaison, les souris perdent moins de poids, mais ont une survie
équivalente aux souris traitées uniquement avec I'a-GalCer. L’injection de dexaméthasone
permettrait de limiter l'inflammation engendrée par la surinfection mais ne serait pas suffisante, les
dommages pulmonaires étant trés étendus. Ainsi, notre protocole comprenant linjection de
dexaméthasone a un effet mais doit étre optimiser afin d’augmenter la survie des souris. Un
traitement plus précoce (48h avant l'injection d’a-GalCer) est a envisager. En effet, l'injection de
dexaméthasone n’altére pas l'activation des cellules INKT par l'a-GalCer lorsque celle-ci est
injectée 48h au préalable (résultats non montrés). Enfin, une étude similaire avec I'utilisation d’'un
virus moins pathogéne et donc enclin a induire moins de dommages pulmonaires serait

intéressante.

En ce qui concerne les résultats obtenus au jour 3, nous avons mis en évidence la présence
d’'une charge bactérienne modérée dans les poumons des souris surinfectées, mais aucune
bactérie en périphérie. Ainsi, il semble que I'intégrité de la barriére pulmonaire ne soit pas encore
complétement altérée. Des études histologiques montrent en effet une altération de I'épithélium
plus faible qu’au jour 7 (data non montré). L’injection d’a-GalCer au jour 3 induit une diminution
considérable du nombre de bactéries dans les poumons. Cependant les souris succombent quand
méme a la surinfection. Afin d’approfondir notre étude, il faudrait déterminer précisément le
phénoméne inflammatoire induit au pic de la réplication virale. De plus, il est possible que dés 3
jours aprés linfection virale, des cellules inflammatoires soient recrutées et induisent une
inflammation pulmonaire prononcée. Ainsi, I'étude des cellules inflammatoires (MoDC, IM)
présentes dans les poumons a ce temps précis pourrait aider a comprendre le fort taux de mortalité
induit par la surinfection précoce. Enfin, si lors d’une surinfection bactérienne tardive, I'injection
simultanée de dexaméthasone et d’a-GalCer ne permet pas d’augmenter la survie des souris, cette

combinaison au jour 3 pourrait peut-étre fonctionner, les dommages pulmonaires étant plus faibles.

Dans cette étude nous avons donc décrit un rble bénéfique de l'activation exogéne des

cellules iNKT lors de surinfections bactériennes précoces ou tardives et en particulier dans la
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diminution de la charge bactérienne pulmonaire et systémigue. Néanmoins, dans les deux
protocoles, les souris n‘ont pas de survie améliorée. Si I'injection de dexaméthasone permet une
morbidité réduite, la mortalité, elle, reste toujours la méme. Ainsi, si le contréle de l'inflammation
pulmonaire (dexaméthasone) et le contrdle de la charge bactérienne (a-GalCer) ne permettent pas
d’améliorer la survie, un autre facteur doit étre impliqué dans la mortalité élevée des souris. Il a été
démontré dans une étude récente que l'infection par IAV pouvait induire un syndrome de détresse
respiratoire aigue, lequel est responsable en parti de la forte mortalité des sujets (Sugiyama et al.
2015). L'injection de Vasculotide permet une meilleure survie des souris en augmentant l'intégrité
de la barriere endothéliale pulmonaire. Une autre étude décrit une apoptose des cellules
endothéliales induite par le virus grippal lors de la surinfection par S. aureus. Ainsi, les souris
surinfectées présentent une fuite vasculaire et un cedéme pulmonaire plus important que les souris
grippées (Wang et al. 2014). Ceux-ci peuvent engendrer un arrét respiratoire ainsi qu’une
hypoxémie artérielle (les tissus ne regoivent pas assez d’oxygene). Il est possible que dans notre
modeéle de surinfection, S. pneumoniae induit les mémes symptémes, ce qui pourrait expliquer la
mortalité importante malgré la diminution de la charge bactérienne et le contréle de I'inflammation

pulmonaire.

Conclusion et Perspectives

Les trois études menées lors de ma these ont donc permis de mieux comprendre les
phénomenes immunologiques impliqués dans la susceptibilité a la surinfection bactérienne de la
grippe. Nous avons tout d’abord décrit un rdle crucial de I'lL-22 dans le maintien de l'intégrité de
I'épithélium pulmonaire. Ce phénoméne pourrait jouer un réle important lors du développement de
l'infection bactérienne secondaire. Nous avons également décrit un role des cellules iINKT dans la
surinfection bactérienne de la grippe. Dans ce mécanisme, il semble que I'effet bénéfique soit lié a
une activité de ces cellules dans les premiers jours de linfection virale ; ces cellules étant
incapables de s’activer en réponse a S. pneumoniae. Enfin, nous avons prouvé que l'activation des
cellules iNKT par l'injection d’'un ligand exogéne pouvait conduire a une diminution de la charge

bactérienne a des temps précoces ou tardifs apres I'infection virale.

Les deux derniéres études ont également permis de décrire une immunosuppression induite
par le virus, inhibant a la fois I'activation TCR-dépendante et TCR-indépendante des cellules iNKT.
En effet, nous avons montré que I'lL-10 produite suite a linfection virale cible les cellules
présentatrices d’antigénes et les empéche de produire 'lL-12, cytokine activant les cellules iNKT en
réponse a S. pneumoniae. Nous avons également montré que le changement de populations de

CPA entrainait un fort recrutement de cellules exprimant peu de CD1d et la disparition de cellules
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exprimant fortement cette molécule, indispensable lors d’'une activation des cellules iINKT via le
TCR.

Pour la suite des travaux portant sur la surinfection bactérienne de la grippe, nous avons a
notre disposition deux autres souches du virus IAV : WSN et H1IN1pandemic. Ces souches sont
décrites pour étre moins pathogénes que notre souche H3N2. Ainsi, nous pourrons étudier I'effet
thérapeutique de l'a-GalCer avec d’autres souches d’lAV. En effet, comme nous l'avons wvu,
l'injection de dexaméthasone ne semble pas avoir d’effet sur la survie lors d’'une infection avec une
souche virulente d’lAV. Cependant, l'injection de cette molécule dans un modéle d’infection plus
modérée pourrait avoir des effets plus bénéfiques. Ceci combiné a l'optimisation du protocole
pourra a terme permettre de développer un une stratégie thérapeutique efficace, impliquant

I’'activation des cellules iNKT.

En ce qui concerne les applications thérapeutiques potentielles de nos travaux, il semble
que le traitement par 'aGalCer ou par I'lL-22 & des temps précoces ne soient pas envisageables
car les symptdbmes de la grippe n’apparaissent que 4 jours aprés linfection virale. Néanmoins le
traitement avec I'a-GalCer ou avec I'lL-22 (combiné a un anti-inflammatoire) a des temps plus
tardifs est envisageable. L'a-GalCer étant déja en essais cliniques pour le traitement de cancers,
I'utilisation chez 'homme dans le traitement ou la prévention de maladies infectieuses, telles que

les surinfections bactériennes de la grippe, est une possibilité a évaluer.

Ce travail de thése a permis de mieux comprendre les mécanismes responsables de la
surinfection bactérienne post-grippale. Nous avons également proposé deux stratégies
thérapeutiques potentiellement capables de diminuer la susceptibilité a la surinfection bactérienne
de la grippe. La premiére est basée sur une administration d’IL-22 exogéne et vise a limiter les
dommages épithéliaux induits par le virus. La seconde consiste a induire I'activation des cellules
iNKT et ainsi a promouvoir une immunité anti-bactérienne locale afin de controler le développement

de bactéries.
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Résumeé

Durant linfection par le virus Influenza A (IAV), les changements physiques et
immunologiques du poumon prédisposent I'héte aux surinfections bactériennes. Les cellules T
Natural Killer invariantes (iNKT) sont des lymphocytes T innés pouvant avoir des réles bénéfiques
ou délétéres durant l'infection. Nos objectifs ont visé a (i) étudier le rdle naturel des cellules iNKT et
(i) & rechercher I'effet d’'une activation exogéne des cellules iINKT dans la surinfection bactérienne
post-influenza.

Lors de mon arrivée, le laboratoire venait de décrire, pour la premiére fois en contexte
infectieux, que les cellules INKT étaient capables de produire de I'lL-22 au cours de linfection
grippale. Cette cytokine joue un réle majeur dans les processus de maintien et de réparation des
épithéliums. L’'une des causes des surinfections bactériennes post-grippales étant l'altération et/ou
la perte de l'intégrité de I'épithélium pulmonaire, nous nous sommes proposés d’étudier le réle
potentiel de cette cytokine dans un modéle expérimental de surinfection bactérienne a S.
pneumoniae. Nous avons ainsi pu montrer que si cette cytokine ne joue pas un rble majeur dans la
réponse anti-virale de I'héte, I'lL-22 participe au contréle de l'inflammation au cours de l'infection
grippale et joue un réle protecteur dans la surinfection bactérienne.

Par ailleurs, I'utilisation de souris dépourvues en cellules iINKT (Ja78") a permis de montrer
que les cellules INKT limitent la susceptibilité aux surinfections et réduisent le synergisme létal de la
coinfection virus/bactérie. Au moment de linfection bactérienne, les cellules INKT des souris
grippées sont incapables de produire de I'lFN-y, cytokine dont nous avons montré le role essentiel
dans les mécanismes de défense antibactérienne. Le défaut d’activation des cellules iINKT chez les
souris surinfectées est lié a linterleukine-10 (IL-10), cytokine immunosuppressive induite par
l'infection virale, plutdt qu’a un défaut intrinséque des cellules iINKT. L’IL-10 inhibe l'activation des
cellules iINKT en réponse au pneumocoque en inhibant la production d’IL-12 par les cellules
dendritiques dérivées de monocytes (MoDCs). La neutralisation de I'lL-10 restaure I'activation des
cellules iINKT et augmente la résistance a la surinfection. Ainsi, les cellules iINKT ont un réle
bénéfique (en amont de la colonisation bactérienne) dans le contrble de la surinfection bactérienne
de la grippe et représentent une cible de I'immunosuppression.

Nous avons par la suite étudié la possibilité que le superagoniste des cellules iINKT, I’ a-
galactosylceramide (a-GalCer) puisse limiter la surinfection bactérienne. Pour cela, les souris ont
été traitées par voie intranasale avec de I'a-GalCer a différents temps post-influenza, juste avant
l'infection par le pneumocoque. Le traitement a jour 3, au pic de la réplication virale, limite fortement
la surinfection. Cependant, l'inoculation d’a-GalCer pendant la phase aigué du virus (jour 7) ne
permet pas d’activer les cellules iNKT pulmonaires et n’a pas d’effet sur la surinfection. L’absence
d’activation des cellules iINKT n’est pas intrinséque et est associée a une disparition compléte des
cellules dendritiques CD103" respiratoires (cDCs), lesquelles sont cruciales dans I'activation des
cellules iNKTs. A des temps plus tardifs (jour 14), les cDCs repeuplent le poumon et 'a-GalCer
promeut I'activité antibactérienne des cellules iINKT.

Pris dans son ensemble, cette étude souligne le réle des cellules INKT dans la surinfection
bactérienne de la grippe et ouvre de nouvelles voies thérapeutiques afin de limiter les surinfections
bactériennes post-influenza.
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