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Résumé

La grippe est une maladie respiratoire aigiie, due a une infection par des virus
influenza et qui représente un probléme important de santé publique. Il existe trois types de
virus infectant I’homme : influenza virus A, B et C. Dans ce mémoire nous étudierons le type
A qui est le variant le plus pathogene. Le génome viral se compose de huit segments d’ARN
de taille variable; ces génes codent pour 10 protéines : les glycoprotéines d'enveloppe,
hémagglutinine (I'attachement du virus a la cellule hote) et neuraminidase (responsables de la
libération des virions néoformés), les protéines matricielles (M1), les protéines de la
nucléocapside (NP), trois polymérases (PB1, PB2 et PA), la protéine du canal ionique (M2) et
les protéines non structurales (NS1 et NS2). Les virus influenza ont la capacité de se répliquer
dans les cellules épithéliales du systéeme respiratoire. La reconnaissance puis la liaison par
I’intermédiaire des protéines de surface HA a la membrane cellulaire de la cellule hote initie

le cycle viral.

Les virus influenza induisent une réaction humorale spécifique principalement dirigée
contre ’hémagglutinine. Ce sont les variations de la HA et de la NA (modification des sites
antigéniques) qui sont a I’origine des réinfections lors des épidémies et des pandémies.
L’infection conduit a la nécrose des cellules épithéliales ciliées de I’arbre respiratoire et des
cellules & mucus favorisant les surinfections bactériennes. La forte réponse inflammatoire

expligue les symptébmes généraux.

Mots clés : influenza, réaction humorale, réponse inflammatoire, neuraminidase,

hémagglutinine.



Abstract

Influenza is an acute respiratory illness caused by infection with influenza viruses and
represents a major public health problem. There are three types of viruses infecting humans:
influenza virus A, B and C. In this work, we will study type A which is the most pathogenic
variant. The viral genome consists of eight RNA segments of varying size; these genes code
for 10 proteins: envelope glycoproteins, hemagglutinin (the attachment of the virus to the host
cell) and neuraminidase (responsible for the release of newly formed virions), matrix proteins
(M1), nucleocapsid proteins (NP), three polymerases (PB1, PB2 and PA), the ion channel
protein (M2) and non-structural proteins (NS1 and NS2). Influenza viruses have the ability to
replicate in the epithelial cells of the respiratory system. Recognition and then binding via HA

surface proteins to the cell membrane of the host cell initiates the viral cycle.

Influenza viruses induce a specific humoral reaction mainly directed against
hemagglutinin. Variations in HA and NA (modification of antigenic sites) are the cause of re-
infections in epidemics and pandemics. The infection leads to the necrosis of the ciliated
epithelial cells of the respiratory tree and of the mucus cells leading to secondary bacterial

infections. The strong inflammatory response explains the general symptoms.

Keywords: influenza, humoral reaction, inflammatory response, neuraminidase,

hemagglutinin.
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Introduction

Introduction

Les virus influenza sont d’importants pathogeénes pour I’homme. Tous les ans dans le
monde, les infections grippales saisonniéres causent plusieurs millions de cas graves dont des
centaines de milliers se concluent par des décés. De plus, certains sous-types émergents
provenant du réservoir zoonotique présentent une sérieuse menace pour la santé humaine et
pour I’économie de certains pays via les risques de zoonoses et dans de rares cas le risque
pandémique. Les vingt derniéres années ont vu émerger plusieurs virus influenza A
antigéniquement uniques et potentiellement hautement pathogénes pour 1’homme ou pour
I’animal [1]. En effet I’agent infectieux de la grippe obtenu a partir de sécrétions nasales de
patients infectés conserve son pouvoir infectieux lorsqu’Olitsky et Gates injectent au lapin le
filtrat, obtenu apres « passage » dans un filtre de Berkefeld (filtrant les bactéries) [2]. Mais
c'est en 1931 que le physicien Richard Shope a démontré 1’origine virale de la grippe apres
I’isolement du virus chez le porc. Le premier virus influenza chez les Humains a été isolé en
1933 par Wilson Smith [3]. La propagation rapide de ce virus au niveau mondial a conduit
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) a élever son niveau d’alerte pandémique en phase
6, officialisant la venue de la premiére pandémie grippale du XXle siécle. Cela remarque une
apparition imprévisible de nouveaux virus de la grippe. Au niveau de la stratégie
thérapeutique, la vaccination reste le meilleur moyen de lutte contre I'infection grippale. Le
développement de nouvelles classes d'antiviraux contre la grippe est donc un objectif majeur
des années a venir, afin d'étoffer la pharmacopée des produits pouvant étre utilisés au cours

d'une pandémie, ou au cours d'une grippe saisonniere particulierement importante [4].

En effet, ces antiviraux sont des inhibiteurs compétitifs de la neuraminidase,
empéchant notamment le relargage des nouveaux virions a la surface des cellules infectées.
Les virus portant ces substitutions sont principalement sélectionnés par le traitement antiviral
chez des patients immunodéprimés. La réaction immunitaire de 1’hote permet la production
d’anticorps neutralisant contre la neuraminidase et I’hémagglutinine. Ces anticorps sont donc
spécifiques de chaque variant de sous-type de virus. La population est donc immunisée a long
terme et pour survivre le virus est obligé de s’adapter et donc de muter. |l existe deux niveaux
de mutations : Les modifications radicales ou cassures (drift) des protéines de surface N ou H
des virus de type A. Les glissements antigéniques (shift) entrainent des modifications legéres
de la neuraminidase et de I’hémagglutinine, tous les ans ou tous les deux ans. Il existe une

immunité partielle a court terme malgré ces modifications [5].



Introduction

Le but de ce mémoire est de faire la mise a jour des connaissances concernant le virus
de la grippe A et sa réaction avec I'immunité. Ce mémoire se compose de deux chapitres, le
premier concerne certaines genéralités sur le virus de la grippe A, tandis que le second

s’intéresse a la pathogenese de I’infection virale et la réponse immunitaire.



Chapitre 1

Géneralites sur les virus influenza A
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1. Généralités

La grippe est une maladie respiratoire infectieuse causée par le virus influenza. Chez
I’Homme, cette infection des voies respiratoires supérieures cause un ensemble de symptémes
tels que la fievre, les frissons, les douleurs musculaires et articulaires, la toux, le mal de gorge,
la fatigue, le mal de téte, I'écoulement nasal et la congestion nasale [6]. Les virus influenza
appartiennent a la famille des Orthomyxoviridae. C'est une maladie qui évolue sur un mode
épidéemique et qui a, chaque hiver, un impact socio-économique important. Parmi les trois
types de virus influenza (A, B et C), ceux de type A (sous-type HIN1 ou H3N2) et ceux de
type B sont responsables des épidémies de grippe saisonniére chez I’Homme [7].

Ce sont des virus enveloppés dont le génome est constitu¢ de 8 segments d’ARN simple
brin de sens néegatifs (ARN-). Ces 8 segments encodent au moins 16 protéines dont certaines
n’ont été découvertes que tout récemment. Selon la taille du génome et la nature des protéines
de la matrice et de la surface, les virus influenza sont divisés en quatre genres : A, B, C et D
[8]. Parmi la douzaine de proteines différentes codéees par le génome viral, deux sont des
glycoprotéines portées par ’enveloppe virale, essentielles tant pour la pénétration des virions
dans les cellules cibles et la production de nouvelles particules en fin de cycle que pour les
interactions avec le systéeme immunitaire de I’hote : I’hémagglutinine (H ou HA) et la

neuraminidase (N ou NA) [9].

La classification de ces virus repose sur la taille de leur génome et les caractéristiques
antigéniques de leurs protéines. Bien que les virus influenza A, B et C peuvent étre isolés
chez ’'Homme, les virus de type C sont trés faiblement pathogénes et ne causent que des
infections asymptomatiques ou bénignes. En revanche, les virus de type A et B sont
responsables tous les ans de centaines de millions d’infections au cours des épidémies
saisonnieres [10]. De plus, ces infections grippales saisonniéres sont responsables de 3 a 5
millions de cas graves et 250 000 a 500 000 déces par an dans le monde. Outre le fait d’étre
une préoccupation de santé publique, la grippe est un probleme médico-économique en raison
du grand nombre de personnes pouvant étre touchés lors d’une épidémie et du cott des soins
résultants. Afin de diminuer I’impact de cette maladie, la vaccination reste le moyen

prophylactique le plus efficace [11].

2. Historique de virus

Le terme « influenza » (de I’italien influence) est employé pour la premicre fois au

XIVeéme siecle a Florence. Ce terme traduit ’influence des astres et du froid : le caractére
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saisonnier de I’affection est déja remarqué, ou I’étymologie du mot frangais grippe vient,

selon certains, de 1’allemand « grippen » qui signifie saisir brusquement.

L’histoire des pandémies fut de mieux en mieux décrite au fil des années. La premiere
s’est déroulée en 1850, 31 pandémies sont survenues depuis [12]. A partir de la fin du XVIlle
siecle, cing pandémies grippales sont identifiées et décrites comme telles. Citons par exemple
celle de 1729-1723 ou celle de 1781-1782. Enfin le X1Xe siecle, connait trois pandémies, en
1830-1833, 1889-1891 puis une particulierement grave en 1898-1900.L’activité grippale
s’atténue alors jusqu’a la tristement célébre « grippe espagnole » en 1918 [13]. Au cours du
XXe siecle, les connaissances sur la grippe se sont améliorées : distinction entre épidemies
saisonnieres et pandémies, description de I’agent étiologique d’origine virale par Richard E.
Shope en 1920, puis isolement du virus influenza de type A Humain par Wilson Smith,
Christopher Andrews et Patrick Laid Law en 1933. Les virus influenza de type B ont été

isolés en 1940, de type C en 1947 et de type D plus récemment en 2011[14].

Malgré D’avancée importante de nos connaissances sur les virus influenza, ils
représentent toujours un colit humain important. Vient s’ajouter un colit économique non
négligeable. Une étude a estimé qu’en moyenne par saison, les virus influenza couteraient 87
milliards de dollars aux Etats-Unis (E.-U). Si 1’on additionne les frais médicaux divers et

jours d’absentéisme [15].

3. Le virus de ’influenza de type A

3.1. Structure général du virus de I’influenza A

Les virus influenza A sont des virus enveloppés, de forme sphérique, ovale ou allongée,
possédant une nucléocapside a symétrie hélicoidale. Le virion, observable en microscopie
électronique, possede un diamétre moyen de 100 nm (Fig. 1). Le génome viral est un ARN
monocaténaire, de polarité négative, segmenté comprenant huit segments correspondant
chacun a un gene. Les segments d’ARN codent 8 ou 10 polypeptides dont la plupart sont des
protéines structurales. Chaque segment d’ARN viral est associé¢ au complexe de transcription
et de réplication du virus constitué des protéines PB1, PB2 et PA (ou P3 pour les virus de type
C) ainsi qu’a une nucléoprotéine NP majoritaire qui assure la cohésion de I’ensemble pour

former la ribonucléoprotéines (RNP) [16].

En plus des glycoprotéines de surface, l'enveloppe virale comporte deux autres

protéines virales : la protéine de matrice, M1, qui sous-tend I'ensemble de I'enveloppe virale et
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tapisse la face interne de I’enveloppe virale, et la protéine transmembranaire M2 qui

s’organise en tétrameres formant un canal ionique [17].

Neuraminidase
Hémagglutinine

Protéine M1, matrice
Protéine M2
Canal a protons

ARN simple brin
8 segments

Figure 01 : Structure du virus Influenza A [18].
3.2. Le génome viral

Les virus influenza A posseédent un génome d’une longueur totale d’environ 13 600
nucléotides codant pour 17 protéines. Ces virus ont la particularité de pouvoir augmenter leur
capacité¢ de codage grace a diverses stratégies comme 1’épissage, 1’utilisation de cadre de

lecture alternatif ou alors, plus récemment découvert, le saut de cadre de lecture [19].

Les VIA possedent un génome segmenté formeé d'’ARN monocaténaire de polarité
négative. Comportent huit segments de taille variable. Chaque ARN viral (ARNv) est trouvé
associé avec plusieurs monomeres de nucléoprotéine (NP), et avec un complexe
polymérasique composé de trois sous-unités (PB1, PB2 et PA) aux extrémités 5' et 3' [20].
L’ensemble interagissant avec les protéines du complexe de la polymérase virale (protéine
acide ou PA, protéine basique 1 ou PB1 et protéine basique 2 ou PB2) pour former les
ribonucléoprotéines virales. L’ensemble des segments codent jusqu’a 17 protéines virales

présentant des fonctions variables [21].
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Tableau 01 : Fonction et r6le des protéines virales des virus influenza de type A [22].

Taille Séquence
Segment Segment Protéines | protéique Principales fonctions/réles
(nucléotides) (aa)
1 2341 PB2 759 Reconnaissance et fixation de la coiffe
2 PB1 757 Activité endonucléase, porte 1’activité
2341 ARN polymérase
PB1-F2 87 Protéine pro-apoptotique
N40 718 Fonction inconnue
3 2233 PA 716 Capture de la coiffe
4 HA 566 Attachement au récepteur cellulaire,
1778 fusion des membranes de I’endosome et
du virus
5 1565 NP 498 Régulation  Transcription/réplication,
export nucléaire des RNPv
6 NA 454 Destruction récepteur a la surface des
1413 cellules infectées, activité sialidase
(propagation néo-virions)
7 M1 252 Assure architecture interne virus, assure
1027 export nucléaire des RNPv
M2 97 Acidification intérieur virion, canal a
proton
8 NS1 230 Inhibition réponse antivirale
890 NEP 121 Export nucléaire des RNPv

4. Les proteines virales

4.1. L’hémagglutinine

4.1.1. La structure

L’hémagglutinine (HA) est une protéine de 550 acides aminés, codée par le segment 4

se présentant sous la forme d’un homo-trimere. Cette glycoprotéine présente deux régions un

domaine globulaire HA1 formé de feuillets antiparall¢les contenant le site d’attachement au

récepteur et les sites antigéniques ; et une tige HA2 constituée d’hélices permettant I’ancrage

de la HA dans I’enveloppe virale et portant le peptide de fusion [23].
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Figure 02 : Représentation du trimére d'hémagglutinine (HA) du virus influenza A [24].
4.1.2. La fonction

La HA joue deux roles principaux lors de I’entrée du virus dans la cellule héte. Son
premier r6le est celui de la liaison aux récepteurs cellulaires que sont les acides sialiques
terminaux de glycoprotéines ou glycolipides. Le second role important de la HA est d’induire
la fusion de I’enveloppe virale a la membrane endosomale grace au peptide de fusion de la
HA, permettant la libération des RNPV dans le cytoplasme. Le réarrangement structural qui
permet la libération du peptide de fusion requiert le clivage préalable du précurseur HAO en
HAT1 et HA2, lequel est réalis¢ au niveau d’un site particulierement conservé. Ce site de
clivage differe entre les souches hautement pathogénes (HP, types H5 et H7) ou faiblement
pathogénes (LP). De plus, la glycosylation module 1’affinité de la HA pour les AS. En effet,
les oligosaccharides ajoutés au niveau de I’Asn 131 sont toujours accompagnés d’une
mutation compensatoire augmentant 1’affinité de la HA pour son récepteur [25], et a la fin du
cycle viral, HA participe également avec d’autres protéines virales au processus de
bourgeonnement. Du fait de sa présence a la surface du virus, HA est le déterminant

antigénique majeur reconnu par le systéme immunitaire de I’hote [26].

4.2. La neuraminidase NA

4.2.1. La structure

Représentent environ 20% des glycoprotéines de surface des virus de type A. Elles
sont isolées ou groupees a la surface du virus [27]. La NA est la deuxieme glycoprotéine

majeure présente a la surface du virion. Codée par le segment 6 est un homotétrameére
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(environ 240 kDa) sous forme d'un champignon. Chaque monomere est composeé de 4 régions
. une queue cytoplasmique conservée (184), un domaine transmembranaire (9), une région
linéaire nommeée « pied », et une région globulaire, nommeée « téte ». La téte globulaire (~200
kDa) s’attache au pied qui s'insére dans la membrane virale via son extrémité N-terminale
tandis que son extrémité C-terminale est extracellulaire et contient un site catalytique des

résidus d’acides sialiques présents au niveau de 1’épithélium respiratoire [28, 29].

L Head

) |

e

Transmembrane

Figure 03 : représente la structure des neuraminidase A [30].
4.2.2. Lafonction

La fonction de la partie globulaire est impliquée dans la phase finale du cycle viral,
lors du relarguage des virions. En clivant les acides sialiques, elle évite que les virions ne
restent collés a la surface cellulaire a cause des interactions HA/acide sialique [31], alors
I’hydrolyse des acides sialiques portés par les sécrétions muqueuses des voies respiratoires
suggere un autre role facilitant I'infection des cellules par les virus. La spécificité de la
neuraminidase pour les liaisons SA (2,6) Gal et SA (2,3) Gal en fonction de I’hote est arrété
que celle de la protéine HA [32]. Alors que les virus humains se lient préférentiellement a de
I’acide sialique couplé au galactose en position 2-6 (2,6-SA) [33]. Cette protéine est donc
impliquée dans la propagation de I’infection virale. Contribuant donc a la mobilité des
particules virales dans le mucus présent dans les voies respiratoires et joue également un réle

avec HA dans I’initiation du bourgeonnement des virions [34]. NA est la cible de principaux

.
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antiviraux I’oseltamivir et le zanamivir, analogues des acides sialiques couramment utilisés

contre le virus de la grippe [35].

Stalk acid Galactose

Neuraminidase

Figure 04 : Site d’action de la neuraminidase Liaison acide sialique-galactose (ici a2-3) [36].
4.3. La protéine de matrice M1

La protéine M1 des virus est le composant le plus abondant au sein de la particule
virale. Elle est constituée de 252 AA tres conservés. La protéine M1 fait le lien entre la
membrane lipidique, les queues cytoplasmiques des protéines membranaires, et les RNPv, en
tapissant la face interne de la membrane des particules virales. La protéine M1 intervient a
différents stades du cycle viral. Elle régule I’export nucléaire des RNPv néosynthétisés, en

association avec la protéine NEP, prévenant également leur réentrée dans le noyau [37].
4.4. Le canal a proton M2

C'est I'une des deux protéines codées par le segment 7 grace a un épissage alternatif du
transcrit viral. Elle présente un poids moléculaire de 11 kDa et forme un homotétrameére ; La
protéine M2 est une protéine canal a protons jouant un role primordial lors de 1’acidification

de I’intérieur du virus en phase précoce d’infection [38].
4.5. Le complexe de la polymérase du virus influenza A

Le complexe de la polymérase de la grippe. La polymérase virale est composée de
trois sous-unités : PB1, PB2 (protéines basiques toutes les deux) et PA (protéine acide).
Chague sous-unité posséde une fonction bien précise. Brievement, la sous-unité PB1, codée
par le segment 2, posséde I’activit¢é de polymérase proprement dite et une activité

d’endonucléase : elle clive les coiffes en 5’ des ARNm cellulaires. PB1 serait également la
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sous-unité de la polymérase permettant la discrimination des VRNP(-) des cRNP (+) qui sont
des intermédiaires réplicatifs en reconnaissant les promoteurs des cCRNP et des VRNP par deux
domaines différents. PB2, codée par le segment, reconnait les coiffes 5° m7Gppp et permet
ainsi leur clivage par PB1. La sous-unité PA (segment 3) est une phosphoprotéine impliquée

dans la dégradation de certaines protéines [39].

PB2 Influenza virus RNP

PA (-) Sense ss RNA

Figure 05 : Les fonctions associées aux sous-unités et sous-unités du complexe de I’ARN

polymérase du virus de la grippe [40].
4.6. Les protéines non structurales (NS1 et NEP)

La protéine NS1 est une protéine non structurale du virion exprimée a de trés fortes
concentrations dans le noyau de la cellule infectée. Cette protéine est un facteur de virulence
par ses fonctions de régulation de la synthése d’ARNm cellulaires et d’inhibition du systeme

IIFN et elle joue aussi un rdle dans la régulation de la morphologie du virion [41].
4.7. La protéine d'export nucléaire (NEP, anciennement NS2)

Traduite du segment 8, avec la protéine NS1 E ; cette protéine est di a son role
indispensable dans I'export nucléaire du complexe RNP virale. Elle possede un motif d'export
nucléaire (NES) permettant sa liaison avec le facteur cellulaire d'export nucléaire CRM1
(Chromosome Région Maintenance protéine 1) par la région N-terminale (197). D'autre part,
la protéine NEP interagit aussi avec la protéine M1, qui se lie au RNPv, par la région C-
terminale (3). Le complexe entre NEP, M1, RNPv, et CRML1 joue coopérative ment afin de

conduire le processus d'export nucléaire des RNPv [42].
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1. Le cycle viral

La prolifération du virus de la grippe se fait en plusieurs étapes au cours desquelles
celui-ci prend le controle de la cellule a son profit. Le virus initie I’infection en se fixant aux
acides neuraminique (acides sialiques) situés a la surface des cellules. Alors que certains virus
peuvent entrer directement en traversant la membrane plasmique par un processus de fusion,
les virus influenza pénétrent dans la cellule par un mécanisme d’endocytose et requi€rent un
faible pH pour activer la fusion de la membrane virale a celle de ’endosome. Ce processus
d’entrée est retrouvé chez d’autres virus enveloppés Apres adsorption, la majorité des virus
affiche un temps moyen de 25 minutes pour la pénétration dans la cellule. 10 minutes aprés
pénétration (environ 35 min aprés adsorption), les RNP du virus influenza sont retrouvees

dans le noyau [43].
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Figure 06 : Cycle viral. [44].
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1.1. Attachement du virus a la sure face de cellule et endocytose

Le glycocalix des cellules cibles des virus Influenza (couche de polyholosides présents
a la surface des cellules eucaryotes) est composé de glycoprotéines dont le sucre terminal est
I’acide sialique. La particule virale initie son cycle viral en se fixant par ses HA sur les acides
sialiques cellulaires présents a la surface du pdle apical des cellules cibles. La région
responsable de I’interaction HA-récepteur s’appelle le RBS (Receptor Binding Site) [45].
L’acidification de I’endosome active le canal a protons M2. L’acidification permet : la
dissociation des interactions entre la protéine M1 et les ribonucléoprotéines virales (RNPV),
assurant la décapsidation ; et le réarrangement conformationnel de I’HA et la fusion des
membranes virales et endosomale grace au peptide de fusion HA2. Les RNPv sont alors

libérés dans le cytoplasme [46].
1.2. Import nucléaire des RNP

La totalité de la synthése des ARN a lieu dans le noyau. Les RNP étant de taille trop
importante pour diffuser de facon passive dans le noyau, alors Les ARN viraux sont
transportés dans le noyau par les signaux de localisation nucléaire [47] ; en effet chacune des
protéines les constituant possede un signal de localisation nucléaire (NLS). Les NLS leur

permettent d’interagir avec la machinerie d’import nucléaire pour leur entrée dans le noyau
[48].

1.3. Transcription et réplication du genome viral

Le génome viral va étre transcrit et répliqué dans le noyau par I’intermédiaire des
protéines du complexe polymérasique (PB1, PB2 et PA) La premiére étape de la réplication
du génome viral est la transcription de ’ARNv de polarité négative en ARN messager
(ARNmM) de polarité positive [49]. C'est un processus dépendant de I'amorce d'oligonucléotide
dérivée de la coiffe de I'ARNm cellulaire. La structure de cette coiffe (5'-m7GpppNm) est
reconnue et clivée par les protéines PB2 et PB1 respectivement. L'élongation est suivie par la
protéine PB1 possédant l'activité d’ARN polymérase ARN dépendante. Les ARNm viraux
sont maturés par addition d'une queue poly A en 3'[50]. Ces ARNmM exportes vers le
cytoplasme pour étre traduits en protéines. La synthése de PB2, PB1, PA, NP, M1, NS1 et
NEP se fait directement dans le cytoplasme, tandis que celle des protéines ancrées dans
I’enveloppe virale (HA, NA et M2) se fait dans le réticulum endoplasmique. Ces protéines
membranaires subissent ensuite des modifications post-traductionnelles puis sont transportées

via I’appareil de Golgi vers la membrane cellulaire [51].

E
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La deuxieme étape de la réplication virale est synthese de nouvelles et grand nombre
de copies d’ARNv de polarité négative ce dernier passe par synthése d’ARNc polarité
positive. La synthése de novo d’ARNc a lieu a partir du premier nucléotide 3’ de la matrice
ARNv et ne nécessiterait pas d’amorce. Contrairement aux ARNm, les ARNc sont en
capsides par la NP de maniére co-transcriptionnelle pour former des RNPc (nombre de copies
d’ARNC reste faible tout au long du cycle viral) qui seront ensuite utilisés comme matrice
pour la synthése de copies d’ARNv [52]. Les ARN messagers viraux peuvent ensuite subir
des étapes de maturation et d’épissage, puis sont exportés vers le cytoplasme La protéine NP

semble étre essentielle pour I’¢longation de I’ARNc mais pas pour I’initiation de la réplication
[53].

1.4. Exportation des complexes ribonucléoprotéines du noyau cellulaire

Les nouvelles RNPv sont transportées du noyau par un processus dépendant de
I'interaction entre le facteur cellulaire d'export nucléaire CRM1 (Chromatine Maintenance
Protéine 1) et les protéines M1, NEP les RNPv interagissent entre elles pour former le
complexe RNPv-M1-NEP. Le motif d'export nucléaire situé sur la protéine NEP lui permet de
se lier avec le facteur cellulaire d'export nucléaire CRM1. Les RNPv sont transportées par le
pore nucléaire et orientées vers la membrane cellulaire ou se trouvent les HA, NA, et M2

nouvellement synthétisées [54].
1.5. Le Bourgeonnement

La derniére étape, le bourgeonnement, est initiée par HA et NA, leur accumulation au
niveau de la membrane plasmique des cellules infectées entraine la formation de radeaux
lipidiques, sites d’assemblage de virions en cours de formation. Les radeaux provoquent une
altération de la courbe de la membrane plasmique, ce qui induit le processus de
bourgeonnement. Les extrémités intra-cytoplasmiques de HA et NA recrutent M1, cela offre
une structure a la nouvelle membrane virale, cet arrangement déterminerait la future
morphologie des virions, filamenteux ou sphériques [55]. En effet, le relarguage des
particules virales néosynthétisés est effectué grace a 1’activité sialidase de la NA. En
hydrolysant les liaisons entre les acides sialiques et les HA, la neuraminidase va empécher
’agrégation des particules virales a la surface des cellules infectées mais aussi favoriser leurs

disséminations dans le mucus respiratoire [56].

2. La réponse immunitaire dirigée contre le virus influenza A

j
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2.1. La reconnaissance du virus et réponse inflammatoire

Une des caractéristiques principales du systeme immunitaire et sa capacité a
reconnaitre et a détruire le virus et les cellules infectées par le virus, d’ou les importances
considérables du systeme immunitaire dans les défenses antigrippales. Les trois étapes
critique de la défense immunitaire sont : la reconnaissance du pathogéne, 1’induction de la
réponse immunitaire et son amplification et la résolution inflammatoire. Lorsque le pathogéne
est élimine, l'inflammation doit retourner a I'état basal. La réponse immunitaire consiste en
une réponse immunitaire innée, non spécifique du pathogene et en une réponse adaptative,
spécifique du pathogéne. Nous allons ici développer la reconnaissance du virus influenza A et

I'induction de I'inflammation, étape initiale de la réponse immunitaire [57].
2.2. 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 I'immunité 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) [58].

a) Reconnaissance des virus influenza A par les Toll-Like Receptors
(TLR3)

Il est déja connu que le TLR3 reconnait I’ARN simple brin au niveau de I’endosome
étant donné que les cellules infectées par le virus de la grippe ne générent pas d’ARN double
brin, il est probable que le TLR3 reconnaisse des structures d’ARN non identifiées
actuellement, présentes dans les cellules pulmonaires infectées et dérivées de la phagocytose.
TLR3 déclenche la signalisation via la voie indépendante de MyD88 en utilisant TRIF comme
protéine adaptatrice, cette reconnaissance dans 1’endosome va recruter 1’adaptateur TRIF
(TIR-Domain-containing adapter-inducing IFN-p), amenant a 1’activation des transducteurs
TRAF3 et TRAF6. Le transducteur TRAF3 via les kinases IKKe et TBK1 permet la
phosphorylation du facteur de transcription IRF3 (IFN regulatory factors 3) [59]. La molécule
TRIF 3 sont ensuite identiques a ceux générés par ’activation de TLR7-8 [60]. A noter que
les cellules épithéliales respiratoires humaines expriment principalement le TLR3 dont

I'activation par le virus de la grippe induit la production de cytokines pro-inflammatoires,

E
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notamment les interférons de type | (IFN-I) a et B. Les IFN-I sont capables de contréler la
réplication virale mais peuvent également entrainer des pathologies pulmonaires importantes
[61].

b) Reconnaissance des virus influenza A par TLR7-8

Le récepteur TLR7 utilise la voie dépendante de MyD88 pour induire I'expression de
cytokines pro-inflammatoires et des IFNs. Les TLR 7-8 reconnaissent des ARNsb (ARN
simple brins) et sont, de part le géenome ARNsb des VIA, les récepteurs privilégies de ces
virus. Ainsi la réplication du virus n’est pas nécessaire, la signalisation induite par 1’activation
des TRL-7-8[62]. Cette reconnaissance du motif ARN simple brin par TLR7 permet
essentiellement 1’expression des génes de I’'I[FN-1 et de cytokines pro-inflammatoires chez les
mammiferes. Ce récepteur recrute un adaptateur appelé MyD88 (Myéloide Différentiation
primaire réponse géne 88) qui va activer les transducteurs TRAF3 et TRAF6 via les kinases
IRAK1 et IRAK4. Comme précédemment, le signal passant par TRAF6 améne a I’activation
de NF-kB et AP-1, et celui de la kinase TRAF3 permet la phosphorylation d’IRF7 [63] apres
infection par VIA induit des facteurs de transcription qui stimulent I’expression des génes
codant des cytokines et des chimiokines, via le signal adaptateur MYD88. Les facteurs de
transcription activés par les TLR-7-8 sont NF-KB (nuclearfactor KB) et IRF-3-7 (interféron
réponse factor-3-7 [64].

c) Reconnaissance des virus influenza A par TLR4

Le TLR4 qui est présent a la surface de la cellule va reconnaitre des glycoprotéines
virales comme I’hémagglutinine (HA) et la neuramidase (NA) [65]. Contrairement aux autres
TLRs, TLR4 est unique quant a sa capacité a signaler a la fois par la voie dépendante et
indépendante de MyD88. Une fois TLR4 activé, il recrute TRIF via 1’adaptateur TRAM ce
qui induit ’expression des réponses antivirales et anti-inflammatoires par la voie
indépendante de MyD88 (tel que décrit précédemment pour TLR3). De plus, TLR4 utilise
également la protéine adaptatrice TIRAP pour recruter MyD88 a son domaine TIR. Cette
stimulation passant par la voie dépendante de MyD88 initie la cascade de signalisation
impliquant I’activation séquentielle de kinases conduisant & 1’activation des facteurs NF- kB

et AP-1 (comme pour TLR7/8) [66].
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Figure 07 : Induction des voies de signalisation des TLRs par I’infection avec le virus [67].

d) Reconnaissance des virus influenza A par RIG1

A un stade plus avancé de ’infection, RIG-1 va reconnaitre aussi les ARN viraux
simple brin ou double brin ayant un triphosphate en 5' généré durant la réplication dans le
cytoplasme. L’activation de RIG-1 par ces ARN va entrainer un changement de conformation
de ce PRR par ubiquitination par la protéine tripartite motif 25 (TRIM 25). Ainsi, les
domaines CARDs (capasse activation and recrutement Domain) de RIG-1 vont s’associer aux
protéines mitochondriales MAVS (mitochondrial antiviral signaling adaptator) ce qui va
aboutir en fin a I’activation diIRF3 (interferon regulatory 3) et de NF-B (nuclear factor-
kappa B) et donc la production d’interférons de type I A un stade plus avancé de I’infection,
RIG-1 va reconnaitre aussi les ARN viraux dans le cytoplasme. L’activation de RIG-1 par ces
ARN va entrainer un changement de conformation de ce PRR par ubiquitination par la
protéine tripartite motif 25 (TRIM 25). Ainsi, les domaines CARDs (capasse activation and
recrutement Domain) de RIG-1 vont s’associer aux protéines mitochondriales MAVS
(mitochondrial antiviral signaling adaptator) ce qui va aboutir en fin a 1’activation diIRF3
(interferon regulatory 3) et de NF-B (nuclear factor-kappa B) et donc la production
d’interférons de type I [68].

e) Reconnaissance des virus influenza A par NLR (récepteurs de type
NOD)
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Impliqués dans la reconnaissance des motifs viraux ADN et ARN, il fait partie de
I'inflammasome NLRP. Les inflammasomes sont des complexes cytoplasmiques qui jouent un
role fondamental dans la reconnaissance et la défense contre les infections virales et
notamment l'infection par le virus influenza. Ce sont des complexes multi-protéiques qui
agissent comme des plateformes d'activation de la caspase-1, qui est impliquée dans la
maturation et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme 1'IL1B et 1L18 dans
I'espace extracellulaire [69]. L'activation de I'inflammasome et la sécrétion d'IL1J conduit a la
production de chimiokines intervenant dans le recrutement et le maintien dans le poumon de
cellules inflammatoires comme les neutrophiles et les monocytes. Thomas et collaborateurs
[70] ont montré que l'absence de l'activité de NLRP3/caspase-1 dans la production de
cytokines et chimiokines augmente la nécrose pulmonaire et réduit la capacité respiratoire,
compliquant 1'évolution de la maladie dans les premiers jours de I’infection. L'activation de
I'inflammasome, augmente le recrutement de neutrophiles et de monocytes par la production
de davantage de chimiokines, ce qui améliore la réponse antivirale et contribue a réparer le

tissu pulmonaire endommagé [70].
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Figure 08 : Voie de signalisation de RIG-1 et NLRP3 lors d’infection par le virus influenza A
[71].

3. La réponse immunitaire innée

Dans le tractus respiratoire, il existe plusieurs lignes de défenses non-spécifiques telles
que les barriéres naturelles (physiques et chimiques), qui empéchent le virus de disséminer

dans les voies respiratoires. Ces barriéres comprennent le mucus, les peptides antimicrobiens,
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les surfactants et le mouvement des cils au niveau de I'épithélium pulmonaire. La muqueuse
épithéliale des voies aériennes ne représente pas seulement une barriere physique. Elle est
également considérée comme un site de détection virale et une source de médiateurs

inflammatoires [72].

Mugqueuses des voies aériennes

* Protection mécanique:

Présence de cils et de mucus: piégeage

et élimination des agents pathogenes

* Protection biochimique:

Présence d’enzymes (lysozymes) et d’anticorps
(immunoglobulines A): réle antiseptique

Figure 09 : Barriére naturelles de I’organisme, muqueuse épithéliale des voies aériennes [73].
3.1. Détection du virus grippal par les récepteurs de ’immunité innée

La premiére étape de défense consiste a détecter la présence du virus par les PRRs, qui
sont les récepteurs de I’immunité innée qui reconnaissance des motifs antigéniques associés
aux pathogene (PAMPS). Pour les virus influenza, ces récepteurs reconnaissent des motifs
moléculaires tels que les acides ribonucléiques des virus. La détection de ces motifs par les
récepteurs cellulaires PRRs active des signaux amenant a la production de cytokines
(interférons, chimio Kinés et cytokine pro-inflammatoires). Parmi ces récepteurs, il y a les
TLRs, les Nucleotide-binding Oligomerization Domain (NOD)-Like-Receptor (NLR) et les
Rétinoiques acids—Indicible Gene | ; RIG-Like-Receptor (RLR). Ces récepteurs sont exprimés
par les cellules immunitaires dans le poumon et par les cellules non immunitaires (cellules de

I’épithélium pulmonaire) [74].
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Figure 10 : Reconnaissance des virus influenza et induction de la réponse IFN-I et 111

entrainant la mise en place de mécanismes antiviraux [75].
3.2. Mise en place des mécanismes intracellulaires antiviraux

Les mécanismes antiviraux induits par les interférons sont nombreux, présents dans
différents compartiments cellulaires et agissent a différentes étapes du cycle viral (Tableau 2).
Il a été montré que certains effecteurs sont essentiels dans le contréle de la réplication virale
in vivo. Par exemple, la lignée de souris C57BL/6 est déficiente dans I’expression des génes
Mx1 et 2 (délétion ou mutation non-sens). Des études ont démontré que la restauration de
I’expression de Mx1 chez ces souris permet de les rendre résistantes a des infections Iétales

par des 1A [76].
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Tableau 2 : Principales protéines effectrices de la résistance antivirale médiée par les

interférons chez I’lhomme [77].

ISG Localisation Mode d’action

MxA Cytosol Liaison a NP entrainant une rétention du génome viral
entrant dans le cytoplasme.

2’y Cytosol Production de 2°-5’ oligoadenylate permettant

OAS I’activation de la RN ase L qui va cliver les ARN viraux

PKR Cytosol Phosphoryle EIF2a permettant 1’arrét de la traduction

des ARN viraux et cellulaires.
Stabilise les ARNm des genes IFNA et IFNB.

IFITM Endosome | Inhibe la fusion membranaire au niveau de I’endosome.
Vipérin RE et Inhibe le bourgeonnement en interférant avec la
cytosol formation des radeaux lipidiques.

CH25H Cytosol Inhibe la fusion membranaire.

TRIM22 Noyau Cible la protéine NP afin de permettre sa dégradation
par le Proteosome.

ISG15 Cytosol Entraine la dégradation des protéines virales
nouvellement traduites affectant ainsi la réplication
virale.

4. Recrutement séquentiel des cellules du systéeme immunitaire au site
d’infection

4.1. Les macrophages alvéolaires

Les macrophages alvéolaires représentent la premiere ligne de défense pulmonaire. De
nombreuses études ont montré que ces cellules jouent un réle clé dans la réponse initiale a
I'infection par le virus de la grippe. Les macrophages alvéolaires recrutés a I’endroit de
I’attaque vont étre activés et vont phagocyter les cellules infectées dans le but de limiter la
propagation du virus vers d’autres populations cellulaires [78]. En effet, 1’absence de
macrophages alvéolaires chez des souris infectées conduit a des pathologies pulmonaires plus
graves et a une diminution de la survie. Les macrophages alvéolaires constituent une source
d’oxyde nitrique synthase 2 (NOS2), de TNF- a, et d’IFN- Yy et ont une expression importante
de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) qui est associée a la pathologie
pulmonaire induite par le virus en induisant I’apoptose des cellules épithéliales alvéolaires. Le
virus grippal se réplique au sein des macrophages dérivés des monocytes sanguins en

induisant une production importante de cytokines pro-inflammatoires tels le TNF-a et I'TFN-3
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principalement, celle-ci étant impliquée dans le développement de la pathologie [79]. Les
macrophages vont présenter des antigenes viraux aux cellules de la réponse immune
adaptative et d’autre part, ils vont étre aussi impliqués dans I’activation des cellules NK, la
régulation de la réponse Th1l, la survie des cellules B et la production des anticorps par la
production d’IL12 et d’IL10 [80].

4.2. Les neutrophiles

Les neutrophiles constituent une population effectrice importante. Ces cellules sont
rapidement recrutées dans les poumons et les Lavages Broncho-Alvéolaires (LBA) aprés
I’infection par le virus Influenza A. 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 contrdle de la charge virale dans les poumons et aggrave
ainsi la pathologie. 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. Le virus Influenza
A est capable d’infecter les neutrophiles et ceux-ci sont capables d’initier une activation des
cellules T CD8+. Cependant I’infection des neutrophiles par le virus induit une mort cellulaire

plus rapide de ceux-ci [81].
4.3. Cellules dendritiques

Localisées en-dessous de la barriére épithéliale et au-dessous de la membrane basale,
les cellules dendritiques (CD) surveillent la lumiere du tractus respiratoire grace a leurs
dendrites qui passent a travers les jonctions serrées entre les cellules épithéliales. En présence
de cellules infectées, de virions ou de corps apoptotiques, les CD exercent leur activité de
détection et de neutralisation par opsonisation. Les CD migrent ensuite via le systéeme
lymphatique afférent vers le ganglion. Les CD y dégradent les protéines virales et les
immuno-peptides résultants sont présentés. Dans le ganglion, les CD peuvent présenter les
antigénes viraux grace au complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) aux cellules T et les
activer [82]. Pour la présentation de molécules via le CMH de type I, les peptides dérivés du
virus seront libérés dans le cytosol et transportes vers le réticulum endoplasmique ou ils sont
associés aux molécules CMH de type | et forment ainsi les complexes CMH/antigene.
Ultérieurement, les complexes sont transportés via I’appareil de Golgi vers la membrane
plasmique ou ils sont reconnus par les cellules T cytotoxiques CD8+. Lors de la présentation

des molécules via le CMH de type Il, les protéines virales sont dégradées au niveau des

E



Chapitre 11 Pathogenese du virus de l'influenza et réponse immunitaire

endosome/lysosomes ou elles libérent des peptides qui s’associent aux molécules CMH de
type 1. Les complexes résultants sont ensuite transportés vers la membrane plasmique ou ils

sont reconnus par les cellules T helper CD4 [83].
4.4. Cellules Natural killer

Les cellules Natural killer (NK) sont des effecteurs majeurs de la réponse immune
innée qui se retrouvent dans l’ensemble des tissus lymphoides et non lymphoides de
I’organisme. La cytotoxicité et la production des cytokines/chimiokines (INF de type II) sont
les principales fonctions de cette population cellulaire. Ces fonctions sont régulées par le
récepteur d’activation NKG2D et le récepteur d’inhibition Ly49. Les cellules NK peuvent
reconnaitre des ligands non liés au CMH gréce a leurs récepteurs de cytotoxicité NKp30,
NKp44, NKp46 et CD16. Pendant I’infection par le virus influenza, les cellules NK peuvent
reconnaitre HA avec leurs récepteurs NKp44 et NKp46 et induire la lyse cellulaire par un

processus appelé antibody-dependent cell cytotoxicity (ADCC) [84].

Virus ﬁ
Influenza .

Macrophages 1. Recrutement des

. Cellules innées

Neutrophiles

% NKs

2. Migration des DCs
Vers les ganglions
lymphatiques

3. Activation,
Maturation et expansion
des lymphocytes

4. Migration des

Lymphocytes
Vers le site d’infection

Figure 11 : Cinétique de la réponse immunitaire lors d’une infection par le virus influenza
CD4 [85].

5. Les réponses immunitaires specifiques (numérotation)

Comme tous les virus, I’VIA est un parasite intracellulaire obligatoire : les

mécanismes immunitaires spécifiques de I’VIA dépendent de cette caractéristique.
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5.1. La réponse T spécifique

Apreés la capture des antigénes 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. Le « priming » initial des lymphocytes T se fait dans
les 30h aprés I’infection. Les instructions données par les DCs ont un impact sur le devenir
des lymphocytes T spécifiques générés. En effet, I’expression de la molécule FasL sur les
DCs apres infection par le virus influence 1’intensité de la réponse T CD8+ [86] et induit
I'activation des lymphocytes T CD8+ (lymphocytes T cytotoxiques [CLT]), des lymphocytes
T CD4+ (lymphocytes T auxiliaires ou T helper cells [Th]) ainsi que des lymphocytes T
régulateurs. Les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques du virus sont activés dans les
organes lymphoides secondaires et sont recrutés au site d'infection dans les jours cing a sept
suivant I’infection. Ces lymphocytes disparaissent, en grande partie, 21 jours apres 1’infection.
Les lymphocytes T cytotoxiques peuvent éliminer une cellule infectée grace a la libération des
perforines et des granzymes qui induisent la lyse des cellules infectées [87]. Les lymphocytes
TCD8+ naifs se différencient, suite a la reconnaissance antigénique, en lymphocytes T
mémoires et en lymphocytes T effecteurs ou cytotoxiques. Ces derniers, détruisent les cellules

exprimant sur leur surface un CMH de type | associé a un antigene.
5.2. La réponse B spécifique

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
antigenes viraux au niveau des ganglions [88]. L’infection par le virus influenza conduit
finalement a la production d’anticorps spécifiques (IgM, IgG et IgA essentiellement) dirigés
principalement contre les glycoprotéines de surface, notamment HA. Les anticorps
spécifiques de I’HA se fixent a la téte trimérique globulaire de celle-ci et empéchent
I’attachement et I’entrée du virus dans la cellule hote. Par ailleurs, ces anticorps facilitent la
phagocytose des particules virales par les cellules exprimant le récepteur FC déclenchant et
I’¢limination des cellules infectées. Les anticorps dirigés contre la NA inhibent I’activité
enzymatique de celle-ci et empéchent le clivage des acides sialiques présents a la surface
cellulaire évitant ainsi la propagation du virus [89]. Les anticorps IgA muqueux ou Sécrétoires
sont produits localement et transportés le long des muqueuses des voies respiratoires par un
transport trans-épithélial et peuvent fournir une protection locale. Ces anticorps empéchent

I’interaction entre le virus et les cellules et assure ainsi la protection notamment pour les voies
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respiratoires supérieures. Les IgA sériques sont produits rapidement aprés l'infection par le
virus de la grippe. La présence de ces anticorps dans les sérums est révélatrice d'une infection.
Les IgM déclenchent la neutralisation du virus grippal en activant le systeme de complément
[90]. Les anticorps sériques du sous-type d'lgG sont présents principalement dans les voies
respiratoires inférieures et assurent une protection de longue durée en empéchant I’entrer de

virus dans les cellules par bloquer I’interaction avec son récepteur [91].
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Figure 12 : Induction de I'immunité humorale et cellulaire par les DC contre la grippe [92].

-

6. Epidémiologie

6.1. Réservoirs de virus

Les oiseaux sauvages sont considérées comme le réservoir naturel majeur des virus
influenza A. Ils hébergent des virus porteurs de tous les types d’HA et de NA connus, méme
si I’on n’a pu isoler toutes les combinaisons possibles de sous-types. La plupart de ces virus se
répliquent principalement dans le tractus intestinal, ils apparaissent adaptés a leurs hotes
naturels et sont rarement responsables d’infections dans les populations aviaires sauvages ; ils
peuvent par contre disséminer a grande échelle dans I’environnement (excréments, sécrétions
respiratoires, lacrymales, etc...). On suppose qu’en raison de leur large distribution, les virus
influenza A quittent de facon ponctuelle cet état d’équilibre et vont coloniser d’autres especes
de vertébrés. L hypothése selon laquelle les virus influenza aviaires sont les précurseurs des

virus grippaux adaptés et circulants surtout chez I’homme, prévaut actuellement [93].
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7. Diagnostic

De facon générale, le diagnostic d’une infection virale repose sur le diagnostic direct
qui permet de mettre en évidence le virus (microscopie électronique, culture cellulaire) ou un
de ses constituants (antigénes viraux, ARN viral) et le diagnostic sérologique réalisé sur une
paire de sérums prélevés a deux semaines d’intervalle. Nous avons le diagnostic moléculaire
qui comporte : Les méthodes de biologie moléculaire par PCR. Diagnostic immunologique
(Tests rapides immunochromatographiques et immunoenzymatiques et les méthodes
d’immunofluorescence) - Diagnostic par isolement en culture cellulaire, s’agissant du

diagnostic indirect nous avons le diagnostic sérologique [94].
8. Mode de transmission

Le virus de la grippe se transmet efficacement par la voie aérienne, au moyen des
microgouttelettes et des particules excrétées par les sujets infectés de toux ou d’éternuement.
Il s’agit donc d’une maladie virale a transmission inter humaines tres active. Le virus peut
également se transmettre par manuportagé apres contact avec des objets ayant été manipulés

ou contaminés par une personne grippée [95].

Transmission directe par gouttelettes

Le virus se propage par les
gouttelettes de salive

Le virus entre par les

émises lors de la toux, des muqueuses respiratoires :
éternuements ou de la nez, bouche, conjonctive ...

parole J
. ’ \\

Transmission indirecte par les mains

Figure 13 : Transmission direct et indirect [96].
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9. Traitement et prévention

9.1. Les vaccins

Le principe des vaccins est d’induire une protection contre un agent pathogene en
mimant son interaction naturelle avec le systeme immunitaire humain. Il permet ainsi
d’induire une mémoire immunitaire qui nécessite plusieurs acteurs pour étre mise en place.
Les deux principaux compartiments sont I’'immunité innée et I’immunité adaptative au sein

desquels de nombreux acteurs jouent un réle important [97].

Pour le contrble des infections causées par les virus influenza, la vaccination est un
outil essentiel permettant de réduire la morbidité et la mortalité pendant les saisons grippales.
Le premier vaccin a ét€ mis au point en 1942 puis a été approuvé en 1946. L’efficacité des
vaccins est étroitement liée a sa composition en souches virales. En effet, a cause de la grande
variabilité antigénique des virus influenza, les vaccins doivent constamment étre mis a jour
afin d’éviter les mésappariements entre les souches vaccinales et circulante. Chaque année,
I’organisation mondiale de la sant¢ ’OMS fait deux recommandations (une pour chaque
hémisphere) pour la composition des vaccins de I’année suivante en se basant sur les souches
circulantes de la saison en cours. De plus, elle recommande une vaccination annuelle pour
tous avec en priorité les personnes les plus a risque. De nos jours, il existe deux types de
vaccins qui ont prouvé leur efficacité et sont approuvés dans le monde, les vaccins inactivés et
les vaccins vivants atténues. Ces vaccins contiennent tous au minimum trois souches
épidémiques (A/H3N2, A/HINI1 et IB d’une seule lignée), on parle d’un vaccin « trivalent ».
Certains vaccins contiennent en plus une souche de la deuxiéme lignée d’IB, on parle alors

d’un vaccin « quadrivalent » [98].
9.2. Les vaccins inactiveés

La majorité des souches vaccinales sont générées par genétique inverse puis cultivée
dans la cavité allantoique d’ceufs embryonnés. L’avantage de cette technique est qu’elle
permet une production de virions élevee. Néanmoins, elle a aussi un désavantage majeur, elle
peut introduire des mutations HA d’adaptation aux ceufs altérant I’immunogénicité. De plus, il
peut rester des traces de protéines d’ceufs pouvant provoquer des réactions allergiques. Afin
de pallier a ce probleme, de nouvelles méthodes de production ont été mises au point. Les
vaccins inactivés représentent 1’essentiel des doses vaccinales utilisées durant les campagnes
de vaccinations. Bien que critiqués pour leur efficacité variable d’année en année, ils restent

un outil sar et efficace pour contréler les infections causées par les virus influenza. Toutefois,
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leur mode d’administration (injection intramusculaire) ne permet pas de simuler une infection

naturelle et n’induit qu’une réponse humorale forte, dirigée essentiellement contre la HA [99].

On constate que 1'efficacite des vaccins inactives vis-a-vis du virus grippal de type A
chez les sujets placés en établissement de gériatrie oscille entre 0 et 80%. On a émis I'idée que
l'efficacité plut6t faible du vaccin que I'on observe parfois pourrait s'expliquer de fagons
diverses, notamment par la faiblesse relative des réponses en anticorps que l'on observe chez
les personnes agées aprés vaccination. On peut apparemment obtenir Il'induction d'une
immunité de groupe dans les établissements de soins lorsque le pourcentage de pensionnaires

vaccines est élevé (supérieur 'a 70%) [100].
9.3. Vaccins vivants atténués

Les vaccins vivants atténués (LAIV) ont pour objectif de mimer une infection
naturelle afin de stimuler tous les acteurs de I’immunité. Ainsi, contrairement au vaccin
inactivé, les virus influenza atténués, administrés par voie nasale, vont permettre d’induire
une réponse mucorale forte au niveau de I’appareil respiratoire. De plus, ce type de vaccin va
permettre de stimuler la réponse cellulaire cytotoxique afin de protéger le patient contre de
futures infections. Le processus de production de ce vaccin est assez similaire a celui employé
pour les vaccins inactivés produits sur ceufs. Cependant, I’atténuation nécessite 1’'usage de la
génétique inverse pour produire des IA. Les vaccins vivants atténués, recommandés pour les
personnes de 2 a 49 ans, ont montré une grande efficacité chez les enfants en bas age ou d’age

scolaire, mais sont contre-indiqués pour les personnes immunosupprimés [101].

Dans les études signalées, les souches vaccinales attenuées du virus grippal A adapté
au froid ont entrainé des symptomes respiratoires bénins (affection de type rhinite banale)
chez 5 & 15% des sujets vaccines réceptifs. On a décelé une réponse immunitaire chez un
pourcentage élevée de sujets apres administration intra nasale de doses élevées de vaccin. La
réponse en anticorps circulants secondaire a I'administration d'une dose unigue de vaccin s'est
montrée variable et en général peu fréquente chez I'enfant de 1 a 12 ans mais renforcée, dans
certaines etudes, apres une deuxieme prise de vaccin. On n'a pas observé de transmission du
virus vaccin adapte au froid, des personnes vaccinées a leurs contacts sensibles. Des vaccins

divalents ont été étudies [102].
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10. Immunité induite par les vaccins

10.1. La réponse humorale

La vaccination par un vaccin inactivé contre le virus de I’influenza va induire une
production, d’anticorps contre les protéines de surfaces, HA et NA, et dans certains cas contre
les protéines NP et M1. La robustesse de la réponse humorale sérique dépend de 1’age, ainsi
que du niveau d’anticorps préexistants. Chez les individus préalablement vaccinés ou infectés,
on observe une réponse majoritairement de type IgG (IgG1) avec un pic d’anticorps sériques
atteint entre deux et quatre semaines aprés la vaccination. Par contre, chez les personnes agées

ou naives, le pic d’anticorps est atteint apres plus de quatre semaines [103].

Les vaccins vivants atténués induisent des réponses immunitaires systémiques et des
muqueuses qui sont semblables & celles induites par une infection nature. Les anticorps
sériques IgA et IgM vont atteindre leur pic environ deux semaines apres la vaccination, tandis
que pour les IgG ceux-ci vont y arriver entre quatre a 12 semaines. Pour les différents types
d’anticorps, cette présence perdure jusqu’a un an. Dans les lavages nasaux, on observe la
production d’IgA, lesquelles atteingnent leur apogée entre deux et 11 semaines post-

vaccination et décline ensuite graduellement pendant six mois [104].
10.2. La réponse cellulaire

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ ont un role important dans I'immunité a
I’influenza. En contraste a la réponse souche spécifique des anticorps, la réponse immunitaire
des lymphocytes T semble étre contre des épitope plus conservés, et ce, autant pour les
glycoprotéines de surface que pour les protéines internes. Chez les personnes vaccinées, avec
un vaccin entier contre I’influenza, on remarque une production de lymphocytes T
cytotoxiques tandis qu’une immunisation avec un vaccin sous-unitaire engendre une faible
induction de ceux-ci. Pour ce qui est de la réponse cellulaire induite par les vaccins vivants
atténués, une production de lymphocytes T cytotoxiques est observée. Face a ces
observations, une corrélation a éteé établie entre I’efficacité de la réponse CTL induite suite a
la vaccination et la diminution de la morbidité associée au virus de I’influenza. Il est a noter
qu’une production de lymphocytes T CD4+ est induite et ce peu importe le type de vaccin
inoculé [105].
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11. Antiviraux

Il existe quatre médicaments qui sont utilisés pour le traitement et la prévention de la
grippe : I’amantadine, la rimantadine, le zanamivir et I’oseltamivir. Il est important de noter
qu’un individu immunocompétent va sans aucun traitement rapidement limiter la réplication
de ces virus. Ainsi, I’opportunité d’avoir un impact significatif sur la réplication virale est
restreint et aucune étude n’a pu montrer I’efficacité du traitement lorsqu’il fut mis en place
aprés 48h suivant 1’apparition des symptdmes. Typiquement, le traitement doit étre mis en

place dans les 24h qui suivent I’apparition des symptomes [106].

L’amantadine et la rimantadine sont des inhibiteurs des protéines M2 (canaux
ioniques) qui permettent la décapsidation du virus grace a I’acidification de I’intérieur du

virion. lls ne sont actifs que sur les virus grippaux A [107].

Ces deux molécules, mais surtout I’amantadine peuvent induire des troubles du
systéeme nerveux central mineurs (insomnies, vertiges et troubles de la concentration) voire
plus graves (confusion, crises d’épilepsie chez les individus ayant des antécédents de crises
d’¢épilepsie). L’administration de ces molécules chez des sujets malades sans complication
induit une diminution de la durée des symptdmes (fiévre, toux, etc.) et une diminution de la
durée d’excrétion du virus. Le plus gros probléme de ces deux antiviraux est qu’ils induisent
trés rapidement 1’émergence de mutants résistants transmissibles (leur capacité réplicative
semble identique). Une seule mutation confére une résistance simultanée a ces deux
traitements. Cet inconvénient majeur a fortement limité 'usage de ces molécules Le
zanamivir et [’oseltamivir disponible depuis 1999. Sont des inhibiteurs de la NA désignés
grace a la découverte de la structure cristalline de cette protéine Elles miment le substrat de la
neuraminidase (l'acide sialique) et lui font compétition pour se lier dans le site actif de
I'enzyme. La figure 16 montre les similitudes de structures entre le zanamivir, I'oseltamivir et
CAS [108].

Ces deux molécules sont bien tolérées et leur effet indesirable le plus fréquent est la
survenue de troubles gastro-intestinaux. L’administration de ces molécules permet également
une diminution de la durée des symptébmes et de la durée d’excrétion du virus.
Lorsqu’administré dans les 48 heures suivant l'apparition des symptomes, il permet de réduire
de 1 a 2 jours les symptdmes de la grippe. Un traitement précoce permet également un retour

au travail (ou autre activité normale) plus précoce. Plusieurs études ont également montré que
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les patients avec ou sans facteurs de risque ont un risque diminué de déclarer une pneumonie,

d’étre traités par des antibiotiques ou d’étre hospitalisés symptomes [109].

Acide sialique Zanamivir Oseltamivir

Figure 14 : Homologie de structure entre le zanamivir, I'oseltamivir et le substrat de la
neuraminidase, I'acide sialique. Il est important de noter le bras hydrophobe lié au carbone C6
de l'oseltamivir [110].
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Le virus de influenza A est un virus a ARN monocaténaire de polarité négative a
génome segmenté (8 segments) qui appartient au genre Alphainfluenzavirus de la famille des
Orthomyxoviridae. Il présente un grand nombre de sous-types identifiés par deux antigenes

présents a sa surface, I'némagglutinine et la neuraminidase.

La grippe a développé diverses stratégies pour maintenir dans la population et
d’échapper a la réponse immunitaire de I’hote par dérive antigénique impliquant une série de
mutations ponctuelles et spontanées qui apparaissent graduellement et qui conduisent a des
changements mineurs dans le HA et le NA. Ces mutations ponctuelles sont induites par
I’ARN polymérase virale qui ne contient pas des mécanismes de correction de la
transcription, ou par réassortiment antigenique se produit seulement chez les virus de
I'influenza de type A et résulte en le remplacement du sous-type du HA et moins
fréquemment du NA avec un nouveau sous-type, et ce, lorsque deux virus infectent la méme
cellule. De plus, des remplacements dans les protéines internes du virus sont aussi possibles.
Un réassortiment antigénique apparait grace a des réassortiments génétiques de segments
homologues entre les virions de I’influenza humain et ceux animaux. Ceci est possible en
raison de la nature segmentée du génome viral, pouvant se solder par combinaisons
théoriquement possibles pouvant mener a la génération d’un nouveau virus comme dans le cas
de la grippe Espagnole HIN1 de 1918 (20 a 100 millions de déces), la grippe Asiatique H2N2
de 1952 (environ 1,5 millions de déces), la grippe de Hong Kong H3N2 de 1968 (environ 1
million de déces) et la grippe pandémique A (HIN1). Il est estimé qu’un réassortiment
antigénique peut se produit trois fois par siecle et engendre une plus grande morbidité ainsi

que des pandémies.

Les virus saisonniers s’attaquent gravement aux personnes qui ont un systéme
immunitaire faible ou déficient, telles les personnes agées, les enfants en tres bas age et les
patients immunosupprimés. Cela s’explique par le fait que le systtme immunitaire de ces
personnes n’est pas assez fort pour combattre le virus. Les interférons de type | sont essentiels
a la réponse contre le virus influenza puisqu’ils sont les premiéres cytokines a étre produites
pour signaler la présence du virus et recruter rapidement les cellules de I’immunité innée. La
réponse immunitaire innée est la premiere ligne de défense contre I’infection. Elle se met en
place quelques heures aprés I’inoculation au virus et est essentielle pour initier la réponse
adaptative permettant de controler efficacement 1’infection virale. Les cellules infectées

répondent a l'infection par la production de chimiokines, de médiateurs pro inflammatoires
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(IL-1, IL-6 ou TNFa) et immuno-régulateurs (IFNo/B). Ces molécules vont activer les
leucocytes circulants qui migrent vers le site de ’inflammation. Les macrophages recrutés
vont éliminer les cellules infectées de concert avec les cellules NK (Natural Killer) pour
limiter la propagation du virus. Par ailleurs, les cellules dendritiques « surveillant » la lumiéere
des voies respiratoires vont opsoniser les virions et les cellules infectées. Elles vont ensuite
présenter les antigenes viraux aux lymphocytes T naifs et mémoires, qui vont participer a la
réponse humorale. Les réactions liées aux lymphocytes T sont détectables a partir du 7éme
jour post-inoculation. Les anticorps contribuent a la protection de I’h6te en se liant aux
cellules infectées et en facilitant leur élimination. Ils peuvent également se fixer aux virus

néoformés inhibant ainsi la propagation de I’infection.

En conclusion, La diminution de la circulation du virus dans I’environnement des
personnes a risque, par la vaccination des soignants qui réagissent beaucoup plus efficacement
au vaccin, est probablement la mesure de prévention la plus efficace. Il est important d’en étre
conscient quand on travaille dans le secteur meédical. Les vaccins saisonniers actuels
contiennent des hémagglutinines et des neuraminidase purifiées a partir de deux souches
d'influenza A (H3N2 et HIN1).
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