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> U'infection par le virus de la rougeole
reste une cause majeure de morbidité et
de mortalité dans le monde [1]. Malgré
la disponibilité d’un vaccin, ce virus n’a
pas été éradiqué et a encore causé plus
de 140000 déces en 2018, un nombre en
augmentation par rapport aux années
précédentes [2]. Aucun traitement n’est
disponible pour guérir I'infection par le
virus de la rougeole. La maladie com-
mence dans les voies respiratoires par
Iinfection des macrophages pulmonaires
ou des cellules dendritiques exprimant
le récepteur cellulaire de la molécule
d’activation lymphocytaire F1 (signaling
lymphocyte-activating molecule, SLAM/
CD150). €n ce qui concerne les cellules
dendritiques infectées, celles-ci migrent
alors vers les ganglions lymphatiques et
transmettent le virus aux lymphocytes
B et T activés exprimant SLAM, qui pro-
pagent I'infection par les systémes vas-
culaires lymphatique et sanguin. Au stade
avancé de I'infection, le virus de la rou-
geole infecte la surface baso-latérale
des cellules épithéliales respiratoires par
la protéine des jonctions d’adhérence
nectine-4, ce qui permet I’excrétion du

m/sn® 1, vol. 37, janvier 2021
https://doi.org/10.1051/medsci/2020252

Centre international de recherche en infectiologie (CIRI),
équipe d’immunobiologie des infections virales, Univ Lyon,

Inserm U1111, Université Claude Bernard Lyon 1, CNRS
UMRS5308, ENS de Lyon, 21 avenue Tony-Garnier, 69007, Lyon,

France.

marion.ferren@inserm.fr

cyrille.mathieu@inserm.fr

virus par voie aérienne et la propagation
de I’épidémie [3]. A I’échelle moléculaire,
les glycoprotéines d’attachement H et de
fusion F forment la machinerie de fusion a
la surface de la membrane virale. U'enga-
gement du récepteur d’entrée par la pro-
téine H déclenche la transition structurale
de la protéine F qui gouverne le processus
de fusion des membranes virale et cellu-
laire, donc I'entrée de la ribonucléocap-
side virale dans le cytoplasme [4].

Le virus de la rougeole peut également
se propager au systéme nerveux central
et causer une encéphalite, presque tou-
jours létale. La myéloencéphalite rou-
geoleuse a corps d’inclusions (MIBE)
survient chez les patients immuno-
déprimés plusieurs semaines ou mois
apres l'infection, et la panencéphalite
subaigué sclérosante (PESS) se produit
chez les patients immunocompétents
encore plus tardivement, jusqu’a plu-
sieurs décennies aprés I’exposition au
virus survenant le plus souvent chez
le trés jeune enfant [5, 6]. Les étapes
précoces de la neuro-invasion restent
particulierement peu documentées faute
d’outils disponibles, et la plupart des

données proviennent d’analyses post
mortem. Les infections pathologiques
du systéme nerveux central conduisent
généralement a une démyélinisation et
sont associées a des lésions du cortex
cérébral, de I’hippocampe, du thalamus,
du tronc cérébral, et du cortex cérébel-
leux [6]. Les antigénes viraux sont géné-
ralement détectés dans les neurones et
les oligodendrocytes, et beaucoup plus
rarement dans les acteurs immunitaires
majeurs du systéme nerveux central, les
astrocytes et les cellules microgliales
[7, 8]. Le récepteur d’entrée du virus de
la rougeole dans les cellules du systeme
nerveux central est inconnu.

Des souris transgéniques exprimant
artificiellement le récepteur humain du
virus de la rougeole de fagon ubiquitaire
(souris SLAMtg) permettent de s’affran-
chir de toute variation liée a I’entrée du
virus dans les cellules. €n particulier,
I’infection intranasale, par le virus de
la rougeole, de souriceaux SLAMtg pro-
voque une invasion virale du systeme
nerveux central conduisant @ un syn-
drome neurologique aigu létal, associé
histologiquement a une astrogliose et
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A Tropisme du virus in vivo post-mortem déduit a partir de la présence d’antigénes viraux
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Figure 1. (A) Pathologie de I'infection par le virus de la rougeole dans le systéme nerveux central chez ’homme au moment du décés et chez la souris

transgénique au moment de I’euthanasie. (B, C) Différence de développement d’une astrogliose dans les cultures organotypiques d’hippocampe, en

P’absence de virus, de souris SLAMtg (B) et de souris SLAM IFNARKO (C), et impact sur la susceptibilité de ces cultures a Uinfection par le virus de

la rougeole. GD : gyrus denté, CA : corne d’Ammon.

un tropisme cellulaire du virus similaire
a celui observé chez "lhomme post mor-
tem (Figure 1A). Uinterféron de type |
(IFN-1) joue un rdle important dans la
lutte contre les infections virales [9].
Les souris SLAMtg ont été tres utiles pour
étudier le role clé de la signalisation par
le récepteur de IFN-I (IFNAR) dans Iin-
vasion du systéme nerveux central par le
virus de la rougeole. Cette atteinte est en
effet exacerbée chez des souris SLAMtg
rendues génétiquement déficientes pour
IFNAR (souris SLAM IFNARK). Elle est
alors 1étale méme chez des animaux
adultes, ce qui confirme le role crucial de
la signalisation IFN-I dans le contrdle de
Pinfection in vivo [8].

Grdce aux souris SLAM IFNARK?, nous
avons pu étudier si le tropisme du virus
dépendait des mécanismes de I'immu-
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nité innée du cerveau [8]. Dans ce
contexte, les cultures organotypiques
cérébrales de rongeurs — des coupes
standardisées de sous-structures céré-
brales, issues de jeunes animaux et
maintenues en culture pendant plu-
sieurs jours voire semaines — offrent une
opportunité unique d’étudier ex vivo les
étapes précoces de 'infection dans des
régions particulieres du cerveau, non
encore accessibles a I’expérimentation
sous la forme d’organoides humains.
De plus, ces cultures constituent le seul
outil préservant les quatre types cellu-
laires du systeme nerveux central dans
une organisation tridimensionnelle, avec
des connexions physiologiques entre
les cellules [10]. Nous avons observé
une perte de susceptibilité a I'infection
par le virus de la rougeole des cultures

organotypiques d’hippocampe de souris
SLAMtg et de souris SLAM IFNARK? apres
une semaine de culture. Cette perte de
susceptibilité globale est corrélée a une
induction inversement proportionnelle
d’IFN-[3 et des marqueurs de Pactiva-
tion globale des systémes tissulaires
de défense et de réparation (S100B) et
de Pactivation spécifique des astro-
cytes (protéine acide fibrillaire gliale,
GFAP). Ce résultat, associé au change-
ment phénotypique des astrocytes, est
indicateur de la mise en place d’une
astrogliose. L'analyse du protéome
associé aux cultures organotypiques
d’hippocampe de souris SLAMtg apres
7 jours de culture en I"absence d’infec-
tion a montré la surexpression de 84 des
111 protéines sécrétées testées, dont 18
des 24 marqueurs majeurs généralement
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Figure 2. Permissivité des cel-
lules neurales a Pinfection par
le virus de la rougeole dans des
cultures organotypiques d’hip-
pocampe de souris SLAMtg et
de souris SLAM IFNARK?. Les
cultures organotypiques d’hip-
pocampe ont été infectées
avec 2 x 10* unités infectieuses
(plaque-forming units, PFU) du
virus de la rougeole (souche
IC323) exprimant la protéine de
fluorescence verte VR-1C323-
eGFP. Les cellules isolées, obte-
nues apres digestion enzyma-
tique par la papaine, suivie
d’une dissociation mécanique

des cultures 24 heures apres

3,7% I’infection, ont été marquées
7,6 % avec des anticorps spécifiques
1,5% pour effectuer une analyse par
1.2% cytométrie en flux. La distri-

bution cellulaire de Iinfection

(diagrammes circulaires) repré-

sente le pourcentage de chaque population cellulaire parmi I’ensemble des cellules infectées : neurones (N), astrocytes (A), oligodendrocytes

(0), cellules microgliales (CM), et cellules de nature indéterminée (1). Le pourcentage de cellules infectées au sein de chacune des quatre

populations cellulaires (neurones, astrocytes, oligodendrocytes, et cellules microgliales) est également indiqué pour évaluer comparativement la

contribution de chaque population a I'infection dans les deux modéles organotypiques murins.

observés dans le développement de I’as-
trogliose modérée a sévere (Figure 1B).
€n I’absence d’IFNAR, seules 27 pro-
téines sécrétées étaient surexprimées
(aprés 7 jours de culture en I'absence
d’infection), dont seulement 7 associées
a Iastrogliose, et aucune n’était asso-
ciée a une activité antivirale connue
(Figure 1C). €n revanche, I'infection des
cultures organotypiques d’hippocampe
de souris SLAMtg par le virus de la rou-
geole a conduit a la surexpression signi-
ficative de 50 protéines sécrétées, dont
44 comptent parmi les protéines induites
naturellement dans les cultures. Ainsi,
I’infection par ce virus a exacerbé la
part de réponse de I'astrogliose sous la
dépendance de I'IFN-I.

L'analyse en microscopie a fluorescence,
apres 24 heures, des cultures organoty-
piques d’hippocampe de souris SLAMtg
ou SLAM IFNARKO infectées le jour de leur
préparation a montré la permissivité
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des neurones, oligodendrocytes, astro-
cytes, et cellules microgliales a I’infec-
tion. La distribution de I'infection dans
les cellules des cultures issues de souris
SLAMtg, suivie par cytométrie en flux
apres digestion enzymatique des coupes
tissulaires par la papaine, dissocia-
tion des cellules et immunomarquages,
montre que les neurones constituent
plus de 60 % des cellules infectées, loin
devant les astrocytes infectés (15 %),
et les quelques pourcents d’oligoden-
drocytes et de cellules microgliales
infectés, tandis que dans les cultures
issues de souris SLAM IFNARKY, dépour-
vues de IFNAR, on observe une homo-
généisation de la distribution des cel-
lules infectées, avec presque autant
de neurones que d’astrocytes infectés
(30 % et 38 % respectivement), environ
20 % de cellules microgliales infectées,
environ 5 % d’oligodendrocytes infec-
tés, et autant de cellules « indéter-

minées » (comportant simultanément
le marqueur oligodendrocytaire et un
des autres marqueurs) (Figure 2). €n
tenant compte des proportions des dif-
férents types cellulaires dans la culture
organotypique, nous avons confirmé
que, dans le modele de souris SLAMtg,
les neurones constituent la popula-
tion contribuant majoritairement a
I’infection. €n revanche, en I’absence
de IFNAR, les astrocytes sont aussi
permissifs a I"infection que les neu-
rones, les oligodendrocytes et cellules
microgliales devenant alors des contri-
buteurs majeurs de I’infection. Enfin, si
I’infection par le virus de la rougeole
est effectuée 7 jours apres la mise en
culture organotypique, aucune cellule
astrocytaire ou microgliale des cultures
issues de souris SLAMtg n’est infectée,
contrairement a ce qui est observé
dans les cultures issues des souris SLAM
IFNARKC (Figure 1B, C).



Cette étude met en évidence plusieurs
caractéristiques des réponses inflam-
matoires liées aux interférons de type |,
et de I’astrogliose des explants céré-
braux, faisant suite a 'infection par le
virus de la rougeole. Elle révele la dif-
férence de susceptibilité des cellules a
Iinfection, notamment la résistance des
astrocytes et des cellules microgliales
via la signalisation IFNAR, méme lorsque
I’entrée du virus dans les cellules céré-
brales murines est artificiellement ren-
due possible par I’expression ectopique
du récepteur SLAM humain. Sans que
I’on puisse exclure la possibilité d’une
différence de mécanisme d’entrée entre
les différentes populations cellulaires
cérébrales, ces observations expliquent
au moins partiellement I'inconstance
des données post mortem concernant la
présence d’antigénes du virus de la rou-
geole dans les astrocytes et des cellules
microgliales chez "homme. Par ailleurs,
si Iinfection dans nos deux modéles
animaux, souris SLAMtg et souris SLAM
IFNARKO se termine par un syndrome

neurologique mortel dans les deux cas,
les premiers événements conduisant
a une encéphalite sont différents en
termes de sensibilité cellulaire et de
molécules sécrétées dans le parenchyme
du systeme nerveux central. Il reste a
déterminer si cette plus faible suscep-
tibilité des astrocytes et des cellules
microgliales a I'infection par le virus de
la rougeole et leur capacité a contrdler
Iinfection par la voie IFN jouent un rdle
dans la sélection ou Iacquisition des
mutations caractéristiques observées
dans les séquences virales isolées de
patients décédés d’une encéphalite rou-
geoleuse. Il faudra pour cela étudier en
détail "évolution virale a long terme au
cours d’une propagation de I'infection
du systéme nerveux central. ¢

Type | interferon and selective permis-
siveness of central nervous system to
measles virus infection
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