médecine/sciences 2021 ; 37 : 1067-80

m's

Partenariat
tye’decine/sciences -
Ecoles doctorales - Masters (41)

La recherche en microbiologie
vue par les étudiants de I’ENS de Lyon

médecine/sciences

> Le dossier que nous présentons a été rédigé
par les étudiantes et étudiants de Master 1 de
Biologie de I’école normale supérieure de Lyon a
Iissue de I’UE Microbiologie moléculaire et struc-
turale (2020-2021).
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Recent advances in microbiology research
through the eyes of ENS students
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chaque année environ 40 étudiants en M1 et en
M2 et propose une formation de haut niveau a
la recherche en biosciences. Chaque étudiant y
construit son parcours a la carte, en choisissant
ses options parmi un large panel de modules,
favorisant ainsi une approche pluridisciplinaire
des sciences du vivant, et cela en relation étroite
avec les laboratoires de recherche du tissu local,
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national et international.
En participant a diverses activités scientifiques
liées aux UE de leur formation, les étudiants

préparent également I'obtention du Dipldme de
I"ENS de Lyon, qui valide leur scolarité a I’ENS. La rédac-  scientifiques publiés récemment dans le domaine de la
tion du présent dossier, qui vise a transmettre de fagon  microbiologie, constitue I’'une de ces activités connexes

claire les messages issus d’une sélection d’articles proposées aux étudiants. <
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Cultures 3D de cerveau

Une nouvelle approche pour étudier
PPinterféron de type 1 dans l’infection
par le virus de la rougeole

£cole normale supérieure de Lyon,
Département de biologie, Master biologie,
Lyon, France.
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> La rougeole est une maladie d’origine
virale causant plus de 100000 déces par
an dans le monde [1]. Bien que I'infec-
tion par le virus de la rougeole (VR)
se manifeste principalement par une
inflammation des mugqueuses, elle peut
dans certains cas mener a des affec-
tions séveres du systeme nerveux cen-
tral (SNC). Lors de Iinfection, le virus
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utilise la protéine membranaire SLAM
(signaling lymphocyte activation mole-
cule) (CD150) comme récepteur pour
pénétrer dans les cellules immunitaires,
depuis lesquelles il peut disséminer vers
les muqueuses respiratoires et, plus
rarement, vers le systéme nerveux. Les
atteintes neurologiques peuvent étre
létales ou laisser des séquelles consé-

quentes. Malgré cela, leur dynamique
reste peu comprise a ce jour.

Lors d’une infection virale, le systeme
interféron de type | (IFN-1) est I'un des
piliers de la réponse immunitaire innée.
€n particulier, les IFN-1 semblent jouer un
role-clé dans la réponse au VR. €n effet, les
souris dépourvues de récepteur de I'IFN-I
(souris IFNARK?) développent des formes
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de rougeole plus séveres que des souris
contrdles, a la suite de I'infection par le VR.
Dans un article récent, Welsch et ses
collegues [2] ont exploré les mécanismes
d’action des IFN-I pour lutter contre les
infections du SNC par le VR. €n ce qui
concerne la recherche sur les infections
du SNC, plusieurs modeles d’étude sont
actuellement disponibles. In vitro, il est
possible d’infecter des cellules en culture
2D [3], par exemple des astrocytes ou
des neurones dérivés de cellules souches
pluripotentes. Cependant, ces cultures
ne contiennent qu’un ou quelques types
cellulaires, évoluant sur une surface
plane. Le cerveau contient des neurones
responsables des influx nerveux et des
cellules gliales assurant des fonctions de
soutien. Parmi les cellules gliales du SNC,
on trouve les astrocytes qui protégent
les neurones, assurent leur nutrition et
maintiennent ’homéostasie du milieu
extracellulaire, les oligodendrocytes qui
modulent la vitesse des influx nerveux,
et les cellules de la microglie qui jouent
un réle immunitaire. La diversité cellu-
laire et la structure du tissu ne sont donc
pas reproduites dans les cultures 2D et
les interactions entre cellules n'ont pas
lieu dans des conditions physiologiques.
Cela est d’autant plus vrai que certaines
populations cellulaires étant absentes
dans ces cultures, leurs fonctions ne sont
donc pas assurées.

Certains modeles animaux, principale-
ment des modeéles murins, ont été déve-
loppés pour des études in vivo. Ainsi, des
souris transgéniques exprimant le récep-
teur SLAM humain de fagon ubiquitaire
peuvent étre utilisées comme modeéle
animal de I'infection au VR. Toutefois, si
la souris est un modele particulierement
utile et présentant des profils d’expres-
sion des genes dans le cerveau semblables
a ceux de ’homme [4], le cerveau n’est
accessible, dans la plupart des proto-
coles, qu’apres le sacrifice de la souris. |l
n’est donc pas possible de suivre la dyna-
mique de I'infection au fil du temps. Pour
pallier ce défaut, Welsch et al. se sont
appuyés dans leur étude sur un systéme
de culture 3D de SNC, des cultures orga-
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notypiques cérébrales (COC) (Figure 1)
[4]. Cette méthode consiste a utiliser des
coupes de cerveau d’une épaisseur de 200
a 500 um déposées sur une membrane de
PTFE (polytetrafluoroéthyléne) en contact
avec du milieu de culture. La membrane
en PTFE a été sélectionnée notamment
pour son absence d’autofluorescence,
permettant de utiliser en microscopie a
fluorescence sans interférences avec les
observations. Les cultures contiennent
ainsi plusieurs couches de cellules de
tous les types cellulaires du cerveau,
préservant I'architecture du tissu et les
interactions entre cellules. De plus, les
coupes restent accessibles tout au long
de I'infection et il est possible de suivre
la progression de celle-ci en temps réel a
I’aide de marqueurs fluorescents.

Les cultures organotypiques de cerveau
semblent présenter une réaction

d’astrogliose suite a la découpe

Dans un premier temps, I’étude a porté sur
les COC elles-mémes et sur I’action des
IFN-I lors de leur préparation. La découpe
de I’hippocampe est un processus agressif
susceptible d’endommager les tissus. €n
cas de blessure du SNC, les astrocytes
peuvent aider a la réparation du tissu par
une réaction d’astrogliose. Celle-ci est
caractérisée par une inflammation mar-
quée par une hyperactivation des astro-
cytes accompagnée d’une forte hausse de
leur fréquence. Afin de mieux caractériser
leur modele et de distinguer la réponse
inflammatoire due a la découpe et celle
due a Iinfection par le VR, les auteurs
ont recherché la présence d’astrogliose
dans des COC dérivées de souris contrdles
(coC IFNAR"T) ou IFNARKC (COC IFNARKO).
lIs ont ainsi montré que les cultures déve-
loppent un phénotype d’astrogliose dans
les sept jours suivant la découpe. Les COC
IFNARKO présentent une astrogliose plus
faible et retardée dans le temps, laissant
supposer un role des IFN-1 dans la mise en
place de cette réponse astrocytaire.

Afin d’analyser la réaction d’astrogliose
des COC plus en détail, les auteurs ont
également réalisé, a partir de lysats de
COC, une étude protéomique sur 111 pro-

téines, dont des cytokines, des fac-
teurs de croissance et des marqueurs
de Pastrogliose. Ils ont alors constaté
que sept jours aprés la découpe, les COC
contrdles présentent une augmentation
de Iexpression de 84 des protéines étu-
diées, contre 27 seulement pour les COC
IFNARKO. €n particulier, une surexpression
d’un plus grand nombre de marqueurs de
I’astrogliose est observée dans les COC
contréles par rapport aux COC IFNARKC,
Ces résultats renforcent donc ’hypothese
d’un réle des IFN-1 dans I'induction de la
réponse inflammatoire et d’astrogliose
qui fait suite a la découpe des COC, indi-
quant que cette réponse inflammatoire
post-découpe dépendante de I'IFN-I doit
étre prise en compte dans les expériences
pour lesquelles les cultures organoty-
piques sont infectées avec le VR.

La réponse IFN-I limite la réplication
du VR dans les cultures organotypiques
d’hippocampe

Afin de déterminer si 'IFN-1 a un effet sur
Iefficacité de I'invasion du SNC par le VR,
les auteurs ont infecté des COC IFNAR"T ou
IFNARKY, toutes deux provenant de souris
transgéniques pour SLAM, a différents
temps apres leur préparation. Lors de
cette expérience, ils ont confirmé que le
VR se réplique plus dans les COC IFNARKC
que dans les COC IFNARYT. Cela semble
indiquer que I'IFN-I permet d’endiguer
la progression de I'infection par le VR
dans I'hippocampe. De plus, dans le
cas d’une infection sept jours apres la
découpe des COC, la différence n'est que
plus grande, potentiellement en raison
de la réponse inflammatoire suite a la
découpe qui conduirait a une activation
supplémentaire de la voie IFN-1.

La réponse IFN-1 diminue la
permissivité des cellules de la microglie
et des astrocytes au virus

Le plus souvent, la réponse IFN est
induite par la reconnaissance d’élé-
ments génomiques ou protéiques viraux
et aboutit a la production d’interférons,
molécules antivirales ayant pour action
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Figure 1. Obtention des cultures organotypiques de cerveau. Apres le prélévement du cerveau de

la bolte crdnienne de la souris, I’hippocampe est extrait lors de la dissection. Des tranches de

200 a 500 pm y sont découpées a I'aide d’un microtome. Ces coupes sont ensuite mises en culture

sur une membrane de polytétrafluoroéthyléne (PTFE) en contact avec le milieu de culture. Ainsi,

une face est en contact indirect avec le milieu tandis que I"autre est en contact avec air.

de protéger les cellules de 'infection et
de limiter la propagation du virus [5].
La présence ou I"absence d’une réponse
IFN fonctionnelle pourrait donc modi-
fier la permissivité de certains types
cellulaires a I'infection. Afin de tester
cette hypothese, la permissivité au virus
des différents types cellulaires du SNC,
plus précisément de ’hippocampe, a été
évaluée pour des COC IFNAR"T et IFNARKC,
suite a leur infection par le VR. Pour celq,
le VR utilisé pour I'infection comporte
une protéine fluorescente GFP (Green
Fluorescent Protein), permettant de
dénombrer les cellules infectées. €n cou-
plant cela a des marqueurs spécifiques
des populations cellulaires, les auteurs
peuvent estimer comment se répartit la
population de cellules infectées entre les
différents types cellulaires, ainsi que le
taux d’infection au sein de chaque type
cellulaire.

Dans les COC IFNAR"T infectées par le VR
le jour de leur mise en culture, 60 % des
cellules infectées par le virus sont des
neurones (avec 2,8 % de neurones infec-
tés parmi I’ensemble de la population
neuronale), ce qui en fait les principales
cellules cibles de I'infection. €n présence
d’une signalisation IFN-I fonctionnelle,
les neurones sont donc les cellules les
plus permissives au VR. €n revanche, en
I’absence de signalisation IFN-I fonc-
tionnelle (dans les souris IFNARK?), les
astrocytes, mais surtout les cellules
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de la microglie et les oligodendrocytes
deviennent les cellules les plus permis-
sives au VR. La réponse IFN semble donc
entrafner une résistance des astrocytes
et des cellules de la microglie au VR, et
ce, malgré I'expression de la protéine
SLAM d leur surface (puisque les auteurs
utilisent ici des souris transgéniques
pour la protéine SLAM). Le mécanisme
conférant cette résistance sélective aux
cellules n’est pas encore élucidé.

Conclusion

Une infection cérébrale par le virus de
la rougeole peut avoir des conséquences
neurologiques mortelles, mais les méca-
nismes contrdlant la propagation du
virus au sein du systéme nerveux central
restent encore mal compris. Les résultats
des différentes expériences menées sur
les cultures organotypiques cérébrales
de souris permettent de mieux caracté-
riser le r6le de la voie IFN-I lors d’une
infection par le VR.

Tout d’abord, cette étude utilise des
COC de souris pour modéle et met en
évidence la présence d’une impor-
tante réaction d’astrogliose en pré-
sence de la signalisation IFN-I, lors de
la simple préparation des COC. Dans
I’hippocampe, cette astrogliose est
caractérisée par une augmentation de
I’expression de cytokines, non obser-
vée en 'absence d’IFNAR. Ensuite, ces
travaux démontrent une propagation

plus importante du virus en I"absence
de signalisation IFN-1. Cette obser-
vation concorde avec les précédentes
études concernant la voie IFN, décrite
comme jouant un r6le primordial dans
la réponse immunitaire innée antivirale
[5]. Dans cette étude, en présence
d’IFNAR, et donc d’une signalisation
IFN-1 efficace, une permissivité dif-
férentielle des différents types cellu-
laires du SNC au virus est observée : les
neurones sont tres permissifs, tandis
que les astrocytes et les cellules de la
microglie sont faiblement permissifs. La
microglie constitue une population de
cellules gliales a activité phagocytaire,
connue comme formant la principale
défense immunitaire du systéme ner-
veux central. Les astrocytes, quant a
eux, jouent un rble () ygiriq synthese
de €. Audinat et

I. Arnoux, m/s n° 2,
février 2014, page 153

important dans le
maintien et la pro-
tection des neu-
rones, mais aussi dans la défense
immunitaire et la réparation du systeme
nerveux central apres lésion [6] (=P).
Le role de ces deux types cellulaires dans
le maintien de Pintégrité du systeme
nerveux central est intéressant a consi-
dérer au regard de leur faible permissi-
vité a 'infection.

Le modeéle des coupes organotypiques
présente de nombreux avantages, en
particulier celui de permettre la mise
en culture d’un tissu tout en conservant
son organisation tridimensionnelle et
la méme composition cellulaire dans
chaque tranche. Ces travaux de carac-
térisation de ce systeme expérimental
pourraient donc servir de base pour
de futures études concernant I'impact
de la réponse IFN-I et de I'astrogliose
sur I’infection cérébrale par d’autres
virus neurotropes. Cependant, bien que
plus proche d’un modéle in vivo qu’une
culture cellulaire simple, la procédure
de coupe affecte I'intégrité du tissu,
comme observé avec la réaction d’as-
trogliose, ce qui peut interférer avec
les expériences réalisées [7]. Davan-
tage d’études seraient donc nécessaires
afin de confirmer ces observations. Des
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expériences sur des organoides de cer-
veau pourraient par exemple étre envi-
sagées afin de se rapprocher des condi-
tions in vivo et pouvoir élargir I’étude a
d’autres structures cérébrales. ¢

3D brain cultures give new perspectives
on the study of type 1 interferon upon
measles infection
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