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Introduction

1. APOPTOSE, CYTOKINES ET HOMEOSTASIE LYMPHOCYTAIRE T

L’homéostasie du systéme immunitaire est un ensemble de mécanismes assurant, a la suite
d’une stimulation antigénique, le retour a un état de *“ repos ” dans lequel le nombre et la fonction
des lymphocytes sont ramenés a un niveau proche de celui qui prévalait avant la stimulation.
Prolifération et mort cellulaire sont deux mécanismes majeurs de cette régulation. Les cytokines,
impliquées a tous les stades (croissance induite principalement par les cytokines de type I,
différenciation, migration et mort cellulaire) ont un réle crucial dans ’homéostasie des cellules T
(Kerr et coll., 1972). L’infection chronique par le VIH fait intervenir a la fois des anomalies de la
régulation de I’apoptose et de la production de cytokines, et leur analyse permet de mieux

appréhender le dysfonctionnement T au cours de cette pathologie.

1.1. Apoptose, oncose, phagocytose

“ C’est la perception de I’agression, et non l’agression per se (responsable de !’oncose), qui

aboutit a I’apoptose ” (Boise and Collins, 2001).

La mort cellulaire programmée est un processus actif de mort qui outre son rdle dans le
systeme immunitaire est impliqué dans de nombreux processus homéostatiques des organismes
multicellulaires (sculpture des tissus lors de I’embryogénese, métamorphose chez les invertébrés,
atrophie tissulaire, régression tumorale) (Duvall et Wyllie, 1986). La mort par nécrose primaire est
elle un mécanisme passif résultant de 1’action directe d’un stimulus nocif. Sur le plan
morphologique, le phénotype le plus fréquent de la mort cellulaire programmée est 1’apoptose,
tandis que les cellules mourant de nécrose primaire présentent une oncose. In vitro les stades tardifs
de I’apoptose sont associés a une perte d’intégrit€é membranaire avec nécrose secondaire. L’origine
du stimulus et le devenir de la cellule morte (phagocytose avant ou apres la perte d’intégrité
membranaire), plutot que le phénotype (morphologie, activation de caspases ““ spécifiques *’) sont

les véritables frontieres fonctionnelles entre mort programmeée et mort par nécrose primaire.

1.1.1. Mort cellulaire programmée

11
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e voies extrinseque et intrinseque

L’ apoptose des lymphocytes T est sous la dépendance de deux voies interdépendantes, la voie
extrinseque qui nécessite la stimulation du récepteur T a l’antigene, qui est médiée par les
molécules de la famille du TNF; la voie intrinseque, survenant lors de l€sions intracellulaires
(Iésions de I’ADN par exemple) ou en I’absence de signaux de survie fournis par le

microenvironnement (dont les cytokines), et est dépendante de 1’expression des molécules anti-

apoptotiques de la famille Bcl-2 (Van Parijs et coll., 1996; Krammer, 2000) (Figure 1).

e Le modele d’activation extrinseque est I’interaction du trimere de Fas-L avec le récepteur
Fas. Fas trimérisé (1) recrute la protéine adaptatrice FADD (Fas-associated death domain), qui va
assurer via son “ domaine de mort ” le recrutement de la pro-caspase 8 et la formation du
complexe DISC (death-inducing signaling complex). DISC (2) assure alors la maturation par
clivage de la pro-caspase 8, initiant ainsi une cascade de clivages protéolytiques, dont celui de la
pro-caspase 3 (3)(Krammer, 2000). Les molécules FLIP, comportant des domaines DED, peuvent
inhiber le recrutement et ’activation de la pro-caspase 8,. Les domaines intracytoplasmiques
trimérisés de Fas recrutent également la molécule Daxx, activateur de 1’apoptose par la voie des

MAP3-kinases et des Janus-kinases JNK.

e les caspases sont des cystéine-protéases clivant apres un résidu d’acide aspartique, tres
conservées au cours de I’évolution, et médiateurs majeurs de la mort par apoptose dans son
phénotype classique. Elles comportent trois groupes, la caspase 1, impliquée dans la réponse
inflammatoire médiée par les TLR, et nécessaire a la maturation de I'IL-1p et de I'IL-18, mais
dispensable dans I’induction de I’apoptose; les caspases initiatrices 2, 8, 9 et 10 qui comportent de
grands pro-domaines impliqués dans les interactions avec les molécules adaptatrices ; les caspases
effectrices 3, 6 et 7 (homologues de Ced-3 de C. elegans), clivées par les caspases initiatrices

activées, et qui elles mémes clivent de nombreux substrats cellulaires, aboutissant aux altérations

du cytosquelette et du noyau (3) (Boise and Collins, 2001).
e L’activation extrinseque du signal de mort via TNFo/TNF-R présente quelques

particularités. Tout d’abord, la liaison de FADD nécessite la protéine adaptatrice TRADD (2). De

plus, la liaison de Daxx au TNF-R1 n’a pas été démontrée, et 1’activation de JNK intervient via les

12



métabolites de I’oxygene. Mais le point majeur est I'induction d’un signal régulateur négatif sur
1’apoptose (non mis en ceuvre dans la voie Fas) via I’activation de NF-kB (RelA/p65) par le TNFa
(4) (Van Antwerp et coll., 1996). Des cIAP (cellular Inhibitors of APoptosis) (5), inhibiteurs
spécifiques des caspase 3 et 7, sont induits. D’autres IAP présentes constitutivement dans certaines
cellules s’associent au TNF-RII via TRAF2 pour majorer I’activation de NF-kB (Deveraux and
Reed, 1999). La synthése des protéines anti-apoptotiques Bcl-XI, A1/Bfl-1 et TRAFI est
également sous la dépendance de NF-xB (Akari et coll., 2001).

e TRAIL quant a lui induit préférentiellement 1’apoptose de cellules tumorales (Wang et

coll., 2001).
e Fas, TRAIL et TNF peuvent entrainer la mort cellulaire dans un processus caspase-8-
indépendant de morphologie nécrotique et qui fait intervenir FADD et RIP (receptor-interacting

protein), mais par son activité kinase, et non son role d’activateur de NF-xB. Cette voie est inhibée
par la caspase 8 (Holler et coll., 2000). Enfin, le TNF-R1 médie dans les cellules tumorales une
mort cellulaire programmée indépendante des caspases 8 et 9, et qui fait intervenir la cathepsine (6),

aspartique-protéase présente principalement dans les granules des polynucléaires neutrophiles, mais

également sous une forme liée a la membrane cytoplasmique (Leist and Jaattela, 2001).

o La perméabilit€ de la membrane mitochondriale est régulée en partie par 1’expression
différentielle des molécules pro- ou anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, qui possedent des
domaines d’homologie Bcl-2 (BH) et s’hétérodimérisent via leurs domaines BH4. L’expression de
Bcl-2 est dépendante de I'activation de I'IL-2-Ry. Bax, Bak, Bad, Bid (BH3-interacting domain
death agonist), Bik et Bim sont pro-apoptotiques; Bcl-2, Bcl-XL, Bel-w, Mcl-1 et A1 sont anti-
apoptotiques. Bcl-2 et Bcl-XL sont inactivées lors de leur hétérodimérisation avec Bad. Bax
contribuerait a la formation du pore mitochondrial en I’absence de Bcl-2, assurant la transition de
perméabilit€é membranaire mitochondriale (7), la libération du cytochrome c et d’autres molécules
pro-apoptotiques (Smac/DIABLO ; APAF (apoptosis protease-activating factor)) par la
mitochondrie (8). Dans le cytosol, APAF-1 et la pro-caspase 9 forment le complexe “ apoptosome
”, capable comme le complexe DISC d’activer les caspases effectrices. La mitochondrie activée
libere également I’ AIF (apoptosis inhibitory factor) qui conduit a une mort cellulaire avec
condensation chromatinienne réduite et fragmentation de I’ADN en fragments de 50 kb, et non

oligonucléosomiques comme apres 1’ activation des caspases.
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o La mitochondrie joue un role d’intégration des signaux issus de ces deux voies: lorsque le

signal délivré par la voie Fas est insuffisant pour induire I’apoptose, la mitochondrie

amplifiel’activation de la caspase 3, sous I’action de Bid activé par la caspase 8 (9) (Susin ef coll.,

1997).

¢ les signaux ‘“ mange-moi ”
Les signaux de mort peuvent entrainer selon le type cellulaire et le contexte d’activation différents
types de mort programmée, au sein d’un continuum allant de 1’apoptose typique (forte
condensation nucléaire, activation des caspases) a une morphologie nécrotique. La condensation
chromatinienne et le clivage de I’ ADN requierent des concentrations sufffisantes d’ATP, et certains
phénotypes apoptotiques ““ incomplets ” peuvent étre li€s a une balance énergétique déficiente de la
cellule. Cependant tous ces types de mort programmée, quels que soient leurs mécanismes
moléculaires précoces, ont comme résultante commune 1’exposition précoce de phosphatidylsérine
et/ou d’autres signaux “ mange-moi ” a la face externe de la membrane cytoplasmique, ce qui va
permettre leur phagocytose avant la libération de molécules pro-inflammatoires (Figure 3):

- Phosphatidylsérine (récepteurs putatifs: PSR, homologue d’un gene de C. elegans ; CD68 ;

CD14; LOX-1);

-Clq;

- Systeme thrombospondine (dont le ligand est la molécule CD36, en coopération avec

I’intégrine avp3 pour les macrophages ou avf5 pour les cellules dendritiques) ;
- Ligand de la protéine WAS (Wiskott-Aldrich Syndrom) du macrophage (Leist and Jaattela,
2001).

1.1.2. Oncose

Lors de la nécrose primaire liée a I’exposition de la cellule a un stimulus agressif (I€sion physique
de la membrane cellulaire, ischémie, hyperthermie, cycle viral lytique, toxines, drogues
anticancéreuses, poisons des chalnes respiratoires), la cellule subit un phénomene d’oncose
débutant par un oedeme des organites intracellulaires et une ballonisation de la cellule. La perte
d’intégrité de la membrane cellulaire est précoce et s’accompagne de la libération de molécules pro-

inflammatoires, avant la phagocytose des débris cellulaires.
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L’oncose est elle impliquée dans la régulation de la réponse immune ? Elle a ét€ décrite
chez ’homme en réponse a certains agents infectieux (§ 4.4.1) et dans des systemes d’ADCC
impliquant des cellules NK. Par ailleurs 1’attaque par le complément, associ€ée a un flux calcique
précoce et massif, entraine morphologiquement un phénotype essentiellement “ oncotique ” (perte
du contrble volumique de la cellule ; altérations des organites intracellulaires dont la mitochondrie)
mais aussi des modifications nucléolaires plus évocatrices de 1’apoptose.

Les mécanismes moléculaires de 1’oncose sont encore mal définis (diminution de 1’activité
des pompes ioniques membranaires, diminution des concentrations intracellulaires d’ ATP, 1ésions
membranaires induites par la phospholipase A2). Un récepteur membranaire associé a 1’oncose, la
porimine (pro-oncosis receptor inducing membrane injury), a été récemment décrit: c’est une
protéine de type I de la famille des mucines qui induit la mort cellulaire aprés une étape
d’agrégation cellulaire, la formation de pores et le bourgeonnement membranaire, mais sans
fragmentation de I’ADN, ni formation de corps apoptotiques. L’ARNm de la porimine est exprimé
dans la plupart des tissus chez I’homme (a I’exception de I’ovaire) mais 1’expression de la protéine

mature serait tres fortement contrélée, au niveau(x) traductionnel et/ou post-traductionnel. Ses

ligands sont actuellement inconnus (Ma ef coll., 2001) (Leist and Jaattela, 2001).

1.2. Des cellules pré-T aux cellules T a mémoire

Les cytokines (et en particulier cytokines de type 1 a courte chaine de la famille de I'IL-2) et

I’apoptose interviennent dans I’homéostasie des cellules T a toutes les €tapes de maturation des
effecteurs, d’induction puis de régulation de la réponse immune (Figure 2) (Marrack et coll.,

2000).
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Figure 2.

Role régulateur des cytokines et de I’'apoptose aux différents stades de maturation T
(d’aprés Marrack P., Nature Immunology, 2000)
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(élimination des clones auto-réactifs ) a mémoire)

1.2.1. Régulation de la taille et de la diversité du compartiment T

o maturation intrathymique

o Avant I’expression de la chaine B du TCR, la survie des cellules pré-T est dépendante de
I’expression de la chaine y de I'IL-2R. L’IL-7 en particulier, produite par les cellules du stroma du

thymus et de la moelle osseuse, est indispensable chez la souris au développement des cellules pré-
T, et cette action passe treés probablement par 1’inhibition de I’apoptose intrinseque (Fry et coll.,
2001). Les hormones glucocorticoides diminuent la survie intrathymique des cellules T par leur
action sur I’apoptose (Krammer, 2000);

o Puis I'apoptose Fas-médiée intervient dans la sélection négative des cellules TCR+

réactives au soi. Cependant le répertoire T de la souris /pr (déficiente en Fas) n’est pas altéré et ce

mécanisme ne serait donc pas indispensable (Van Parijs ef coll., 1998) ;

16



e Les molécules de la famille Bcl-2 interviennent a nouveau, dans la sélection positive des
cellules les plus matures (émigrants thymiques naifs en route vers la périphérie) et la chaine y

commune de I’'IL-2-R est a nouveau nécessaire chez la souris a la survie des cellules CD4+ naives

(Marrack et coll., 2000).

¢ Expansion homéostatique
La taille du compartiment lymphocytaire T périphérique est régulée, et ce principalement par des
mécanismes périphériques. La valeur de régulation est encore 1’objet de débats: il s’agirait pour

certains du nombre de lymphocytes T totaux (“homéostasie T aveugle”) (Margolick ef coll., 1993),

pour d’autres c’est le ratio CD4/CD8 qui serait maintenu (Berzins et coll., 1999). Chez I"homme,
le senseur périphérique de déplétion T pourrait étre une population macrophagique des ganglions
lymphatiques, produisant de I'IL-7 de facon inversement corrélée au nombre de CD4+

périphériques (Napolitano ef coll., 2001).

¢ b

Les cellules T de la périphérie rentreraient en compétition au sein de * niches ” micro-

environnementales pour des facteurs de survie (cytokines, intégrines, ...) (Butcher et Picker,
1996). Le remplissage de ces niches se fait par expansion homéostatique, c’est-a-dire prolifération
des cellules T naives récemment émigrées, nécessitant le contact entre le TCR et les peptides du
CMH ayant assuré la sélection positive d’une part, et un environnement riche en IL-7 mais aussi
IL-4 et IL-6 d’autre part. L’expansion des cellules CD8+ est favorisée par I'IL-7 et 'IL-12, mais
inhibée par I'IL-2. Par rapport a une stimulation antigénique classique, il n’y a pas augmentation
d’expression des marqueurs d’activation précoces (CD69 et CD25) et les molécules de co-
stimulation classiques (CD28) ne semblent pas nécessaires. Les cellules en exces sont éliminées

une fois les “ niches ” saturées (Van Parijs ef coll., 1998).

¢ Maintien périphérique de la tolérance au soi

A cdté de cet aspect qualitatif, la production des émigrants thymiques naifs est essentielle au
maintien d’un répertoire T diversifié (Berzins et coll., 1999; Marrack et coll., 2000). Mais certains

clones T autoréactifs issus du thymus sont éliminés en périphérie, par un mécanisme Fas-

dépendant, en présence de fortes concentrations de leur antigene. Des déficits génétiques des

molécules de mort sont associ€es a des pathologies auto-immunes (Van Parijs ef coll., 1998).
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Paradoxalement, I’apoptose en exces peut également favoriser la survenue de réponses

auto-immunes, par débordement des capacités de clairance périphérique des cellules apoptotiques
par les macrophages, entrainant I’accessibilité des cellules apoptotiques aux DC (Herrmann ef coll.,
2000), le clivage et la présentation a la surface des corps apoptotiques d’antigenes normalement

intracellulaires (Herrmann et coll., 2000).

1.2.2. Induction et régulation de la réponse effectrice

¢ maturation des cellules dendritiques
L’apoptose intervient en amont de la réponse immunitaire dans la maturation des DC, CPA
majeures de 1’organisme :

o 'TL-4 et I'IL-10 induisent 1’apoptose des précurseurs des DC2, qui en sont protégées par
I'ITFNy (Rissoan et coll., 1999);

 La phagocytose de cellules apoptotiques entraine 1’inhibition de la production de TNFo et
I’induction de la production de TGFp par I’APC, tandis que la phagocytose de cellules nécrotiques
est associée a un phénotype pro-inflammatoire (Savill and Fadok, 2000) (Figure 3). Cependant,
alors qu’au niveau du macrophage les cellules apoptotiques en exces peuvent inhiber I’expression
des molécules de co-stimulation (Figure 3), au niveau de la DC la maturation est assurée apres
phagocytose de cellules apoptotiques comme apres pinocytose d’ADN génomique relargué par les
cellules nécrotiques (Ishii ef coll., 2001).

o Apres ingestion de corps apoptotiques, les DC peuvent présenter des antigenes issus de la
cellule apoptotique aux cellules T dans le contexte du CMH de classe I. Ce processus contribue au
mécanisme de présentation croisée de peptides exogenes a la cellule CD8+ (Figure 3). Les DC
possedent en effet un systeme unique de transport des endosomes vers le cytosol, permettant
ensuite via TAP (Transporter Associated with Antigen Processing) la translocation dans le
réticulum endoplasmique. Ce systeme qui pourrait faire intervenir les HSP (Heat Shock Proteins)
est absent des macrophages (Green and Beere, 2000; Savill et Fadok, 2000).

La phagocytose n’est donc pas le dernier acte du processus apoptotique, mais assure le *
karma ” immunologique des antigenes de la cellule détruite (Larsson et coll., 2001). L’apoptose
d’une cellule infectée, outre I'inactivation du pathogene, permettrait ainsi la stimulation de la

réponse T CD8+ spécifique protectrice. L’ immunogénicité du virus rabique atténué par exemple
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pourrait étre la conséquence de la capacité de ce vaccin a induire 1’apoptose lymphocytaire une fois

le cycle viral effectué€ (Thoulouze ef coll., 1997).

¢ apoptose, mécanisme effecteur

L’apoptose peut entrainer la destruction d’une cellule cible par 3 voies différentes:

e Voie perforine/granzyme : cette apoptose médi€e par les granules des cellules
cytotoxiques intervient a la fois dans I’'immunité naturelle (cellules NK) et dans les défenses
adaptatives (cellules T cytotoxiques). Elle fait intervenir synergiquement la perforine (protéine
formant un pore membranaire au niveau de la cellule cible) et les granzymes, famille moléculaire
de sérine-protéases micro-injectées via la perforine dans les cellules cibles. La perforine est
essentielle dans ce mécanisme : d’autres molécules formant pore (complexe d’attaque
membranaire du complément ; pores bactériens ; calcium ionophore ; détergents) ne peuvent s’y
substituer. Granzyme A induit 1’apoptose par une voie caspase-indépendante. Granzyme B est la
molécule associée a I’induction rapide de 1’apoptose. Elle réalise un véritable court-circuit de la voie
apoptotique classique en activant directement la cascade distale (Figure 1 (3)). Granzyme B clive

comme les caspases apres un résidu Asp, mais sa spécificité est large. Elle active la pro-caspase 3
(directement ou via I’activation de la caspase 10), et clive directement Bid (Froelich ez coll., 1998);

o Cytotoxicité Fas-médiée : cette voie intervient dans la prévention d’une réponse

X3 bl

inflammatoire au niveaux de tissus sensibles ou * sanctuaires immunologiques ~ (€pithélium
cornéen, cellules des corps ciliaires, de I'iris, cellules de Sertoli, cellules tumorales) qui expriment

constitutivement Fas-L et neutralisent par apoptose les cellules T activées ou les polynucléaires
(Griffith ef coll., 1995);

o Plus récemment décrite, la granulysine, présente dans les granules des CTL et des cellules
NK, est lytique pour de nombreuses cellules tumorales et de nombreux agents infectieux, incluant
M. tuberculosis, en synergie avec la perforine. Apparentée aux saposines (comme la NK-lysine), la
granulysine exercerait cette activité en désorganisant les lipides de la membrane cellulaire. Elle
altere secondairement le potentiel trans-membranaire mitochondrial, avec relargage du cytochrome
c, et la cellule est protégée de son action pro-apoptotique par Bcl-2. Cependant il n’y a pas

d’activation de la caspase 9 mais seulement de la caspase 3 (Kaspar et coll., 2001).

¢ Apoptose et terminaison de la réponse immunitaire
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o L’ ATA impliquant Fas/Fas-L est maximale au pic de la réponse immunitaire et diminue le
nombre de cellules T activées réactives a l’antigene dans une phase dite de contraction,
principalement pour les cellules CD4+ (Marrack ef coll., 2000). Les métabolites de 1’oxygene et le
systeme perforine/granzyme B peuvent contribuer également a la résolution de la réponse immune,
dans un processus caspase-indépendant. La C-chimiokine lymphotactine induit I’apoptose des

cellules CD4+ stimulées via le CD3/TCR et pourrait contribuer a leur clairance (Cerdan et coll.,

2001). L apoptose par déprivation en cytokines prendrait ensuite le relai de I’AIA, comme le
suggere 1’étude de la réponse d’hypersensibilité retardée (HSR) : aprés migration et expansion de
lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés, I’expression de Fas-L débute a 3 jours et est maximale a 7
jours, alors que I'IL-2 est également fortement produite a cette période puis décroit, de méme que
I’expression de Bcl-2 (Orteu ef coll., 1998).

o Les effets apparemment opposé€s de I'IL-2 sur la croissance cellulaire et/ou I’apoptose
sont en partie médi€s par des domaines de signalisation distincts de la chaine g de I'IL-2-R: un
domaine proximal induit I’expression de Bcl-2 via la voie PI-3 kinase/AKT, rejoignant une
signalisation commune a la chaine y (Figure 1), tandis qu’un domaine distal active JAK1, JAK3,

permettant le recrutement de STATS, la prolifération T mais €galement I’expression de Fas-L (Van

Parijs et coll., 1999).

(3

o L’apoptose médiée par le TNFo pourrait contribuer au role paradoxal ” anti-
inflammatoire de cette cytokine lors de son activation sur un mode chronique; elle concerne
principalement les cellules T CD8+ et implique classiquement le TNF-RI. Cependant,
contrairement aux souris /pr (Fas-déficientes) ou gld (Fas-L-déficientes), les souris déficientes en
TNF-R ou en TNFa ne présentent pas de lymphoprolifération anormale, suggérant que le systeme

TNFa/TNF-R n’est pas impliqué en situation physiologique dans la régulation du compartiment
lymphocytaire (Zheng et coll., 1995; Cope et coll., 1998).

e génération des cellules & mémoire

e Induction : la signalisation par certaines cytokines (IFNo qui recrute les éléments du
complexe de signalisation du TCR CD45, ZAP-70 et Ick ; TNFo en exposition chronique ;
RANTES via la modulation de ZAP-70) peut diminuer I’intensité de la signalisation via le TCR et

freiner la maturation des cellules naives en cellules a mémoire (Cope et coll., 1998).
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o Protection en phase de contraction : les cellules a mémoire acquierent une résistance a
I’AIA : la formation du DISC est réduite, la possibilité d’amplification mitochondriale du signal
apoptotique est bloquée par 1’expression accrue de la molécule Bcl-XL (Figure 1), la co-
signalisation via CD80 et CD86 des APC (qui interagissent avec CD28) assure 1’augmentation de
I’expression de FLIP, la diminution de la transcription de ’ARNm de Fas-L et de sa traduction.
Finalement, le systeme Fas co-stimule les cellules a mémoire et n’induit plus d’apoptose
(Krammer, 2000; Marrack et coll., 2000).

C’est donc essentiellement 1’apoptose par déprivation en cytokines qui régule la taille du
compartiment de cellules a mémoire dans la phase tardive de la contraction de la réponse

immunitaire, via les molécules mitochondriales de la famille Bcl-2 (Akbar ef coll., 1993; Van Parijs

et coll., 1998; Krammer, 2000; Boise and Collins, 2001).

o Persistance : les cellules a mémoire vont persister dans 1’organisme, en faible nombre. La
persistance de I’antigene n’est pas indispensable au maintien de la mémoire CD4+, en 1’absence de
compétition tout au moins (Garcia et coll., 1999; Marrack et coll., 2000), mais la fréquence de ces
cellules va diminuer par dilution lors de stimulations ultérieures d’autres clones T. Le déclin de la
réponse mémoire CD4+ est également associée a une diminution de I’expression de Bcl-2 et de
Bcl-XL (Figure 2). La mémoire CD8+ est plus stable, favorisée par I'IL-15 (mais inhibée par I'IL-
2 via ’AIA). Contrairement a I'IL-12, la cytokine apparentée IL-23 induit la prolifération des
cellules a mémoire (Gadina et coll., 2001).

 En réponse secondaire, la prolifération des cellules a mémoire, plus rapide et plus intense
qu’en réponse primaire, serait y-indépendante in vivo (Lantz et coll., 2000).

o Caractéristiques : les cellules a mémoire ont une cinétique de division plus élevée que celle
des naives, et ne sont donc pas des cellules a durée de vie augmentée. Leur seuil de co-stimulation
(ICAM-1 et B7-1) est intermédiaire entre celui des cellules naives (€levé) et des cellules effectrices
(faible) pour la production de cytokines (Carter et coll., 1998). Une réversion de cellules CD45RC-
(2 mémoire) vers un phénotype CD45RC+ a ét€ observée chez le rat; elle est probable chez
I’homme pour les cellules CD8+ dans le modele CMV. Réactivées par I'antigene, les cellules a

mémoire perdent 1’expression de la L-sélectine et de CCR7 (Campbell et coll., 2001) et co-

expriment le TNFa et 'TFNy (Slifka and Whitton, 2000).

¢ migration des effecteurs
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La recirculation lymphocytaire des cellules en transit dans le sang périphérique se fait en trois
étapes, margination, extravasation puis séquestration, dépendant de 1’expression de sélectines,
intégrines, et récepteurs aux chimiokines, respectivement. La molécule d’adhésion L-sélectine
(CD62-L) par les cellules naives ou a mémoire permet en particulier leur adhésion a 1’endothélium
de la veinule a cellules endothéliales hautes (VEH) du ganglion lymphatique tandis que
I’expression des ligands des P- et E-Selectines permettent le recrutement des leucocytes sur le site
des réponses inflammatoires. La co-expression des molécules CD62-L, LFA-1 (B2-intégrine) et
CCR?7 est cruciale pour la migration dans les zones T des ganglions lymphatiques (Campbell et
coll., 2001). Apres avoir rencontré 1’antigéne dans le ganglion, les celules T expriment CCRS5 qui

leur permet de migrer vers les follicules B pour exercer leur fonction auxiliaire (Butcher et Picker,

1996; Schaerli et coll., 2001).

Plusieurs cytokines sont capables de moduler 1’expression des sélectines, intégrines et/ou
chimiokines. Le TGFB1 induit par exemple I’expression de I’intégrine o4p7, qui cible les
lymphocytes sur les sites intra-épithéliaux (Butcher et Picker, 1996); 'IFNy augmente I'expression
des molécules d'adhésion et des chimiokines, provoquant une rétention tissulaire des lymphocytes
T et B. Il stimule la croissance de la VEH des ganglions lymphatiques, augmentant ainsi la surface
disponible pour l'extravasation (Rosenberg et coll., 1998). Le TNFa joue un rdle majeur dans

I’induction de la production des chimiokines MCP-1, MIP-2 et MIP-1o (Sedgwick et coll., 2000;

Camelo et coll., 2001) et est ainsi un €lément clef de la formation du granulome inflammatoire.

2. LE RESEAU DES CYTOKINES

Le tissu lymphoide est un microenvironnement dispersé et spécialis€, dont la trame est composée
de cellules non-immunitaires et d’'une matrice extracellulaire (réseau péricellulaire de molécules
sécrétées), au sein duquel migrent et se différencient les lymphocytes. Les cellules non-
immunitaires et immunitaires interagissent de facon complexe et étroitement régulée, par
interaction directe ou par I'intermédiaire de facteurs solubles, les cytokines. Les cytokines jouent un
role primordial dans la réponse inflammatoire, la réponse immune innée et les phases d’induction,
de différenciation puis les mécanismes effecteurs de la réponse immunitaire adaptative.

Les cytokines sont un groupe hétérogene de protéines de petite taille (moins de 300 acides

aminés en général), souvent glycosylées. Produites de facon délocalisée dans 1’organisme par de
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nombreux types cellulaires, elles agissent de facon autocrine et paracrine, mais rarement endocrine.
Leur production n’est pas habituellement constitutive, mais induite par un stimulus, et ne persiste,
contrairement a celle des hormones, que quelques jours a quelques heures en situation
physiologique. Elles agissent a des concentrations tres faibles (107° a 10™"* molécules / litre), grace
a leur liaison a des récepteurs cellulaires spécifiques de haute affinit€. Leur mode d’action est
souvent pléiotropique et redondant : chaque cytokine exerce un large €ventail de fonctions sur des
cibles cellulaires et tissulaires multiples, tandis que des cytokines distinctes peuvent induire des
fonctions similaires sur des cibles communes. Ce paradoxe apparent s’explique en partie par la
mise en commun de certaines chaines des récepteurs membranaires, et par 1’intégration
intracellulaire de signaux de transduction multiples.

Les cytokines incluent les interférons (initialement décrits comme médiateurs antiviraux),
des médiateurs interleucocytaires (initialement décrits sous le terme lymphokines, mais en fait
produits par de nombreuses cellules non-lymphocytaires), des chimiokines (cytokines

chimiotactiques), des facteurs hématopoiétiques et d’autres facteurs de croissance.

2.1. Classifications des cytokines

Elles sont basées soit sur I’homologie des récepteurs utilis€s, soit sur 1’activité fonctionnelle.

Dans son besoin irrésistible d'ordre, l'esprit humain (dans sa version adulte, du moins) a élaboré des systemes de
classification pour appréhender U'infinie diversité. (...)

Les classifications sont, en fait, des théories relatives aux bases de l'ordre naturel,

et non pas de tristes catalogues établis dans le seul but d'éviter le chaos.

Gould, S. J. (1989), La Vie est belle, les surprises de 1’évolution, Paris, Seuil.

2.1.1. Parentés structurales de récepteurs

* Récepteurs de type 1/2

 Les cytokines se liant aux récepteurs de type 1 ont une structure commune a-hélicale (4
hélices o); elles représentent un vaste groupe de molécules incluant des IL, des CSF (colony-
stimulating factor) et des hormones. En fonction de la taille de deux de leurs hélices o, elles ont été
subdivisées en cytokines de type 1 a longue chaine (groupe hétérogene incluant I'IL-6, 1’hormone
de croissance (GH), la leptine, la cardiotropine-1, etc...) ou a courte chaine (groupe plus homogene:
SCF, M-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-5, IL-9, IL-7, IL-15, IL-4, IL-13). L’IL-4, I'IL-3, I'IL-5 et le
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GM-CSF sont codés dans la méme région chromosomique (5q21-32), ont une organisation

génique similaire et des structures protéiques secondaires et tertiaires proches (Boulay et Paul,

1992);

» Les IFN et les cytokines de la famille de I'TL-10 (IL-19, IL-20, IL-22/TIF) se lient aux

récepteurs de type 2 (Blumberg ef coll., 2001) et leurs formes actives sont des homodimeres.

Tableau 1. Les cytokines o-hélicales

(d’apres Ma et coll., 2000)

Chaines o Chaine Chaine
Famille de I'TL-2-R spécifiques commune IL- commune IL-
2-RB 2-Ry
IL-2 IL-2-Ra oul ol
IL-15 IL-15-Ra oul oui
IL-7 IL-7-Ro — oui
IL-9 IL-9-Ra — oul
cytokines IL-21 IL-21-Ra — Probable*
a IL-4 IL-4-Ro — oui
courte IL-13 IL-4-Ro. et IL- — —
13-Ro
chaine Chaine
Famille de ’'TL-13-R commune 3
IL-3 IL-3-Ra oui
GM-CSF GM-CSFa oui
IL-5 IL-5-Ro oul
cytokines Chaine
a Famille de I’'TL-6-R commune
longue gp130
chaine IL-6 IL-6-Ra oui
IL-11 IL-11-Ra oul

*(Marrack et coll., 2000)

Les récepteurs hétérodimériques de type 1 ou de type 2 sont tres proches structuralement Ces
récepteurs lient par leurs domaines intracellulaires proximaux des Janus Kinase (Jak), initiateurs de

la transmission du signal (Figure 4). Apres dimérisation des chaines du récepteur, les molécules
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Jak s’auto-phosphorylent sur des résidus tyrosine, et initient une cascade de phosphorylations
permettant le recrutement de protéines a domaines SH2 (Src Homology) ou a domaines PTB
(PhosphoTyrosine-Binding). Ces protéines permettent le couplage aux voies pro- ou anti-
apoptotiques MAPK et PI3-K/AKT, respectivement (Figure 1). Les STAT (Signal Transducers
and Activator of Transcription) sont recrutées également via leurs domaines SH2, puis
phosphorylées, ce qui permet leur dimérisation, leur translocation au noyau ou elles se lient a
I’ ADN et exercent leur activité de facteurs de transcription. Les différentes cytokines utilisent de
facon différentielle un nombre limité de molécules transductrices du signal (Tableau 2). La

phosphorylation des STAT peut également €tre induite par les UV, le LPS ou les bactéries Gram-
positives (Gadina et coll., 2001).

Tableau 2. Signalisation via les récepteurs aux cytokines

(d’aprés Gadina ef coll., 2001; Rodriguez-Frade ef coll., 2001)

Récepteur et cytokines kinases initiatrices activateurs de la
transcription

Récepteurs de type 1

(cytokines o-hélicales)

1L-2, IL-7, IL-9, IL-15 Jak 1, 3 STAT 5

1L-4 Jak 1, 3 STAT 6

GM-CSF, IL-3, IL-5 Jak 2 STAT 5

IL-6, IL-11 Jak 1, 2; Tyk 2 STAT 3

1L-12 Jak 2, Tyk 2 STAT 4

GH, Epo Jak 2 STAT 5b

G-CSF, leptine Jak 2 STAT 3

Récepteurs de type 2

IFNo/B Jak 1, Tyk 2 STAT 1, 2

IFNy Jak 1, Jak 2 STAT 1

1L-10 Jak 1, Tyk 2 STAT 3

1L-20 ? STAT 3

CXCR4 Jak 1, 2 STAT 1, 2, 3, 4, 5b

CCR2 Jak 1, 2 STAT 2, 3

CCR5 Jak 1, 3 STAT 2, 5b

e Superfamille du TNF-R
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Ces récepteurs sont des glycoprotéines solubles ou transmembranaires de type I présentant en N-
terminal 1 a 6 sites de liaison composés chacun de 40 résidus d’acides aminés riches en cystéine ;
le complexe récepteur, actif sous forme au minimum trimérique, est stabilis€ par des ponts
disulfure. La région intracytoplasmique de certains récepteurs comprend un “ domaine de mort ”
capable d’initier la voie extrinseque de 1’apoptose (Figures 1 et 4). Le TNF-RI/p55, capable de lier
a la fois le TNFo et le TNFB, serait le récepteur préférentiel du TNFa soluble. Le TNF-RII/p75 est
le récepteur préférentiel du TNFo. membranaire ; il lie également 1’hétérotrimere TNFB( LTa) /LTB
/ TNFa mais sans induire d’activation.

e Les ligands de ces récepteurs forment également une superfamille moléculaire (Figure 4).
Ce sont des protéines trans-membranaires de type II existant également sous forme soluble suite a
un clivage protéolytique, a I’exception du NGF (Nerve Growth Factor), du TNFp et de la LTB; leur
segment intra-cytoplasmique est court (10 a 80 aa) et leur région extracellulaire assez importante
(140 a 215 aa). Ces molécules ne présentent pas d’homologies fortes en termes de séquence
primaire. Leur forme active est en général un homotrimere. L’expression de Fas-L est restreinte a
certaines cellules épithéliales dans les *“ sanctuaires immunologiques ” tels 1’ceil ou le testicule, aux
monocytes-macrophages, aux cellules NK, aux cellules dendritiques, aux lymphocytes T activés, a
certaines cellules cancéreuses. TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) est lui exprimé
dans de trés nombreux tissus;

e Fas/CD95/APO-1 comporte le prototype du “domaine de mort”’(Figure 1). Cependant

I'interaction Fas-L/Fas peut conduire, selon les co-signaux associés, la nature du peptide liant le
TCR, et I’état de différenciation de la cellule, a I’induction de 1’apoptose ou de I’activation (Suzuki

and Fink, 2000).

o Récepteurs couplés aux protéines G

Ces récepteurs, tres différents de ceux des hématopoiétines, sont utilis€s par des hormones, des
neurotransmetteurs, des chimiokines, des prostanoides et des protéinases. Ils comportent 7
séquences organisées en hélices o qui traversent la membrane cellulaire, une extrémité N-terminale
extracellulaire, 3 boucles extracellulaires, 3 intracellulaires, et une extrémité C-terminale
intracellulaire. Ils transmettent le signal via un hétérotrimere de protéines G. La désactivation du
récepteur est rapide par libération de I’agoniste, désensibilisation du récepteur (par phosphorylation,

et découplage des protéines G) ou endocytose du récepteur (Bohm ez coll., 1997).
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Les cytokines ont le plus souvent une action locale (Kaplan et coll., 1996), nécessitant le
recrutement in situ des cellules productrices. Ce recrutement est la premiere fonction décrite des

chimiokines, qui interviennent aussi dans la différenciation et 1’activation des leucocytes (Zlotnik

and Yoshie, 2000). Ce sont des molécules structuralement apparentées de 8 a 14 k et regroupées 4
sous-familles: CXC (ou a), CC (B), selon la présence ou non d’un acide aminé entre les deux
résidus cystéine N-terminaux, C (y) qui ne présentent pas de cystéines en position 1 ni 3, CX3C (9)
qui présentent 3 acides aminés entre les deux cystéines N-terminales.

Les CXC chimiokines agissent principalement sur les neutrophiles tandis que les cibles des
CC chimiokines sont majoritairement les monocytes. Cependant des ces CC et CXC chimiokines,
de caractérisation plus récente, dont les genes ne sont pas clustérisés contrairement aux précédents,
agissent principalement sur les lymphocytes. Le CMV code pour un homologue de CXC
chimiokine. Les C- (la lymphotactine en est le seul membre décrit) et CX3C-chimiokines (dont la

fractalkine est le principal membre) ciblent principalement les cellules T (Cerdan ef coll., 2001).

2.1.2. Cytokines de type 1 et de type 2

¢ Le modeéleTh1/Th2
Deux sous-populations fonctionnelles ont ét€ identifi€es au sein de clones de lymphocytes T CD4+
murins, Th1 (produisant de 1TL-2, de I'TFN-y et du TNF-B) et Th2 (clones produisant de 1TL-4, de

I'TL-5, de 1TL-6 et de I'IL-13). Dans le modele proposé par Mosmann et coll. (Mosmann et coll.,

1986), les cytokines produites par chacune des deux sous-populations Thl et Th2 servent a la fois
de facteur de croissance autocrine pour la cellule dont ils sont issus, de facteur de différentiation
Th1 ou Th2 pour les cellules naives, et de facteur inhibiteur de la sous-population au phénotype
opposé€. Il en résulte un phénomene de polarisation vers I'un ou l'autre des deux phénotypes lors de
la réponse immunitaire. L’IL-10 (synthétisée par les lymphocytes Th2 et les macrophages activés)
et I'IL-12 (synthétisée principalement par les monocytes/macrophages) jouent un role majeur dans
cette polarisation (Figure 5). Lors de la réponse aux agents infectieux, les cellules Thl sont
principalement responsables de la mise en place des défenses a médiation cellulaire, et les Th2 de
celle des effecteurs humoraux. Les isotypes d’anticorps Thl (IFNy induits: IgG2a et IgG3 chez la
souris (IgG1 et IgG3 chez ’homme)) assurent 1’opsonisation et la phagocytose; les isotypes Th2
sont neutralisants (IgG1 chez la souris, IgG4 chez ’homme). Ainsi, lors de la leishmaniose

expérimentale, la résistance de lignées murines est associ€e a une réponse Thl, et leur susceptibilité
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a une réponse Th2 (Reiner and Locksley, 1995). La réponse protectrice vis-a-vis de nombreux
germes intracellulaires, nécessitant 1’activation du macrophage, est de type Thl. A I’opposé, les
cytokines Th2 contribuent a l'induction d'une réponse protectrice contre les helminthes par
mécanismes d'’ADCC, et contre les infections bactériennes extracellulaires par neutralisation de
toxines (Abbas et coll., 1996).

L'existence d’une bipolarisation Th1/Th2 a également été proposée chez I’homme (Del

Prete et coll., 1991), supportée par les observations de pathologies infectieuses a spectre telles la
lepre. Cependant, les profils de production de cytokines sont plus complexes chez I’homme. En
particulier, I'TL-10 peut étre synthétis€ée par des cellules T de type 1 comme par des monocytes
stimulés par des isotypes d’immunoglobumines de type 2 (Dugas ef coll., 1996). Des clones a
phénotype mixte "Th0" ont été décrits. Méme au sein des clones "Th0", la production de cytokines
est régulée différemment pour chaque cytokine (Bucy et coll., 1994). 1l existe chez 'homme au
niveau cellulaire une combinatoire plus importante entre différentes cytokines que chez la souris
(chez qui par exemple les locus IL-4/IL-13/IL-5, IL-3 et GM-CSF sont régulés de facon
coordonnée (Kelly ef coll., 2000), et les phénotypes Thl et Th2 ne représentent que les extrémes
d'un spectre tres large. Enfin, des lymphocytes T CD8+ producteurs d’IFNy “ Tcl ” ou
producteurs d’IL-4, IL-5, et/ou d’IL-10 *“ Tc2 ” ont ét€ décrits. Pour rendre compte de cette
complexité, les termes de "type 1" ou "type 2" sont préférés chez 'homme a ceux de Thl ou Th2

utilisés chez la souris (Abbas ef coll., 1996).

e le débat DC1/DC2

o Impliquées dans I’immunité innée en tant que sentinelles en périphérie de I’organisme, les
cellules dendritiques jouent aussi un role de premier plan dans 1’orientation de la réponse immune
adaptative. Elles assurent le transport au ganglion lymphatique de I’antigene ou du pathogene,
permettant son interaction avec les lymphocytes T spécifiques (Zlotnik et Yoshie, 2000). Chez la
souris, des DC de type 1 CD8a+, dont I’origine lymphoide ou myéloide n’est pas tranchée, sont
capables de produire de I'IL-12, a I'issue d’une nouvelle maturation lors de leur migration du
ganglion lymphatique vers les sites de 1’inflammation, ou elles favoriseraient une différenciation T
de type 1. Des DC2 CD8oa-, d’origine myéloide, incapables de produire I'IL-12 ou produisant

d’autres signaux non encore identifiés, mais pas 1'IL-4, induiraient le profil T de type 2 (Moser et

coll., 2000). La voie Th2 impliquerait non pas STAT6, mais le facteur de transcription GATA-3,
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cette voie Th2 *“ par défaut ” étant réprimée en cas d’activation de STAT4 (Tableau). CD40-L et
I'IFNy favorisent la sécrétion d’IL-12 par les DCI1.

o Les équivalents humains des DC1 seraient des cellules monocytaires exprimant I’intégrine
CDllIc, les marqueurs myéloides CD13 et CD33, et tous les TLR dont le TLR3 qui leur est
exclusif. Elles sont capables de produire de I'TL-2 et de I'IL-12, et entraineraient la différenciation T
de type 1. Les équivalents des DC2 seraient des cellules plasmacytoides de phénotype
CD4+CD11¢c-CD3-, n’exprimant pas les TLR 2,3.4 (co-récepteur du LPS, avec le CD14), 5, mais
exprimant les TLR7 et TLRO (récepteur des motifs d’ ADN bactérien CpG), et faiblement le TLR1

(pan-leucocytaire) (Kadowaki et coll., 2001). Elles induiraient passivement ou activement (mais

comme chez la souris indépendamment de 1'IL-4) un profil T de type 2 (Moser ef coll., 2000). A
ce niveau des DC également, la systématisation typel/type 2 n’est pas aussi tranchée que chez la
souris: les précurseurs immatures des cellules DC2 sont chez ’homme une source importante
d’IFNo (Siegal ef coll., 1999; Cella et coll., 2000; Levy, 2001), capable d’induire la production
d’IFNy aussi efficacement que les DC1 (cet effet inducteur de I'IFNa sur la production d” IFNy
n’est pas retrouvé chez la souris, en raison d'une mutation de STAT2, empéchant le recrutement de
STAT4); les DC2 humaines seraient également productrices de I'IL-12, en particulier en réponse a
la ligation du TLR9 (Akira ef coll., 2001) (Figure 5).

Les cellules T naturelles (cellules CD4+ ou CD4-CDS8- double négatives exprimant a la fois
des marqueurs phénotypiques de cellules NK et de cellules T, dont la chaine o du TCR est tres peu
variable, et qui sont restreintes par CD1d, molécule présentatrice d’antigeénes glycolipidiques)
joueraient un réle majeur dans les étapes précoces de la polarisation de type 2, par leur capacité de

production intense et rapide d’IL-4 mais aussi d’IL-13 (Yoshimoto et Paul, 1994).

« une différenciation bimodale ou linéaire ?

Le modele bimodal de différenciation typel / type 2, extrapolé a partir des cellules T CD4+ aux

autres populations leucocytaires (T CD8+, T y8, NK, CTN et DC), est actuellement remis en cause:
- Les cellules NK de “ type 2 ” correspondent en fait a des cellules NK immatures et peuvent se

différencier ultérieurement (et irréversiblement, dans ce modele in vitro) en cellules de ““ type 1 ”

(Loza et Perussia, 2001) (Figure 6);

29



bl

- Les cellules DC2 pourraient n’étre que des cellules DC1 * épuisées ”, qui une fois leur
production d’IL-12 * tarie ”, entraineraient une réponse de type 2 par défaut (Langenkamp et
coll., 2000).

Cellules de type 2 et cellules de type 1 pourraient donc n’étre que des étapes successives de

maturation au sein d’une méme lignée.

Figure 6. Un modele linéaire de polarisation: la diffé renciation des cellules NK
(daprés Lozaet col. Nature Immunology 2001)

5-NK NKimmatures NK intermédiaires NK matures NK
pre- (type2) (type 0) (type1) apoptotiques

) IL-12
L-4 chimickines

I-13

IFN IFNy IFNy
TRXL FasL IL-10
Fas-L perborine
perforine

prdifération diférerciation différenciationterminale mortcellulaire programmée

« un profil fixé ou réversible in vivo ?

Selon certaines €tudes I’'information initiale regue de son micro-environnement par la cellule
naive serait suffisante pour induire le programme de différenciation cellulaire, puis la fixation
épigénétique dans un phénotype donné, par réorganisation de la structure chromatinienne, du profil
de production de cytokines (Agarwal ef coll., 1998). Pour de nombreux auteurs cependant la
polarisation de type 1 ou de type 2 est modifiable en fonction de 1’environnement extracellulaire, de
la nature, de D'affinité¢ et de la concentration de de I’antigene, et des co-signaux d’activation
(Langenkamp et coll., 2000). La balance intracellulaire entre les facteurs de transcription des
cytokine a I'issue de ces stimuli détermine la polarisation. Par exemple 1’hyperexpression de T-bet

(facteur de transcription induit par D’activation de STAT4) dans une cellule a profil Th2 la

différencie en une cellule productrice d’IFN-y (Szabo ef coll., 2000) (Tableau 2).
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Le premier modele, tres “ instructif ”’, semble peu compatible avec la flexibilité¢ du systeme
immunitaire. Un modele plus “ sélectif >’ (dans lequel, a 1’extréme, les cytokines de type 1 et de
type 2 interagiraient de fagon aléatoire avec des populations cellulaires déja réceptives, mais non
fixées dans une fonction) semble plus proche des observations faites chez ’homme, au niveau des

cellules T comme des DC.

e Marqueurs phénotypiques de type 1 et de type 2

La détermination combinée de ces marqueurs est utile pour mieux caractériser une population
cellulaire, mais ne peut se substituer a 1’analyse directe de la capacit€ a produire telle ou telle
cytokine. En effet ces différents marqueurs sont modulés lors de 1’activation cellulaire,

indépendamment de leur spécificité de type 1 ou 2.

Tableau 3.

Marqueurs phénotypiques préférentiellement associés a une fonction Thl ou Th2

Marqueur Thl Th2

Molécules intracellulaires Lymphotactine MDC (CCR4)
RANTES (CCRI1, CCR3, CCR5) I309/TCA3 (CCRS)

Récepteurs de chimiokines CXCR3 (IP-10, Mig) CCR3 (éotaxine, RANTES, MCP-2-5)
CXCR6/Bonzo CCR4 (TARC, MDC)
CCRS5 (MIP-10/f, RANTES) CCRS8 (1309/TCA3)
CCRT7 (SLC, MIP-3P) CRTh2
Récepteurs d’autres cytokines IL-12-RPB2 IFNY-Rf3
IL-7-R IFNof-R
Autres molécules de surface CD26 CD30
LAG3
Ligand de la P-sélectine CD62L

Ligand de la E-sélectine
Propriétés fonctionnelles Clairance du Ca++ plus rapide

Fonction P-gp plus efficace

(ligand ou récepteur de la molécule)
CRTh2: chemoattractant receptor-homologous molecule, LAG3: lymphocyte activation gene 3, MDC:
macrophage-derived chemokine, SLC : secondary lymphoid organ chemokine, TCA3: T cell activation gene 3

31



(D’aprés Kanegane et coll., 1996; Groux et coll., 1997, Szabo et coll., 1997; Annunziato et coll., 1999;
D'Ambrosio et coll., 2000; Fanger ef coll., 2000; Zhang et coll., 2000; Hamalainen et coll., 2001)

o Il existerait ainsi une certaine ““ autocrinie ” Th2, via CCR4, CCRS et leurs ligands, tandis
que les Thl communiqueraient avec des cellules Thl mais aussi non-Thl (le récepteur de la
lymphotactine est exprimé sur les CD8, les Th1 et les Th2 ; MIP-1a et MIP-1f sont produites par
des Th1l comme des Th2).

e La CC-chimiokine MCP-1 et la CXC-chimiokine SDF-1 sont chimiotactiques pour les
Thl et les Th2. En revanche I’éotaxine, déja impliquée dans une réponse de type 2 via la
mobilisation des €osinophiles, est sélectivement chimioattractante pour les Th2.

o L’expression plus sélective de CD62L pourrait étre en faveur de I’hypothese de
I'immaturité des cellules Th2, et de leur nécessaire maturation via le ganglion lymphatique.
L’expression des récepteurs aux CC-chimiokines et des récepteurs aux P- et E-s€lectine sur les Thl
est par contre en faveur d’un recrutement sélectif de cellules effectrices sur les sites ou se monte
une réponse inflammatoire. L’intégrine o6fl est préférentiellement exprimée sur les Thl,
favorisant la réponse HSR. L’extravasation des Th2 ne serait possible passivement que lors des
phénomenes de vasodilatation et d’exsudation plasmatique rencontrés au cours des pathologies
allergiques (D'Ambrosio et coll., 2000).

o L’expression de 'IFNy-Rp sur les Th2 est cependant en faveur du schéma classique de
leur régulation croisée par les Thl (inhibition de la prolifération des Th2 par I'IFNy) (Groux et
coll., 1997), et la présence de I'TFNo/B-R pourrait permettre 1’activité inductrice de type 2 des DC2

circulantes (Siegal ef coll., 1999; Hamalainen ef coll., 2001).

2.1.3. Cytokines et inflammation

L’inflammation est un ensemble de réponses naturelles a I’agression de 1’organisme par des agents
physiques (trauma, hypoxie, ...) ou infectieux (germes et endotoxines). Elle fait intervenir une
véritable cascade de médiateurs dépendante des cytokines TNFa, IL-1 et IL-6, successivement, et
mettant en oeuvre les prostaglandines, les métabolites de 1’oxygene, et, dans les formes

systémiques d’inflammation, les protéines hépatiques dites de la phase aigu€ (serum amyloid A,

haptoglobine, fibrinogeéne, protéine C-réactive) et le complément (Charles et coll., 1999) (Figure
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7). La finalité de cette réponse est 1’opsonisation du pathogene initiateur et son €limination par
activation des effecteurs cellulaires non spécifiques (polynucléaires neutrophiles, macrophages).
Dans un sens plus restreint, les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNFo, IL-17, MIF,
IL-20, IL-22) sont celles capables d’activer les fonctions macrophagiques pour accroitre la
bactéricidie des germes a tropisme intra-cellulaire, et les cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-
10, IL-11, IL-13, TIF, TGFp) celles capables d’inhiber la production par le macrophage de

cytokines pro-inflammatoires.

e Le TNFo est un acteur majeur aux trois niveaux de 1’inflammation, activation du macrophage,
inflammation systémique et constitution du foyer inflammatoire tissulaire. Sa production est
modulable par de tres nombreux facteurs (tableau 4). Les monocytes/macrophages sont activés par
les composants microbiens via les TLR puis I’activation de la MAPKp38 (kinase de la voie des
signaux de stress ou pro-inflammatoires) qui aboutit a I'activation de NF-«xB (Figure 8).
L’activation du lymphocyte T se fait en réponse a la stimulation du TCR par le complexe Ag/CMH
ou par les exotoxines super-antigéniques de certaines bactéries Gram-positives. La production
lymphocytaire de TNFo est dépendante dans ce cas de 'activation de ERK (extracellular signal-
regulated kinase, activée par des signaux mitogéniques), de la mobilisation du Ca++, et fait
intervenir NF-AT et NF-xB (Wang ef coll., 2001). La possibilité de boucle auto-entretenue
TNFa /NF-kB nécessite une régulation négative intervenant a de nombreux niveaux.

Les TNF-RI et/ou II ont chez la souris un rdle pro-inflammatoire propre et indépendant du
TNFo et de 1a LTo (Hayder h JT 99) ; la surexpression par transgénese du TNF-RII chez la souris

entraine un syndrome inflammatoire multiviscéral et une augmentation de I’activit¢ NFxB dans les

PBMC, indépendamment de I’activité TNF, LTa ou TNF-R I (Douni and Kollias, 1998).

e Le MIF (macrophage migration inhibitory factor) est une cytokine a la frontiere de
I'inflammation et de la progression tumorale: produit au sein du foyer inflammatoire, il active le
macrophage, mais inhibe I’activité de p53, autorisant le déroulement du cycle cellulaire et inhibant

I’apoptose. Il favorise ainsi la cicatrisation mais aussi potentiellement la tumorigénese si le

stimulus inflammatoire est persistant (Cordon-Cardo et Prives, 1999).

o I’IL-4, IL-10, I’IL-13 et le TIF (TNFo inhibiting factor) diminuent la transcription et la
stabilit¢ des ARNm des cytokines pro-inflammatoires. L’IL-4 inhibe la production de TNFa et
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Tableau 4. Inducteurs et suppresseurs de la production de TNFo

Inducteurs Suppresseurs
Virus VIH EBV*

Influenza A

Sendai

VRS

Reovirus inactivé par les UV
Virus de la maladie de Newcastle
Virus neurotropes

Bactéries (toxines) (LPS) et (Lipide A) des bactéries
Gram-négatives
(Muramyl peptides), (Acides
lipoteichoiques) et (exotoxines)
des bactéries Gram-positives
Listeria monocytogenes
Corynebacterium parvum
Mycoplasma orale
Pseudomonas aeruginosa
Mycobacterium avium

Levures Candida albicans
Protozoaires (Exoantigeénes) de P. falciparum
Entamoeba histolytica
Cytokines TNFo IFNo/J3
IFNy TGFp
IL-1 IL-4
IL-2 IL-6
GM-CSF IL-10
M-CSF IL-11
IL-13
G-CSF
Agents pharmacologiques Inducteurs de la PKC Inhibiteurs de NF-xB
(Phorbol esters)
Inhibiteurs de phosphatases Inhibiteurs de métalloprotéinases

Inhibiteurs de la cyclo-oxygénase Inhibiteurs de la phosphodiestérase
(pentoxifillyne, rolipram, ...)

Thalidomide**
Dexaméthasone

Cyclosporine A
Vitamine D3

Autres Csa Ethanol
Substance P Inducteurs de ’AMP cyclique
GMP cyclique
Zinc

Protéine basique de la myéline
Cellules tumorales

Rayons X

Rayons UV

Hyperthermie

(D’apres Aggarwal B. in Cytokine reference, Oppenheim J., Academic Press 2000,
http://apresslp.gvpi.net/apcyto/lpext.dll)

*encode un homologue de I'IL-10

** sur la production de TNFo monocytaire mais pas lymphocytaire (Sampaio et coll., 1991).



d’IL-12 par des mécanisme STAT6-dépendants (lors de la stimulation par le LPS) ou indépendants

(apres stimulation conjointe par LPS et IFNy) (Baer ef coll., 1998; Levings ef coll., 1999).

o Le TGFpB (transforming growth factor)est produit par de tres nombreuses cellules de
I’organisme, incluant les cellules épithéliales, endothéliales, hématopoiétiques. Il appartient a la
superfamille des BMP (Bone Morphogenetic Proteins). C’est un composant important de la
matrice extracellulaire des tissus conjonctifs, ou il est stocké, et dont il régule la production. Son
action inhibitrice s’exerce a la fois sur les cellules Thl et Th2. Son activité inhibitrice du TNFo est
post-transcriptionnelle. Le TGFp induit 1’apoptose dans de nombreux types cellulaires, via son
récepteur de type II qui interagit avec la molécule DAXX, activatrice de la voie pro-apototique
JNK, commune a Fas/Fas-L (Figure 1). Cependant la résistance a 1’apoptose induite par le TGFp

serait cruciale dans le développement de certains cancers. Par ailleurs, le TGFf aurait un rdle

important dans I'induction de I'immunité muqueuse (Blobe ef coll., 2000; Perlman et coll., 2001).

o I’IL-6
Elle supporte des activités pro- mais aussi anti-inflammatoires. Elle active les lymphocytes T et B,
induit I’expression de chimiokines par la cellule endothéliale, mais inhibe le macrophage et induit la

production d’IL-1ra. Les protéines de la phase aigu€, induites par 1’IL-6, assurent un rétro-controle

négatif sur I’'inflammation (Figure 7) (Deon et coll., 2001).

2.1.4. Cytokines-liens entre immunités naturelle et adaptative: interférons de type 1

Les IFN de type I (IFNo/p) comprennent I'IFNa d’origine leucocytaire (produit par les DC2

immatures plasmocytoides CD4+CD11c-Lin- (Siegal et coll., 1999; Levy, 2001) et la sous-
population monocytaire CD14+CD64- (Grage-Griebenow et coll., 1993), et I'IFNB d’origine

fibroblastique. Leurs genes, tres apparentés, ne possedent pas d’introns. Les protéines ont une
masse moléculaire de 17-20k. Initialement décrits pour leur puissantes activit€s antivirales, ils
possedent également des propri€té€s immunorégulatrices importantes. Induits par différents motifs
microbiens (LPS, ADN, ARN double brin), les IFN de type I vont entrainer 1’expression de tres
nombreux genes, dont ceux de molécules antivirales, des molécules CMH de classe I, mais aussi

de I'IL-12, de I'IL-15 et de I'TFNy, pouvant favoriser les réponses adaptatives de type 1 comme la
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fonction NK, et assurer ainsi dans de nombreuses situations le lien entre les réponses immunes

innées et adaptatrices (Biron ef coll., 2001).

€ »

2.1.5. Vers les hormones : les “ adipocytokines
Le tissu adipeux sécrete de nombreuses protéines dont la leptine, le TNFo, I’adipisine, la résistine
et I’adiponectine. Hormones de par leur site de production anatomiquement défini et leur action
systémique, ces molécules sont dénommées adipocytokines ou adipokines en raison de leurs
parentés structurales avec les cytokines. La leptine est une molécule a l'interface du systeme
immunitaire et du métabolisme énergétique. Produit du gene ob, c’est une hormone apparentée
structuralement aux cytokines o-hélicales de type 1, et qui signalise via le récepteur Ob-R,
principalement exprimé sur [’hypothalamus, mais présent sur les cellules T CD4+. Elle
communique au systéme nerveux un signal de “ réplétion adipocytaire . Les souris déficientes en
leptine présentent une obésité, une infertilit€ et un déficit immunitaire avec lymphopénie. Les rares
déficits génétiques en leptine observés chez ’homme sont associés a des réponses cellulaires
altérées et a une sensibilité accrue aux infections dans I’enfance, suggérant que la leptine joue un
role important et non redondant dans I'immunit¢ humaine. Elle induit la prolifération et la
production d’IL-2 par les cellules naives, mais la diminution de la production d’IFNy et d’IL-4 par
les cellules a mémoire (Matarese et coll., 2000).

L’adiponectine (ou Acrp30, ou adipoQ) comprend 4 domaines dont un peptide signal N-terminal et
un domaine globulaire C-terminal, libéré par clivage protéasique et supportant son activité
biologique. Ce domaine globulaire a une structure tertiaire similaire a celle du TNFo et s’assemble
également en homotrimere. La structure primaire de 1’adiponectine, et sa régulation par clivage
protéolytique, I'apparentent a la famille moléculaire du composant Clq du complément, des
collagenes de type VIII et X, et des protéines Hib de 1’écureuil rayé sibérien qui interviennent dans
la mise au repos des systemes endocrine et immunitaire avant I’hibernation (involution thymique

avec métaplasie adipeuse brune, involution des organes lymphoides périphériques) (Saltiel et coll.,

2001).

2.2. Les niveaux de régulation de ’activité des cytokines

2.2.1. Transcription
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o Cette régulation transcriptionnelle est un des mécanismes majeurs de la régulation de production
des cytokines (Figure 8). La transcription de la plupart des cytokines importantes pour les
réponses humorale et cellulaire (TNFo, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12) est induite par NF-kB. Les
facteurs de transcription NF-AT interviennent dans la régulation de I’expression de I'IL-2, de I'IL-4
et de I'IFNy (Roulston et coll., 1995).

o Les molécules STAT sont des inducteurs de transcription spécifiques de certains groupes de
cytokines (Tableau 2), inactivées par les STAT-phosphatases mais protégées de la dégradation
protéasomique par des cystéine-protéases de dé-ubiquitination (DUB). Leur activité
transcriptionnelle est inhibée par les molécules SOCS (Suppressor Of Cytokine Signaling) et PIAS
(protein inhibitor of activated STAT) (Gadina et coll., 2001).

2.2.2. Traduction

e Les ARNm de nombreuses cytokines (GM-CSF, TNF, IFN-y, IL-1, IL-2, IL-3) présentent des
séquences régulatrices a motifs AUUUA répétés, qui entrainent leur dégradation rapide (la demi-

vie de ’ARNm de I'IL-2 est estimée a 30-60 minutes dans des cellules T non stimulées). La
stabilité de ces transcrits est accrue sous I’influence de stimuli extracellulaires (Chen ef coll., 1998).

La production du TNFa. est fortement régulée au niveau de la stabilité de I’ ARNm par les cytokines

anti-inflammatoires, et la co-signalisation via CD28.

o La régulation peut se faire au niveau de 1’épissage, comme dans le cas du TNFo dont I’ARNm
est présent constitutivement sous forme non épissée au sein des cellules T naives (Figure 8) (Yang
et coll., 1998). Par ailleurs un épissage alternatif est fréquemment observé, et peut conduire dans le

cas de I'IL-4 a la traduction d’une molécule a activité antagoniste _(Atamas et coll., 1996)_.

o La traduction proprement dite est affectée dans le cas du TNFo par I'TFNy (qui 1’amplifie) mais

aussi la dexaméthasone (qui I'inhibe). L’ARNm de I'IL-15 est exprimé dans de trés nombreux

types cellulaires mais traduit avec une tres faible efficacité (Bamford ez coll., 1998).

2.2.3. Modifications post-traductionnelles, trafic intracellulaire et sécrétion
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o La régulation post-traductionnelle est le deuxieme ““ verrou ” majeur de controle de I'activité des

cytokines, apres la régulation de la transcription. Elle intervient par :
- Peptide signal : I'IL-15 est un exemple ou ce contrdle est extréme : méme en cas de traduction
satisfaisante, la sécrétion de I'IL-15 est toujours tres faible, le peptide signal de I'IL-15 étant
inhabituellement long (48 aa) et inefficace. Comme pour 1’IL-1p (qui ne comporte pas de peptide
signal) la libération de la cytokine active nécessiterait des lésions membranaires et la mort de la
cellule (Bamford ef coll., 1998).
- Maturation par clivage : IL-1p et IL-18 doivent subir une maturation par clivage, assurée par la
caspase 1; la sécrétion de nombreuses cytokines (TNFo, TGFoa, Fas-L) ou récepteurs de
cytokines (TNF-R1, TNF-R2, IL-1-R, IL-6-R, TGF-B-R) est dépendante en totalit€ ou en partie
de Ulintervention de métalloprotéinases permettant le relargage a partir d’une forme
transmembranaire de la protéine. Ces protéinases (ou ‘‘sécrétases””) sont mal connues a
I’exception de I’enzyme de conversion du TNFo ou TACE (TNFa converting enzyme),
métalloprotéase zinc-dépendante. TACE est un membre de la famille ADAM (A Disintegrin
And Metalloproteinase), et intervient également dans le clivage membranaire du p75 TNF-R, du
TGFo, du M-CSF1-R monocytaire et de la L-sélectine (avec pour ce dernier substrat une affinité
faible cependant) (Hooper ef coll., 1997; Rovida et coll., 2001).
- Glycosylations : sans influence sur la liaison au récepteur et 1’activité biologique le plus
souvent, elles ont un réle important dans le trafic intracellulaire et la demi-vie de la molécule

sécrétée. Elles sont le support des activités non spécifiques de type lectine.

e Le trafic intracellulaire des cytokines a €té bien décrit pour le TNFa dont les molécules
s’accumulent dans 1’appareil de Golgi avant d’étre soit sécrétées classiquement, soit recrutées a la

membrane cellulaire puis clivées. Cependant des formes clivées de 17 k sont détectables dans
’appareil de Golgi, compartiment cellulaire ou I’expression du TNF-R1 est prédominante (Jones et
coll., 1999) : elles pourraient résulter soit d’un clivage local, soit d’un recyclage intracellulaire de

molécules clivées en surface de la cellule. Cette co-localisation rend probable une activité biologique

de la cytokine intracellulaire. Le TNFo exprimé a la membrane a une demi-vie faible, régulé par
clivage mais aussi par endocytose (Shurety et coll., 2001). La forme soluble de la cytokine est
capable d’agir de facon autocrine, paracrine, voire endocrine et systémique (“TNF inflammatoire

du choc septique) (Mullberg ef coll., 2000). L’activité TNF liée a la membrane cellulaire a une
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action locale dans le micro-environnement (“ TNF immunologique ), dépendante principalement

du TNF-R2 (Stambe and Wicks, 1998; Mullberg et coll., 2000) par le TNF li¢ aux cellules. Une

3 b

possibilité de signalisation ““ inverse ” via le TNFo membranaire a ét€ proposée, conduisant a

I’expression de la E-sélectine sur les cellules CD4+ (Harashima et coll., 2001).

e La P-glycoprotéine (P-gp), produit du gene MDRI1, est un transporteur transmembranaire ATP-
dépendant fortement exprimé dans les tissus a activité sécrétoire, et associ€ a la résistance des
cellules tumorales aux drogues cytotoxiques. Son rdle dans la sécrétion de I'IL-2, I'IL-4, I'IFNy, le

TNFo et 'TL-12 a été proposé par des approches indirectes (anticorps ou drogues inhibitrices telles

le tamoxiféne) mais est encore 1’objet de débats (Gollapudi ef coll., 2000).

2.2.4. Disponibilité de la molécule sécrétée

Plusieurs parametres favorisent un mode d’action local plutét que systémique des cytokines

sécrétées :

¢ Demi-vie:
Apres injection intraveineuse la demi-vie plasmatique des cytokines est de quelques minutes chez
la souris, quelques dizaines de minutes chez les primates. Leur clairance se fait par endocytose,

dégradation, excrétion urinaire, et dépend du type de cytokine et de son degré de glycosylation. La

dégradation est moins rapide apres injection sous-cutanée (Petros, 1992).

o Leurres et pseudorécepteurs :
Ce sont des molécules de haute affinité pour le récepteur ou la cytokine, respectivement, mais
n’induisant pas de transduction du signal. Ils sont impliqués dans la régulation de la réponse
inflammatoire et sans doute dans le contrdle de la migration cellulaire :
- L’IL-1-RA (IL-1 receptor antagonist) est une molécule soluble qui rentre en compétition avec
I'IL-18 pour I'IL-1-RI, mais n’induit pas de transduction de signal. L’IL-1-RII est un ligand

membranaire ou soluble de I'IL-1B. Ces deux molécules sont capables d’inhiber I’activité pro-
inflammatoire de I'IL-1, qui est dépendante de la liaison a I'IL-1-RI (Andersson et coll., 1992);

- L’IL-18BP (binding protein) capture I'IL-18 et bloque son activité inductrice de I'IFNy;

- Les pseudorécepteurs FDR et DcR3 lient et neutralisent Fas-L et LIGHT;
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- L’IL-22BP bloque I'activité¢ inductrice sur les protéines de la phase aigu€¢ de I'IL-22
(Mantovani et coll., 2001);
- Dans la famille des chimiokines, DARC/Duffy (CC et CXC-chimiokines) et D6 (CC-

chimiokines) pourraioent étre des pseudorécepteurs.

o Incorporation a la matrice extracellulaire

De nombreuses cytokines ont une activité de type lectine, indépendante de la liaison a leur récepteur
spécifique : GM-CSF, IL-2, IL-3, IL-4, IFNy, IL-7, IL-2, IL-8, RANTES et MIP-1p interagissent
avec les glycosaminoglycannes (GAG) de la surface cellulaire ou de la matrice extracellulaire, ou
ils peuvent étre stockés localement et activer les cellules immunitaires en transit dans ce micro-
environnement. Cette localisation joue un rdle prépondérant dans I’action du TGFp, et I'IL-2
séquestrée dans la rate par les héparane-sulfates de la matrice extracellulaire contribue a 1’activation
et a I’ AIA des lymphocytes T;

Réciproquement des GAG comme 1’héparine ou 1’héparane-sulfate peuvent s’associer aux
cytokines dans la circulation et moduler leur action ou les protéger de la dégradation enzymatique.
Ainsi I’association de ’héparane-sulfate a I'IL-8 augmente ses propriétés chimiotactiques pour les
neutrophiles ;

Les résidus glycosylés des cytokines leur permettent également d’interagir directement avec
des pathogenes (I'IL-1 est ainsi un facteur de croissance pour E. coli ; I'IL-2 se lie a C. albicans, E.
coli, Leishmania mexicana ; le TNF lyse directement 7. brucei). Ces domaines lectine des
cytokines, composants de I'immunité innée, contribueraient a I’élimination des pathogenes par

opsonisation et activation des leucocytes (Beschin et coll., 2001).

2.2.5. Modules de signalisation des récepteurs

Un exemple est cemui de la signalisation via le récepteur a I'IL-4. L’IL-4 peut se fixer a deux types
de récepteurs hétérodimeriques. A la surface des cellules non hématopoiétiques (cellules
endothéliales, épithéliales, musculaires, fibroblastes, hépatocytes, certaines cellules du systeme
nerveux central), le récepteur est composé de la chaine o spécifique de I'IL-4 (IL-4-Ro) associée a
IL-13-Ra.dans un complexe capable de lier I'IL-13 mais aussi I'IL-4. Sur les cellules
hématopoiétiques, il est composé de I'IL-4-Ra associé a la chaine commune gamma du récepteur

de I'IL-2. Ce dernier type de récepteur appartient a la superfamille du récepteur a 1’hématopoiétine
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Figure 8. Signalisation par Janus kinases et STAT: exemple de I'lL-4-R
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(Figure 4). Deux domaines fonctionnels sont décrits sur la partie intracytoplasmique de la chaine
a: le premier est impliqué dans la croissance et la survie cellulaires, et possede une séquence 14R
capable de lier la molécule IRS-2 (insulin-receptor substrate) (analogue de I'IRS-1 impliquée sur la
voie de signalisation d’un autre facteur de croissance, 1’'insuline). La molécule FRIP (IL-Four-
Receptor Interacting Protein) présente dans certains lymphocytes T mais absente des lymphocytes
B va inhiber cette voie et favoriser I’apoptose de la cellule. Le second domaine est le domaine
activateur de genes. Par I'intermédiaire des molécules STAT6 spécifiques de la signalisation via
I'TIL-4, il va entrainer 1’induction de I’expression de I'IgE, de son récepteur membranaire CD23, de
la chaine spécifique de liaison IL-4-Ra, de I'éotaxine et des molécules CMH de classe II.
L’induction simultanée de molécules inhibitrices des STATS (Stat Signaling Inhibitory molecules)
va permettre la régulation de cette voie.

L’existence de plusieurs types de récepteurs a I'IL-4, en fonction des types cellulaires, et la

régulation de la signalisation par différents domaines permettent d’expliquer les effets

pléiotropiques de la cytokine (Nelms ez coll., 1999).
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3. HISTOIRE NATURELLE DE L’ INFECTION PAR LE VIH

3.1. L’expansion des VIP

o Passages interspécifiques et co-évolution

Le génome humain contient de nombreux rétrovirus endogenes, hérités de fagon mendélienne et
ayant perdu leurs capacités réplicatives a la suite de 1’accumulation de mutations. Cette
“endogénisation ” des rétrovirus est considérée comme 1’étape finale du contrdle de I’équivalent
pathogene au cours de I’évolution (Lower, 1999). Rétrovirus exogenes, les lentivirus de primates
humains (VIH) et non humains (VIS) sont proches et parfois dénommés VIP (Virus de
I'ITmmunodéficience des Primates). Les singe verts (Cercopithecus aethiops), ubiquitaires en
Afrique, présentent une infection persistante par le SIVagm chez 40% des individus environ. Ils ne
développent pas de maladie, ayant vraisemblablement atteint un état d’équilibre a la suite d’environ
10.000 ans de co-€volution. Il est probable que I’épidémie humaine ait eu pour point de départ des
introductions accidentelles (par blessures lors de la chasse et du dépecage de grands singes) de
rétrovirus exogenes apparentés au VIHI1 (SIVcpz de Pan troglodytes) et au VIH2 (SIVsm de
Cercocebus torquatus) en Afrique centrale et de I’ouest, respectivement. De méme, le passage

accidentel du SIV, hote naturel des grands singes africains, au macaque, primate asiatique, a

conduit en laboratoire a un modele pathogene d’infection (Tableau 7) (Hahn ez coll., 2000).

e Diffusion du VIH

Initialement confinés a des groupes ruraux isolés, les VIH auraient ensuite diffusé a la faveur de
migrations, de modifications sociales et culturelles li€ées a 1'urbanisation, puis des voyages
internationaux, exploitant les ruptures induites par la technologie des barrieres naturelles et sociales
(Frenkel, 1989). Les épidémies débutent initialement autour de foyers liés a la toxicomanie, a
I’homosexualité et a la prostitution. Lors de la maturation de 1’épidémie, la diffusion se fait dans la
population générale par voie majoritairement hétérosexuelle et par transmission verticale. Dans
certaines régions d’Afrique la prévalence de l'infection atteint et dépasse 30% de la population.
Dans les zones ou I'épidémie est la plus ancienne (Afrique de I’est), on semble assister
actuellement a une phase de plateau, mais une prévalence stable peut étre trompeuse et résulter

d’une forte incidence asociée a une forte mortalité.
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La premiere description clinique du SIDA a été faite en 1981 chez des patients

homosexuels nord-américains. Les agent étiologique du SIDA, VIH1 et VIH2, ont ét€ isolés pour
la premiere fois en 1983 (Barre-Sinoussi ef coll., 1983; Hahn ef coll., 1984; Levy et coll., 1984) et

en 1986 (Clavel ef coll., 1986), de patients francais et ouest-africains, respectivement, a I’'Institut
Pasteur. Plus de 40 millions de personnes sont actuellement infectées et les VIH ont déja causé
plus de 20 millions de déces. Plus de 95% des infections et des déces sont survenus dans les pays
en développement (ONUSIDA http://www.unaids.org/epidemic).

Le VIH présente une forte variabilité intrahdte et interhote. Cette diversité résulte du fort
taux d’erreurs commises par la transcriptase inverse, et de la dynamique rapide de réplication du
virus. Les VIH-1 sont classés, sur la base de la séquence du gene env, en 3 groupes M (major), O
(outlier) et N (non M non N, le plus proche du SIVcpz). Les VIH-1 M comprennent 10 sous-types
de A aJ, différemment retrouvés selon les zones géographiques. Tous les sous-types sont présents
en Afrique, ce qui suggere une circulation plus ancienne des VIH dans ce continent (un sérum
humain prélevé au Zaire en 1959 s’est révél€ positif pour le VIH-1). Le sous-type B est majoritaire
en Europe et en Amérique du nord. Cette classification est compliquée par I’existence de
recombinaisons env /gag inter-sous-types (I’épidémie en Asie du sud-est est par exemple due a un
virus recombinant E/A). En effet le VIH est “ diploide ” (son génome est constitué de deux brins

d’ARN) et des recombinaisons entre virus homologues peuvent survenir lors de surinfections au

niveau cellulaire (Barre-Sinoussi, 1996).

3.2. Cycle cellulaire du VIH

Les rétrovirus sont des virus enveloppés a ARN positif, dont le génome est rétro-transcrit en ADN
grace a une transcriptase inverse virale, puis intégré dans le génome de I’hote sous forme de

provirus.

3.2.1. Récepteurs et ligands membranaires

L’adsorption du virus a la surface de la cellule cible est médiée par I'interaction gp120/CD4, puis
dans un deuxieme temps par I'interactiongp120/co-récepteurs (récepteurs aux chimiokines CCR5

ou CXCR4). La fusion de I’enveloppe virale et de la membrane cellulaire, qui permet la pénétration

du core protéique dans le cytoplasme, intervient dans un troisieme temps. Le mécanisme exact de
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cette fusion, dans laquelle la gp41 intervient, n’est pas complétement €lucidé. Des modifications de

conformation des protéines d’enveloppe sont nécessaires. La fusion est pH-indépendante et ne

nécessite pas de transduction du signal via CD4/src-p56Ick (Luciw, 1996).

« CD4

Ce récepteur assure le tropisme viral pour les lymphocytes T CD4+ (Klatzmann et coll., 1984) et
les cellules de la lignée monocytes/macrophages (cellules dendritiques, cellules de Langerhans
cutanées, microglie). Il aurait un r6le majeur dans la constitution des réservoirs de virus au sein du
tissu lymphoide et du systeme nerveux central. Les ligands naturels de la molécule CD4 pourraient
étre les molécules du CMH II (Wang et coll., 2001). La molécule CD4 possede également un site

de liaison a I’'IL-16 mais ne serait pas le récepteur principal de cette chimiokine (Mathy et coll.,

2000).

o Co-récepteurs

Certaines chimiokines peuvent entrer en compétition avec le VIH vis-a-vis de leur récepteur, et
bloquer I'entrée virale, au moins in vitro. Les B-chimiokines RANTES, mais aussi MIP-1o et
MIP-1B, peuvent ainsi inhiber 1'infection de cultures primaires de lymphocytes in vitro par les

souches M-tropiques, et pourraient donc constituer une voie thérapeutique de prévention de

I'infection naturelle (Cocchi ef coll., 1995).

¢ DC-SIGN
Il s’agit d’une lectine de type C spécifique des cellules dendritiques (Specific ICAM3-Grabbing
Non-integrin), dont les ligands naturels sont les molécules d’adhésion ICAM-3 et ICAM-2, et qui

lie 1a gp120. Cette liaison n’assure pas I’entrée du virus mais permet son transport fixé a la face

externe de la cellule (Geijtenbeek et coll., 2000).

¢ Fe-récepteurs

Les Fcyrécepteurs présents a la surface des monocytes-macrophages peuvent étre exploités par le
virus pour faciliter son entrée via la formation de complexes VIH/anticorps spécifiques (Takeda et

coll., 1988).
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¢ Galactosyl-céramide

La gp120 se lie spécifiquement a un ligand de type galactosyl-céramide impliqué dans I’entrée
virale au niveau des cellules du systeme nerveux et du tube digestif (Bhat ef coll., 1991 ; Yahi et

coll., 1992).

3.2.2. Cycle viral

e transcription inverse et import nucléaire
La transcription inverse se déroule dans la capside ayant pénétre dans le cytoplasme. Le brin (+)
d’ADN est synthétisé a partir de deux segments génomiques d’ARN, et le produit final est un
ADN linéaire comportant une structure centrale en chevauchement de brin d’une centaine de
nucléotides, nommé triplex central d’ADN, qui va jouer un role important dans 1’étape d’import
nucléaire (les Oncovirus exploitent la perte d’intégrité temporaire de 1’enveloppe nucléaire lors de
la mitose, tandis que les Lentivirus sont capables par exemple de se répliquer dans des
macrophages différenci€s). Le complexe de transcription inverse subit une maturation en complexe
de pré-intégration, et assure la translocation active du génome viral dans le noyau via les systemes
de transport des pores nucléaires. Les inhibiteurs de la transcriptase inverse empechent la synthese
du triplex central d’ ADN et perturbent ces étapes d’adressage nucléaire.

L’ADN viral est alors int€gré a celui de la cellule héte sous I'action de l'intégrase, et
exprimé par activation des séquences promoteurs du LTR. Les ARNm env et gag-pol ne

nécessitent pas d’épissage, tandis qu’un €pissage alternatif permet au virus de coder les 6 cadres de

lecture courts des protéines régulatrices (Luciw, 1996).

o protéines “précoces” Rev, Tat et Nef

Elles correspondent aux produits viraux présents dans les cellules infectées de fagon latente:

Les protéines régulatrices Tat et Rev sont produites précocément apres 'infection de la
cellule, et sont nécessaires a la réplication virale :
- Tat est un activateur en trans de la transcription dont la synthese n’est pas sous la
dépendance de Rev. Il promeut I’élongation via I'interaction avec les séquences TAR (Tat
Activation Region) situées en 5° de tous les ARNm viraux. Il interagit également avec la

kinase cellulaire TAK (Tat-associated kinase). Il transactive plusieurs promoteurs cellulaires.
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Tat est sécrété par les cellules infectées est peut donc agir de facon paracrine, et étre endocyté
par les cellules voisines ;
- Rev est un trans-activateur post-transcriptionnel, qui va favoriser 'usage et 1’export des

ARNmMm non épissés (env, gag-pol) et des ARNm €pissés plus tardifs vif, vpr et vpu.

Nef est essentielle pour linfectivit€ virale in vivo mais pas in vitro. Elle induit
Iinternalisation et la dégradation de la molécule CD4. Elle diminue 1’expression membranaire des
molécules du CMH 1. Elle favorise la synthese de I’ADN proviral. Elle interagit avec de nombreux

systemes cellulaires (dont les kinases SRC, PAK, MAP et les protéines G).

o “protéines “ tardives ”

Elles sont présentes dans les cellules infectées de fagon productive mais pas dans les réservoirs
cellulaires latents. Leur expression dépend de la présence de Rev. Elles comprennent les trois autres
protéines régulatrices dites “ accessoires ” (car dispensables pour la réplication virale dans certains

systemes de culture in vitro) Vif, Vpr et Vpu, et les protéines de structure.

e Vif (virion infectivity factor) est nécessaire a la production de virions infectieux par les
cellules CD4+ ou les macrophages.

Vpr a des fonctions a différents stades du cycle viral. Présent dans la capside des virions
matures, il favorise 1’infection des macrophages et des autres cibles cellulaires non mitotiques, en
contribuant a I’'import nucléaire du complexe de pré-intégration. Il favorise également, par son
action en trans sur le LTR, la réplication virale dans les macrophages et les cellules T infectés.

Vpu est une prot€éine membranaire qui régule la libération des virions et induit la
dégradation de la molécule CD4 par le systeme des ubiquitines dans le réticulum endoplasmique
des cellules infectées, ce qui assure un transport plus efficace de Env a la surface cellulaire et
favorise son incorporation dans les virions. Vpu diminue en outre 1’expression des molécules du
CMH de classe I a la surface des cellules infectées, permettant 1’échappement aux cellules
cytotoxiques. Le gene vpu est absent du génome du VIH-2 et du SIVmac, qui n’entrainent pas

cette dégradation de CD4.

e Le VIH code pour 3 genes de structure gag, pol et env, communs a tous les rétrovirus

compétents pour la réplication :
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- Le produit de gag est traduit d’'un ARNm non €pissé sous forme d’un précurseur poly-protéique,
qui sera clivée par la protéase virale en protéines de matrice (MAp21), de capside (CAp24), de
nucléocapside (NCp7) ainsi qu’en peptides de petite taille a la fonction inconnue, tels que pl, p2 et
p6 (Luciw, 1996).

- Le gene pol code également pour une polyprotéine exprimée sous forme de protéine de fusion
avec Gag, a la suite d’un changement de cadre de lecture au niveau ribosomal. La polyprotéine
Gag-Pol est également clivée par la protéase virale. Les produits de Pol sont la protéase virale PRO,
la transcriptase inverse RT et I'intégrase IN.

PRO appartient a la famille des aspartate-protéases. Contrairement aux cystéine-protéases et
sérine-protéases, les aspartate-protéases utilisent pour 1’attaque nucléophile de leur substrat une
molécule d’eau, maintenue et activée par deux résidus d’acide aspartique, et non les acides aminés
voisins du site de clivage (Coombs ef coll., 2001);

RT possede trois activités enzymatiques : ADN-polymérase ARN-dépendante, ARNase H
et ADN-polymérase ADN-dépendante ;

IN est responsable de I’intégration de I’ ADN viral dans le chromosome cellulaire.

- Le géne env code pour un précurseur polyprotéique de 160k. La gp160 est clivée par des serine-
protéases endocellulaires en glycoprotéines de surface SUgpl120 (responsable de la liaison aux
récepteurs viraux) et trans-membranaire TMgp41 (assurant la fusion de 1’enveloppe virale et de la
membrane cellulaire). Les molécules de gp120 et de gp41 sont assemblées de facon non covalente
et incorporées dans la couche lipidique externe de 1’enveloppe virale lors du bourgeonnement.
Apres ce bourgeonnement, la maturation protéique se poursuit, sous 1’action cette fois de la
protéase virale. Les produits de clivage du précurseur pS5 vont former la capside emmagasinant les
ARN viraux et la transcriptase inverse (Luciw, 1996). Les radeaux lipidiques membranaires sont

utilisés par le virus pour faciliter son entrée mais aussi son assemblage (regroupement des

protéines Gag) et son bourgeonnement (Ono et coll., 2001).

3.2.3. Points d’impact des cytokines

L’infection chronique par le VIH entraine un état d’hyperactivation de NF-xB qui en retour favorise
I’hyperproduction de cytokines, ainsi que de récepteurs de surface qui vont favoriser I’activation

des cellules infectées au sein de leur microenvironnement. La production de cytokines est en
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Figure 10. Points d’impact des cytokines et des antirétroviraux dans le cycle du VIH.

A. Cycle viral et points d’'impact des molécules inhibitrices
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particulier rapidement inductible, en raison de cette activit¢ NF-kB constitutive, lors d’infections
microbiennes secondaires (Blanchard et coll., 1997). 1l s’ensuit un cycle auto-entretenu activation

cellulaire / production virale (Fig 10) (Roulston ez coll., 1995).

- L’IL-2 active NF-xB au sein des monocytes mais pas des lymphocytes T, n’influence pas la
réplication virale dans les lignées T mais par contre 1’augmente dans les PBMC de patients
infectés. Elle pourrait aussi stimuler indirectement la réplication in vivo via la stimulation de la
production de TNF ;

- L’effet inducteur du TNF sur I’expression du VIH est bien documenté pour les lymphocytes T
et les monocytes. Cette activité est médiée par NF-xB et le TNF-R1. Les concentrations élevées
de TNF retrouvées chez les patients au stade du SIDA pourraient contribuer a I’augmentation de
la virémie a ce stade. Cependant le TNFo diminue 1’expression de CCRS a la surface des
lymphocytes T et pourrait entrainer une diminution des possibilité€s d’infection par des souches
M-tropiques (Hornung et coll., 2000) ;

- L’IL-4 peut avoir des effets inhibiteurs ou inducteurs sur le VIH : elle accroit la production
virale sur des monocytes fraichement isolés, mais a un effet suppressif sur les macrophages
différenciés ;

- L’IFNy a lui aussi un effet ambigu sur la réplication virale : le prétraitement des PBMC avant
I’infection augmente la production virale, tandis que 1’application de la cytokine apres 1’infection
la diminue, peut étre par séquestration du virus au sein de vacuoles cytoplasmiques ;

- Les IFN de type 1 ont un puissant effet anti-VIH sur les monocytes, s’exercant a de
nombreuses étapes du cycle (liaison au récepteur, fusion, transcription inverse, transcription,
traduction, assemblage) selon le degré d’activation de la population cellulaire cible et la cinétique
d’infection par rapport a I’'incubation de la cytokine. Au niveau des lymphocytes T, le cycle viral
est interrompu au niveau de la transcription inverse, de la transcription, de 1’assemblage et du
bourgeonnement. AZT et IFNo synergisent in vitro pour ralentir la réplication dans les cellules
promonocytaires;

- L’IL-7 augmente la réplication virale in vivo (Napolitano la Nat med 2001). Produite par les
cellules épithéliales thymiques, elle est nécessaire a l'activation par le TNFo de NF-«B,

permettant un niveau €levé de réplication du VIH dans les thymocytes (Chene et coll., 1999);
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- L’TL-10 et I'TL-13 diminuent toutes deux la réplication du VIH dans les macrophages: I'IL-10
pourrait intervenir au niveau de 1’assemblage et le mécanisme d’action de I'IL-13 n’est pas
identifié;

- enfin I'IL-16 inhibe la réplication du VIH, probablement par un mécanisme post-entrée

(Cruikshank ef coll., 1996).

3.3. Le virus dans l'organisme
3.3.1. Colonisation des organes lymphoides

¢ contage muqueux

Le VIH-1 serait capable de franchir la barricre muqueuse génitale en ’absence de lésions
épithéliales: il est capturé en dehors de 1’épithélium et le traverse apres liaison au ligand DC-SIGN
des DC immatures présentes dans la muqueuse. Le risque d’infection est cependant majoré par les
microtraumatismes et les maladies sexuellement transmissibles, a symptomatologie inflammatoire
(Ghys ef coll., 1997) ou non (Sewankambo ef coll., 1997). In vitro la préactivation antigénique de
cellules dendritiques et de cellules T CD4+ diminue la concentration de 1’inoculum viral nécessaire
pour obtenir une infection productive (Weissman et coll., 1996). Des infections capables d’induire
une production accrue de cytokines de type 2 pourraient accroitre la susceptibilité a I’infection via

I’augmentation d’expression du récepteur CXCR4 a la surface des cellules dendritiques (Zoeteweij

et coll., 1998).

emigration

Le VIH-1 reste extracellulaire et infectieux a la surface de la DC et exploite les capacités de
migration de ces cellules CCR5+ vers les ganglions lymphatiques pour s’établir au sein du systeme
immunitaire de 1’hdte. Au cours de cette migration les DC subissent une maturation qui leur
permettra d’interagir efficacement avec les cellules T du ganglion. La présentation par DC-SIGN

permettra l'infection des cellules CD4+CCR5+ en présence de faibles concentrations virales

(Geijtenbeek et coll., 2000; Sewell et Price, 2001).

¢ hyperplasie folliculaire
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Le tissu lymphoide constitue le site principal de réplication du virus. Rapidement apres l'infection
primaire, les centres germinatifs des ganglions lymphatiques, lieu de trafic des cellules CD4+
activées mais aussi de stockage du virus a la surface des cellules dendritiques folliculaires (FDC)
(Embretson ef coll., 1993; Pantaleo et coll., 1993), sont fortement infectés. Le processus
d’hyperplasie folliculaire, caractéristique de la phase chronique de l'infection a VIH, permet
I’expansion du réseau de FDC et le stockage d’un nombre important de virions en surface de ces
cellules. Cette hyperplasie folliculaire est li€e a une stimulation des lymphocytes T, avec

accumulation de CD8+IFNy+ (Emilie ef coll., 1990; Foussat et coll., 2000)) mais aussi de

lymphocytes B (Biberfeld ez coll., 1985). Quel que soit le stade clinique de la maladie a VIH, et
méme lors des périodes non virémiques, il existe dans les organes lymphoides un grand nombre
de cellules T CD4+ et de macrophages infectés, et la réplication virale y est persistante.
L’expression de la protéine virale Nef au sein des macrophages infectés favorise le recrutement de
cellules T, via la sécrétion de C-C chimiokines, et favorise leur activation (Swingler et coll., 1999):
la persistance du virus dans les organes lymphoides est en elle-m&me une cause de stimulation
chronique du systeme immunitaire.

La progression vers le SIDA est associ€e a 1’involution et a la perturbation de 1’architecture
des centres germinatifs, y compris de la zone d'échange a HEV: la circulation cellulaire est alors
réduite a partir du sang, lui méme tres lymphopénique. Aux stades des infections opportunistes, on
assiste a une fibrose du tissu lymphoide ganglionnaire, parfois accompagnée d’une infiltration

graisseuse. Il n’y a plus de séquestration virale, et la virémie s’accroit dans le sang périphérique.

o tissu lymphoide associé aux muqueuses

Le tissu lymphoide associé au tube digestif (GALT) serait un site majeur de réplication du VIH et
de déplétion en cellules T CD4+ (Kraehenbuhl, 1998).

e réservoirs de virus
- Le réservoir viral extracellulaire des FDC, le plus précoce, persistera tant que 1’architecture des
follicules lymphoides sera préservée;
- Les cellules CD4+ infectées de facon latente sont une autre composante importante du

réservoir de virus précoce (Embretson ef coll., 1993);
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- Les macrophages représentent un autre réservoirs de virus, de constitution plus progressive, et
résistent a la mort cellulaire jusqu’a des stades tres avancés de la maladie (Embretson et coll.,
1993);

- Des réservoirs de virus anatomiquement indépendants existent probablement au niveau du
systeme nerveux central et du testicule (Byrn et coll., 1997). Plus récemment, des réservoirs de
virus ont ét€ identifiés également au niveau du rein, du cceur et de I'intestin (Bruggeman et coll.,

2000 ; Barbaro et coll., 2001 ; Belyakov ef coll., 2001).

e charge virale

Au cours de la réponse primaire, la virémie plasmatique atteint des concentrations de 1’ordre de 109
copies d’ARN viral / mL. Elle est ensuite partiellement contrdlée pendant quelques mois. La
capacité initiale de 1’hote a assure ce controle initial pourrait déterminer la vitesse de progression
ultérieure de la maladie (Chakrabarti et coll., 1994). Pour Pantaleo et coll. cependant, les niveaux

tres précoces de virémie seraient similaires quelle que soit I'€volution clinique ultérieure (Pantaleo

et coll., 1997). Au cours de la phase cliniquement asymptomatique de 1’infection, en I’absence de
traitement, on estime a 10° le nombre de virions produits quotidiennement dans 1’organisme,
malgré le faible pourcentage de cellules infectées détectables dans le sang périphérique (inférieur a

1/1000, et parfois de 1’ordre de 1/10° PBMC) (Ho et coll., 1995).

3.3.2. La progression de la maladie

¢ syndrome de primo-infection
En l’absence de traitement, 3 a 6 semaines apres l’infection, environ 75% des patients vont
développer un syndrome de primo-infection spontanément résolutif et contemporain d’un pic de

virémie et d’une baisse transitoire des lymphocytes T CD4+ circulants.

¢ infections associées

Puis le nombre de CD4+ périphériques va progressivement s’abaisser jusqu’a un seuil en dessous
duquel surviendront les infections opportunistes et les tumeurs définissant le SIDA, et
responsables avec la cachexie du déces. Cette période conduisant au SIDA est de 10 ans en

moyenne. Certaines pathologies peuvent survenir avant le stade des infections opportunistes
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proprement dites, comme les infections récurrentes a Herpesvirus, a Salmonella, a germes
pyogenes, les candidoses, les dysplasies cervicales, la diarrthée chronique, les neuropathies
périphériques mais aussi I’encéphalopathie associée au VIH et la tuberculose active. Les infections
opportunistes résultent soit de la réactivation de germes a croissance intracellulaire et jusque la
présents a I'état latent dans I’organisme (Toxoplasma gondii, Mycobacterium tuberculosis,
Herpesvirus, virus JC, Papillomavirus, ...), soit de la susceptibilit¢ a des germes de
I’environnement habituellement non pathogenes (Pneumocystis carinii, Cryptosporidium,

Mycobactéries non tuberculeuses, ...).

¢ pathologie tumorale

Les tumeurs associées a l'infection par le VIH (cancer invasif du col ; lymphomes non
hodgkiniens dont le lymphome de Burkitt ; sarcome de Kaposi (SK)) sont fréquemment associées
a des réactivations virales (Papillomavirus, EBV et HHV-8, respectivement):

Le rdle étiologique du y-Herpesvirus HHV-8 dans la pathogénese du sarcome de Kaposi
(SK) est suspecté par la détection de séquences virales dans pres de 100% des formes tant
classiques et endémiques que associ€es au VIH, par la fréquence élevée des SK dans les zones de
haute prévalence du HHV-8, et par 1’accroissement des titres d’anticorps anti-HHV-8 précédant le
développement d’un SK chez les patients infectés par le VIH (Neipel ef coll., 1999). Le génome du
HHV-8 code des homologues de I'IL-6 et du récepteur a I'IL-8 qui pourraient intervenir dans la
phase d’hyperplasie pré-cancéreuse. Lors de la latence virale sont exprimés de facon constitutive
des homologues de la cycline D et de FLIP, acteurs potentiels de 1’expansion clonale secondaire
(Judde et coll., 2000; Belanger ef coll., 2001).

La maladie a VIH est associée a une activation B se traduisant par une composante auto-
immune mais surtout par des lymphomes B, dans la pathogenese desquels interviennent 1'IL-6,
L’IL-10 et T'IL-13 (Emilie ef coll., 1997). L’EBV intervient également, par son pouvoir
transformant, dans la pathogénese des lymphadénopathies (hyperplasie folliculaire des ganglions
lymphatiques et du tractus digestif), des lymphoproliférations (infiltrat des pneumopathies
intersticielles dans le SIDA pédiatrique, leucoplasie chevelue de la langue, lymphomes hodgkiniens
et non-hodgkiniens) et des tumeurs musculaires de l’enfant associées a la maladie a VIH

(McClain, 2001).
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e marqueurs de progression

Charge virale plasmatique et numération CD4+ périphérique sont deux marqueurs de progression
de la maladie en partie indépendants (Mellors ef coll., 1996 ; Perneger et coll., 1998). La
numération CD4 est le principal marqueur intervenant dans la décision d’une prophylaxie des
infections opportunistes. Cependant de nombreux événements classant SIDA (infections
opportunistes, encéphalopathie VIH) ne surviennent que chez des patients ayant a la fois un déficit
du nombre de lymphocytes T CD4+ (< 250 cellules / mm3) et une faible activité biologique IFNa.

en réponse a la stimulation des PBMC par Herpervirus. Cela suggere un effet synergique entre
immunité naturelle et immunité adaptative dans le contrdle des germes opportunistes (Siegal et

coll., 1986).

e Infection du systéme nerveux central

Elle est précoce au cours de la progression de la maladie. Le passage de monocytes infectés au
travers de la BHE (barriere hémato-encéphalique) est régulé par des chimiokines dont MCP-1. Des
lymphocytes peuvent également franchir la BHE dont la gpl20 et le TNFo augmentent la
perméabilité (Kaul ef coll., 2001). L’intensité des l€sions cérébrales n’est pas corrélée au nombre de
cellules infectées présentes, mais la production de cytokines pro-inflammatoires par les
macrophages et la microglie infect€s est impliquée dans le recrutement d’autres cellules

monocytaires, et intervient dans les lé€sions de la myéline et sans doute dans la perte neuronale

(Roulston ef coll., 1995; Boche ef coll., 1999).

3.4. Des corrélats immunologiques de protection ?

L’absence de corrélats connus de protection vis-a-vis de I'infection par le VIH est un obstacle
majeur a la mise en place d’immunothérapies curatrices ou préventives. L’étude des phases
précoces de la maladie, des rares patients présentant une immunité de prémunition naturelle, ou une
progression vers le SIDA inhabituellement lente, ainsi que la comparaison des modeles primates
pathogenes versus non pathogenes, permet cependant de proposer certaines €léments associés a la

réponse immune protectrice.

3.4.1. Sujets exposés non infectés
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- Des facteurs génétiques de I’hote conferent une immunité naturelle vis-a-vis de I'infection. Un

variant délété de 32 paires de base du gene du CCRS (Huang ef coll., 1996), ou des variants

N

présentant des mutations ponctuelles (Quillent et coll., 1998), sont présents a une fréquence
accrue chez des patients exposés mais non infectés, et protegent in vitro les PBMC de 1'infection
par les souches M-tropiques, s’ils sont exprimés sous forme homozygote ou double
hétérozygote. La fréquence allélique de la délétion A32 CCRS5 est de 0,10-0,15 en Europe du
nord, et non retrouvées dans les populations non-caucasiennes;

- Certains groupes HLA permettraient 1’élimination précoce du virus par une réponse immunaire
mucosale ou cytotoxique (Rowland-Jones et coll., 1998);

- Il existerait une protection chez certaines prostituées, associée a une réponse IgA muqueuse,

mais avec séroconversion paradoxale lors de la réduction de leur activité sexuelle (Kaul et coll.,
2001); une hypothese est que la réponse T protectrice implique une stimulation réguliere des DC
localement, pour pallier leur phénomene d’épuisement (survenant dans les 24 heures suivant la
stimulation antigénique) (Langenkamp e coll., 2000);

- L’activit¢ CAF (CD8+ T Cell Antiviral Factor) est accrue chez les sujets exposé€s mais non-

infectés (Stranford et coll., 1999).

3.4.2. Controéle initial de la virémie chez les patients progresseurs

La réponse innée (activit¢ NK, réponse IFNo, facteurs solubles d’origine CD8+) interviendrait

dans la premiere semaine, puis le relai serait pris par la réponse anti-virale spécifique:

¢ anticorps neutralisants

Leur role est controversé. La réponse primaire a I'infection est caractérisée par I’apparition de forts
titres d’anticorps spécifiques, lors du pic de virémie ou juste apres celui-ci. Cependant cette réponse
primaire a une faible activité neutralisante. Elle pourrait intervenir dans des mécanismes d’ADCC,
et/ou favoriser la capture des virions par les FDC des centres germinatifs. Les anticorps
neutralisants apparaissent plus tard, au cours de la phase cliniquement asymptomatique de
I'infection. Ils inhibent efficacement les isolats classiques de laboratoire a tropisme T, mais sont

beaucoup moins efficaces vis-a-vis des virus autologues du patient chez qui ils ont été isolés, ou
vis-a-vis d’isolats M-tropiques (Mascola et Nabel, 2001). La plupart des anticorps neutralisants

reconnaissent la boucle V3 de la gp120. Ils pourraient en théorie empécher le changement de
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conformation de la gp120 nécessaire a I’entrée du virus (et in vitro a la fusion entre cellules infectée
et non-infectée, aboutissant a la formation des syncitia). Il est probable que in vivo la génération
rapide et continue de mutants viraux aux niveau de V3 permette 1’échappement du virus.

La production d’anticorps anti-p24 pourrait jouer un rdle dans le contrdle initial de la

virémie; la perte de ces anticorps anti-p24 est associée a la progression (Hogervorst et coll., 1995).

o cellules cytotoxiques

Plusieurs arguments sont en faveur d’un role des cellules CD8+ dans le controle de la réplication
virale. La diminution du pic viral est contemporaine de la détection de CTL spécifiques du VIH, et
par la suite, la progression vers le SIDA est plus fréquente chez les patients ne présentant pas de

CTL spécifiques de Gag (Riviere et coll., 1995). Dans le modele macaque/SIV, la déplétion des

CDS8 est associée a une forte augmentation de la virémie (Lifson et coll., 2001). La réinjection in
vivo a I’homme de CTL dotées d’un gene rapporteur a permis de montrer que les CTL anti-Gag
rejoignent dans les ganglions lymphatiques les sites de réplication virale (Brodie ef coll., 2000).
Cependant cette réponse anti-virale CD8+ ne parvient pas a prévenir la progression
de I'infection (Lieberman ef coll., 2001): malgré une fréquence élevée de cellules CD8+ spécifiques
du VIH (évaluée a 1/1000 en dilutions limites, et jusqu’a plus de 1/100 des cellules CD8+
périphériques par les technique plus sensibles des tétrameres, cytométrie ou Elispot), les réservoirs
de virus persistent et le déficit immunitaire s’accentue. Des mutations des séquences virales
permettraient au VIH d’échapper aux effecteurs CTL potentiels. La protection induite par la réponse
CTL ne serait pas liée a l'intensité de cette réponse mais plutét a la gamme d’épitopes viraux

reconnus (Pantaleo ef coll., 1997; Kaul et coll., 2001).

3.4.3. Patients progresseurs lents

Ces patients ont une architecture conservée du ganglion lymphatique, des CD4 sanguins élevés et
stables (> 600 / mm3) et une charge virale faible mais détectable, en présence d’un virus compétent
pour la réplication. La progression lente est vraisemblablement la résultante de facteurs viraux, de
facteurs li€s a I’environnement et de facteurs génétiques d’hote, et il est difficile de savoir si le
profil immunitaire des progresseurs lents est la cause ou simplement le reflet du meilleur controle

viral.
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o facteurs influant la progression

- Les co-facteurs infectieux ont souvent ét€ incriminés, mais leur rdle est discuté. L’infection par M.
tuberculosis, les helminthiases, et certaines infections a mycoplasmes, par I'intermédiaire de la
majoration du nombre de cellules activées cibles du VIH (Spina ef coll., 1997), de la modulation de
I'intensité d’expression des co-récepteurs du VIH (Rowland-Jones et Tan, 1997), et/ou d’une
majoration de la charge virale, pourraient jouer un rdle important dans cette facilitation de la
progression vers le SIDA (Goletti et coll., 1996; Blanchard er coll., 1997). Cependant une
réévaluation récente suggere que la progression vers le SIDA se fait a un rythme similaire en

Europe et en Afrique, malgré la forte pression infectieuse dans ce dernier cas (Morgan et

Whitworth, 2001);

- La dose infectieuse, dont le role était suggéré mais non prouvé dans les cohortes de patients
hémophiles contaminés par voie sanguine, n’est pas associée chez le macaque infecté par voie
intraveineuse a la vitesse de progression vers le SIDA (Holterman ef coll., 2000);

- L’hétérogénéite des VIHI présents chez un sujet infecté ne semble pas associ€e a des vitesses
différentes de progression vers le SIDA; elle résulterait en fait de la pression de sélection exercée
par le systétme immunitaire de I’hote (Lukashov et Goudsmit, 1998); les infections multiples ne
seraient pas non plus associées a une vitesse de progression plus élevée;

- Un age plus élevé a la contamination est asocié a une progression plus rapide (Meyer et Carre,
1996) ;

- Les facteurs génétiques d’hote par contre jouent un role majeur dans la vitesse de progression :
I’haplotype A1-B8-DR3-DQ?2 est associé a une production €levée de TNFo, a des manifestations
auto-immunes et a la progression de I'infection par le VIH (Jacob et coll., 1990) ; 'homozygotie
HLA-Bw4 (ligand des récepteurs inhibiteurs des NK (KIR)) est associée a un phénotype
progresseur lent: la protection apportée par certains alelles HLA pourrait ne pas reposer sur les
capacités de présentation de peptides, mais sur un effet sur les médiateurs de I’'immunité naturelle

(Flores-Villanueva ef coll., 2001);
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Certains alleles du gene de la lectine MBL (Mannose-Binding Lectin) sont associ€s a une
progression plus lente (Garred et coll., 1997). Ces molécules interviendraient en opsonisant le
virus, favorisant ainsi sa phagocytose ;

L’influence des variants de récepteurs aux chimiokines sur la progression de 1’infection est
toujours 1’objet de débats. Des variant des co-récepteur CX3C-R (récepteur de la fractalkine) et
CCR2b sont associés a une progression plus lente (Faure ef coll., 2000). Par contre, il n’y a pas de
consensus pour 1’éventuel role sur la progression des mutations du CCRS5 ou de son promoteur.
Certaines de ces mutations pourraient ne pas étre impliquées directement dans la physiopathologie

de I’infection par le VIH mais ne refléter que des déséquilibres de liaison avec d’autres genes.

o particularités immunologiques
L’ immunité innée semble jouer un role majeur dans les mécanismes de limitation de la progression

de la maladie :

o Activité CAF élevée (CD8+ T Cell Antiviral Factor)
Les cellules T CD8+ jouent un role en tant qu’effecteurs de I'immunité naturelle : des facteurs
solubles dérivés de ces lymphocytes sont capables de diminuer la réplication des VIH-1 et 2 mais

aussi du SIV par des mécanismes non cytotoxiques et non restreints par le CMH. Cette activité
CAF n’est pas supportée par les autres cytokines actuellement identifiées (Walker et coll., 1986).
L’activité CAF n’est pas associée a la production des chimiokines antivirales MIP-10,, MIP-18 et
RANTES. Le CAF agit par inhibition de la transcription virale (Mackewicz et coll., 1995) et non,
contrairement aux chimiokines, au niveau de I’entrée virale. L’activité CAF est augmentée par 1'IL-
2 mais diminuée par I'IL-4 ou I'IL-10 (Barker ef coll., 1995). Le CAF est présent en concentrations

plus élevées chez les sujets progresseurs lents que chez les patients progresseurs rapides.

¢ Production accrue de B-chimiokines

Des productions accrues de MIP-1a et de MIP-1B (mais pas de RANTES) par les cellules CD8+
purifiées sont retrouvées ches les patients progresseurs lents (Cocchi ef coll., 2000). In vitro, le role
protecteur du VIH-2 sur la réplication du VIH-1 s’exerce via la sécrétion de B-chimiokines
(Kokkotou et coll., 2000), et RANTES majore I’activité cytotoxique anti-VIH des cellules CD8+
(Hadida et coll., 1998).
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e Nombre préservé ou augmenté d’IPC (IFNa-Producing Cells)
Un nombre conservé d’IPC, malgré une diminution du nombre de lymphocytes T CD4+, peut

préserver certains patients VIH+ de la progression vers la maladie, suggérant la possibilit€ d’une
compensation par I'immunité innée de la défaillance du systeme immunitaire adaptatif (Soumelis et

coll., 2001).

e Activité NK
Le nombre de cellules et 'activit¢ NK sont préservées par rapport a des sujets VIH- chez des

patients cliniquement non progresseurs mais présentant des CD4 < 50 / mm’ et une virémie élevée

(Ironson ef coll., 2001).

o “ I wish I was a chimpanzee

(Van de Perre, 2000)

L’infection du chimpanzé par le VIH-1 n’a conduit a ce jour qu’a de rares cas de progression vers

le SIDA (O'Neil ef coll., 2000).

Tableau 5. Comparaison des anomalies immunologiques et virologiques chez ’homme et le

chimpanzé infectés par le VIH-1.

parameétre Homo sapiens Pan troglodytes
Progression vers le SIDA oui rare

Virémie forte faible

Infection des macrophages oui non*

Anticorps neutralisants oui oui

CTL oui oui

ADCC + ** oui

Activation immunitaire/apoptose accrues oui non

Anergie lymphocytaire T oui non

(D’apres Di Rienzo et coll., 1994; Gougeon ef coll., 1997); * Résistance des macrophages a ’infection par des
isolats primaires (Schuitemaker ef coll., 1993); **L’ ADCC pourrait étre plus efficace chez le chimpanzé (Van de
Perre, 2000).

Ce modele animal représente donc une situation de progression tres lente, voire de non-

progression. Pourtant les PBMC de ces singes sont infectées 2 a 3 semaines apres 1’inoculation du
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virus, la sé€roconversion apparait en 8 a 12 semaines, une diminution du nombre de CD4
périphériques est observée transitoirement en post-infection. Mais les ganglions lymphatiques des
chimpanzés infectés préservent leur structure normale, sans infiltration CD8+, et la production
virale est contenue a un bas niveau (Koopman et coll., 1999). Différents parametres ont été
associés a cette non-progression (Tableau 6). Le systeme immunitaire inné pourrait jouer un role

important ici encore, en particulier dans I’ADCC anti-VIH, via les polynucléaires neutrophiles et

les cellules NK (Levy, 2001).

3.5. Infection a VIH et métabolisme nutritionnel

Le catabolisme est accru en réponse aux infections, et en cas d’infection chronique la diminution
des réserves €nergétiques peut conduire a la cachexie, a des l€sions tissulaires et au déces (Cerami
et coll., 1988). Les cytokines produites par I’hote (principalement TNF, IL-1 et IFNy) contribuent a
ces désordres métaboliques. Au cours de l'infection par le VIH, I’hyperactivation immunitaire
présente des les stades précoces de la maladie entraine ainsi un accroissement de la consommation
énergétique. Plus tardivement dans la maladie, la malnutrition des patients peut en retour contribuer
au déficit immunitaire (défaut de synthese de cytokines, d’expression de I'IL-2-R, de cytotoxicité et

de présentation de I’antigene), comme cela a €t€ décrit dans d’autres modeles infectieux.

3.5.1. Déterminants de I’amaigrissement

3 bl

Dans certains dialectes ouest-africains la maladie a VIH est appelée ““ maigrir-mourir ” et la
cachexie qui stigmatisait hier les patients européens est toujours au premier plan du spectre clinique
en Afrique. Elle précipite 1’évolution vers le déces, indépendemment du nombre de lymphocytes T
CD4+ circulants. La diminution de la masse cellulaire de 1’organisme (BCM) débute précocément,
et chez 'homme 50% de la perte de poids se fait aux dépends des muscles squelettiques
(contrairement aux cachexies par privation ou la perte initiale porte essentiellement sur le tissu
adipeux). Chez la femme cependant la perte de masse grasse prédomine. L.’amaigrissement a des

déterminants multiples et intriqués: réduction des apports, malabsorption et hypermétabolisme
associé a I’activation immunitaire (Cerami et Beutler, 1988). La thalidomide entraine chez les
patients infectés par le VIH ou par M. tuberculosis un gain de poids, indépendant d’une action sur

la charge virale ou les CD4, suggérant un réle du TNFa dans cet amaigrissement (Reyes-Teran et
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coll., 1996). La diminution de I'index de masse corporelle (BMI) des patients VIH+ est associée
aux concentrations urinaires de néoptérine, marqueur d’activation des macrophages (Zangerle et
coll., 1994). Hommes et coll. ont les premiers rapporté une augmentation du REE (dépense
énergétique au repos) au cours de I'infection par le VIH, témoin d’un hypercatabolisme (Hommes
et coll., 2000), accru au cours des infections opportunistes, et corrélée a la production de TNFa,
d’IL-6, d’IL2-R et a la charge virale (Suttmann ef coll., 2000).

En conclusion, diminution des apports, malabsorption et activation immunitaire seraient les

principaux facteurs de la perte de masse corporelle au cours de 1’infection par le VIH avant le stade
SIDA.

3.5.2. Métabolisme lipidique

Des altérations des lipides plasmatiques sont rapportées dans de nombreuses infections. Avant le
stade de déplétion du tissu adipeux, les lapins infectés par Trypanosoma (et chez qui on devait
isoler la cachectine/TNF) présentent une hypertriglycéridémie paradoxale, liée a une activité réduite
de la lipoprotéine lipase (Cerami et Beutler, 1988). Chez des patients infectés par le VIH et a
distance d’infections opportunistes, on observe une diminution du cholestérol HDL dans la moitié
de la population et une augmentation des triglycérides dans un tiers des cas environ, sans
corrélation avec 1’amaigrissement (Grunfeld ef coll., 1989).

L’implication des cytokines TNFa, IL-1, IL-6, IFNo et IFNy est suspectée dans cette
dyslipidémie. Le TNFo en particulier est capable d’inhibiter la lipoprotéine lipase adipocytaire et
d’activer la triglycéride synthétase hépatique, ce qui pourrait contribuer a I’hyperlipidémie (Feingold
et coll., 1989). Une association a été rapportée entre les concentrations de triglycérides et les
niveaux circulants d’IFNo (cytokine également capable d’accroitre la lipogénese hépatique
(Grunfeld et coll., 1991) et de TNF-R2 (Zangerle ef coll., 1994). La pentoxifylline administrée chez
des patients atteints de SIDA diminue conjointement les triglycérides sériques et 1’expression de

I’ ARNm du TNFo (Dezube et coll., 1993).
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4. PHYSIOPATHOLOGIE DU DEFICIT IMMUNITAIRE DE LA MALADIE A VIH
4.1. Atteinte des effecteurs de ’immunité innée
4.1.1. Cellules dendritiques

e Les IPC sont des cellules lymphoplasmocytoides, précurseurs des DC de type 2, et sécrétant de
fortes quantités d’IFNo en réponse a I’exposition aux Herpesvirus (Siegal et coll., 1999; Levy,
2001). Ces cellules expriment la molécule CD4, le CCRS et le CXCR4 mais pas les marqueurs de
lignées (CD3, CD14, CD16, CD20) ni l'intégrine CDI11lc (marqueur des DCI1). Elles sont

présentes principalement dans les tissus lymphoides et représentent 0,2 a 0,9 % des PBMC. Leur
nombre est diminué au cours de I'infection par le VIH (Siegal et coll., 1986; Donaghy et coll.,
2001; Soumelis ef coll., 2001). Le mécanisme de cette déplétion n’est pas connu. Ces cellules sont
infectables par le VIH in vitro (Donaghy et coll., 2001; Patterson et coll., 2001) et leur infection in
vivo pourrait contribuer a leur déplétion. Cependant elles sont protégées de 1’apoptose par le SDF-1
(Zou et coll., 2001) dont la production est augmentée au cours de l'infection par le VIH et qui

pourrait favoriser leur séquestration tissulaire.

Une augmentation des concentrations sériques d’IFNa a parfois €t observée lors de
I'infection par le VIH et du SIDA (Grunfeld et coll., 1991) suggérant I'intervention d’autres

cellules productrices.

e La proportion des CD1 (CD1lc+) du sang périphérique est également diminuée au cours de

I’infection par le VIH (Grassi ef coll., 1999).

4.1.2. Monocytes-macrophages

Le nombre de monocytes n’est généralement pas altéré au cours de I'infection par le VIH. Cibles
du VIH, les macrophages répliquent de facon prolongée le virus qui est faiblement cytopathique a

leur niveau. L’infection in vitro de monocytes de sujets sains entraine une diminution de leurs

capacités d’ADCC, de phagocytose apres opsonisation, et de leur capacit€¢ a tuer les Candida
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intracellulaires. Une diminution du métabolisme oxydatif a €t€ observée ex vivo dans les
monocytes de patients infectés par le VIH, des les stades précoces de la maladie et les capacités de
migration et de chimiotaxie sont altérées chez des patients au stade SIDA. Les capacités de
production d’IFNa par les macrophages dérivés de monocytes de patients VIH+ sont diminuées
(Baldwin et coll., 1990; Spear et coll., 1990; Gendelman et coll., 1991). L’ensemble de ces
anomalies contribue vraisemblablementa la survenue des infections opportunistes par germes a

tropisme intracellulaire.

4.1.3. Cellules NK

Les cellules NK (grands lymphocytes granuleux CD3- CD16+ et/ou CD56+) ont une activité
cytotoxique spontanée et non restreinte par le CMH, sécrétent de facteurs solubles dont I'TFNy, le
TNFo, RANTES, MIP-10, et sont considérées comme une premiere ligne de défense vis-a-vis des
infections virales et des tumeurs. Elles pourraient contribuer au contréle immunologique des
infections a Herpesvirus et du sarcome de Kaposi, pathologies classantes SIDA (Ahmad et coll.,
2001). L’activité cytotoxique des cellules NK est dépendante de la reconnaissance des antigeénes du
CMH de classe I par les NK-récepteurs (NKR), dont I’activité peut étre modulée par des molécules
inhibitrices, les KIR (NK cell inhibitory receptor).

Le nombre absolu de cellules CD16+ et/ou CD56+ est abaissé chez les patients infectés par
le VIH, par diminution du nombre de lymphocytes, et/ou par atteinte sélective de cette sous-
population. Les lymphocytes CD16+/CD56+ présentent une mortalité accrue par apoptose au cours
de I'infection par le VIH (Gougeon et coll., 1996), secondaire a I’interaction directe des cellules NK
avec des cellules infectées, ou a leur mort conjointe avec leur cible CD4+ au cours de I’ADCC
(Jewett et coll., 1997). Le microenvironnement local peut réguler cette mortalité des cellules NK
car I'IL-2 exogene majore leur apoptose (Jewett et coll., 1997) mais I'IL-15 exogene la réduit
(Gougeon et coll., 2000).

L’activité cytotoxique NK est diminuée de facon précoce chez les patients infectés, sans
corrélation avec la progression clinique, a I’exception de I’activité NK induite par I'TFNo (corrélée a
la chute des cellules T CD4+). Elle n’est que partiellement corrigée in vitro par 'IL-2 (Ullum et
coll., 1995). Cette diminution de Iactivit¢ NK est méme paradoxalement plus profonde chez les

patients ayant le plus fort nombre de lymphocytes T CD4+, et chez les patients a faible virémie,
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suggérant un role stimulateur du virus. Des altérations des NKR et des KIR pourraient étre

associées a cette diminutiuon de I’activité cytotoxique (Ahmad et coll., 2001).

4.1.4. Cellules de I’inflammation

« L’augmentation du nombre de polynucléaires €osinophiles observée chez certains patients VIH+
a été proposée comme marqueur de déviation cytokinique de type 2, I'IL-5 étant un facteur de
croissance pour la lignée €osinophile et favorisant la survie de ces cellules matures. Mais cette
éosinophilie est peu fréquente, et en zone d’endémie parasitaire, on observe au contraire chez les
patients VIH+ une “ éosinopénie paradoxale ” associée a la progression (Diagbouga et coll., 1999).
Son mécanisme n’est pas €lucidé. Les €osinophiles expriment de faibles niveaux de CD4 et sont
infectables in vitro par le VIH; leur infection productive entraine leur apoptose. L’€otaxine joue un
role important, via CCR3, sur la mobilisation de 1’éosinophile, et Tat, homologue viral du ligand du
CCR3 pour les cellules Fce-R1+ (de Paulis et coll., 2000), pourrait induire un phénomene de
séquestration tissulaire. L’€osinophile pourrait avoir un rdle important au cours des é&tapes

précocesde 'infection par le VIH, par ses activités cytotoxiques et/ou immunorégulatrices.

« Les polynucléaires neutrophiles de patients infectés par le VIH sont activés et présentent une
production constitutive d’H202 a tous les stages de la maladie, contribuant au stress oxydatif.
L’activité opsonisante de ces cellules est diminuée, de facon corrélée a la progression de la maladie.
Les neutrophiles de patients VIH+ présentent €également une apoptose accrue, qui peut étre réduite
par le GM-CSF. Leur production de TNFa et d’IL-6 est augmentée en réponse au LPS. Cependant,

et malgré une fonction phagocytaire normale, la survie de Candida au sein des neutrophiles de

patients VIH+ est accrue. Une neutropénie est fréquente au stade SIDA (Elbim et coll., 1994;

Pitrak et coll., 1998).

En conclusion, de nombreuses perturbations des cellules de 1'immunité innée sont
présentes au cours de I'infection par le VIH. Ces cellules encore troppeu explorées au cours de la
maladie a VIH pourraient jouer un role crucial dans les étapes initiales de 1'infection (production
d’IFNa, cytotoxicité), dans la survenue des infections opportunistes (bactéricidie) mais aussi dans
I’'immunopathologie (production de cytokines immunorégulatrices, délétion d’effecteurs de

I’'immunité adaptative).
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4.2. Facteurs impliqués dans la déplétion CD4 périphérique

"We are still very confused about the mechanisms that lead to CD4 depletion, but at least now we are
confused at a higher level of understanding”

Paul Johnson, Colloque des 100 Gardes, 1997

La lymphopénie CD4 périphérique est une caractéristique biologique majeure de I’infection par le
VIH. Elle est initialement due a une diminution rapide du nombre de cellules CD4+CD45RO+,
puis est associée a une déplétion progressive en cellules CD4+CD45RA+ (Gupta, 1987; Ullum et
coll., 1997; Diagbouga et coll., 2001). Une expansion CD8+CD45RO+CD28-CD62L- est
observée, tandis que les cellules CD8+CD45RA+ CD62L+ sont elles aussi progressivement
déplétées, de facon parallele aux CD4+ totaux (Rosenberg et coll., 1997).

Une des cibles majeures du VIH est le lymphocyte T CD4+. Cependant la
cytopathogénicit€é n'est pas une caractéristique des rétrovirus et des mécanismes
immunopathologiques indirects, conséquences de 1’activation du systéme immunitaire par le virus,
interviennent vraisemblablement dans la déplétion CD4+ périphérique (Figure 11). Le poids

variable donné aux mécanismes directs versus indirects est toujours 1’objet de débats importants.

4.2.1. Atteinte des précurseurs médullaires

Le VIH est capable d’infecter les cellules souches hématopoiétiques, mais également les cellules

macrophagiques du stroma de la moelle osseuse, qui interviennent dans 1’hématopoiese via la
production de facteurs de croissance (Re ef coll., 1994), et diminuer ainsi le nombre des

précurseurs lymphoides.

4.2.2. Atteinte de la fonction thymique

Le VIH-1 infecte les thymocytes (Haynes et coll., 2000). Les thymocytes simple-positifs
CD4+CD8- infectés sont protégés de I’apoptose par I'IL-7 (dont la production est augmentée en
réponse a la déplétion CD4 périphérique) ce qui permet une production virale élevée (Guillemard et
coll., 2001). Une diminution de la fonction thymique n’est pas constamment retrouvée lors de

I'infection par le VIH. La quantification des TREC (TCR Excisional Circles), épisomes issus du
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réarrangement des genes du TCR produits par les progéniteurs T au sein du thymus, est utilisée
pour évaluer le nombre d’émigrants thymiques n’ayant encore subi que peu de divisions cellulaires
(les TREC ne sont pas répliqués, mais dilués lors des divisions cellulaires). Les TREC sont
nettement diminués chez les enfants VIH+ mais diminués chez seulement une fraction des adultes
infectés présentant des CD4 bas (Zhang et coll., 1999). Par ailleurs cette diminution pourrait étre
principalement associ€e a un taux de prolifération accru des cellules naives en périphérie
(Hazenberg et coll., 2000), sous I'influence en particulier de I'IL-7.

En conclusion, une diminution du flux d’émigrants thymiques est observée chez certains

patients mais n’est pas indispensable a I’installation de la lymphopénie CD4.

4.2.3. Prolifération et destruction accrues

Un modele d’épuisement progressif du systeme immunitaire par destruction et renouvellements
massifs du compartiment CD4 face a une production virale elle-méme massive a ét€ proposé en
1995 par Ho et coll. et Wei et coll. (Ho et coll., 1995; Wei et coll., 1995). 11 était basé sur 1’étude de
la décroissance de la virémie plasmatique et de la remontée des CD4 au décours de I’introduction
d’un traitement virologiquement efficace, sous I’hypothese de stabilité initiale entre la production et
la clairance virales, et par extrapolation des quantité de virus et de CD4 produits quotidiennement a
partir du compartiment sanguin (qui ne représente que 2% des lymphocytes totaux de

I’organisme). Cette hypothese de travail a ensuite été testée par différentes approches:

e Des marquages métaboliques au BrdU dans le modele macaques/SIV suggéraient, en accord
avec ce modele, un renouvellement 6 fois plus rapide des lymphocytes des animaux SIV+ par
rapport aux animaux SIV-. Cependant le marquage était peu sélectif et prenait en compte de
nombreuses populations leucocytaires non CD4 (Mohri et coll., 1998). Le modele de la dynamique
CD4 accrue a été remis en cause par 1’analyse de populations cellulaires fractionnées, apres
marquage in vivo chez I’homme au glucose marqué au deutérium (qui s’incorpore dans 1I’ADN
nouvellement synthétisé): la demi-vie des CD4 est bien diminuée au cours de I'infection par le
VIH, mais également celle des CDS; il y a augmentation modérée du taux de production des CDS,

mais pas de celui des CD4 (Hellerstein et coll., 1999);
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e L’analyse de I’antigene nucléaire Ki67 (exprimé par les cellules en phase G1 du cycle) est en
faveur d’une prolifération accrue des CD4 sanguins de sujets VIH+ (Sachsenberg et coll., 1998)
mais diminuée au sein des ganglions lymphatiques par rapport a des sujets sains. L’expression de
Ki67 est augmentée dans les CD8 sanguins et ganglionnaires des patients infectés (Fleury et coll.,
1998). La limitation de cette technique est que les cellules Ki67 ne progressent pas forcément dans

les phases G2/M du cycle (Carcelain et coll., 2001);

o Les télomeres sont des hexanucléotides répétitifs, d’'une longueur d’environ 10kb, présents aux
extrémités de chaque chromosome, et racourcissant a chaque division cellulaire (33 pb/an pour les
leucocytes). Chez les sujets VIH+, les télomeres des cellules CD4+ sont identiques a ceux de sujets
non infectés, et la taille des télomeres des cellules CD4+ du sang périphérique est plus élevée que
celle des cellules CD8+ (Wolthers er coll., 1996; Palmer et coll., 1997). Ces résultats sont
controversés dans une étude d’un sous-groupe de patients VIH+ avec moins de 200 CD4/mm3
versus des controles VIH- (Pommier ef coll., 1997). L’interprétation de cette technique est génée
par I'existence d’une activit€ enzymatique t€lomérase au sein des lymphocytes T humains activés
qui pourrait compenser partiellement la perte de taille des télomeres apres plusieurs cycles de
division (Wolthers et coll., 1998). Cependant elle est globalement en défaveur d’'une dynamique

périphérique accrue des cellules CD4+.

En conclusion les techniques de marquages métaboliques et d’étude des télomeres sont plus
en faveur d’une dynamique CDS8 intense que d’une hyperproduction de CD4, centrale ou
périphérique. Le marquage Ki67 accru des lymphocytes CD4+ périphériques correspondrait

majoritairement a un état d’activation lymphocytaire sans progression ultérieure dans la mitose.

4.2.4. Séquestration tissulaire

Les modifications sanguines des sous-populations lymphocytaires pourraient résulter en partie de
la majoration des mécanismes d’extravasation et de séquestration ganglionnaire. L hyperplasie

folliculaire des ganglions lymphatiques s’accompagne d’une accumulation de lymphocytes CD8+
producteurs d’IFNy (Emilie et coll., 1990), cytokine qui favorise le développement des VEH du

ganglion, et I’extravasation cellulaire (Rosenberg et coll., 1998). Dans la primo-infection du
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macaque par le SIV, la déplétion marquée et transitoire des lymphocytes périphériques est corrélée
aux concentrations de TNF et d'IFNy (Rosenberg et coll., 1997). In vitro, le VIH augmente

I’expression par les PBMC de la L-sélectine, et la liaison a la VEH (Wang et coll., 1997).
L’expression accrue de la fractalkine dans les zones T des ganglions lymphatiques, et 1’expression
augmentée de son récepteur CX3CR1 sur les cellules T de patients infectés par rapport a des sujets
non infectés, pourraient contribuer a la séquestration ganglionnaire des lymphocytes CD4+
(Foussat et coll., 2000).

D’autres mécanismes de séquestration tissulaire sont plausibles: les cellules a mémoire sont
retenues localement au site de présentation antigénique, car la mobilisation du TCR et la co-
stimulation conduisent a I’expression d’intégrines (Butcher et Picker, 1996). Chez la souris
transgénique pour les molécules T humaines CD4 et CXCRA4, le trafic T est détourné vers la moelle
osseuse, et on observe une déplétion en cellules CD4+ du compartiment circulant, méme en
I’absence d’infection par le VIH (Sawada et coll., 1998). Par analogie les cellules CD4+ pourraient
au cours de l'infection par le VIH étre séquestrées vers des tissus dont le stroma produit des

quantités suffisantes de SDF-1.

En conclusion, en dehors des stades tardifs de la maladie contemporains de I’involution

folliculaire, le nombre global de lymphocytes T CD4+ de I'organisme pourrait étre peu altéré, mais
séquestré (Sawada et coll., 1998). Cette hypothese serait compatible avec le faible pourcentage de

CD4 infectés productivement (Chun et coll., 1997), et I’absence de renouvellement accru des

lymphocytes T CD4+.

4.2.5. Déplétion

e recrutement augmenté des cellules naives et mortalité accrue des cellules 2 mémoire en périphérie
Le VIH infecte préférentiellement les lymphocytes CD4+ de phénotype mémoire CD45R0+,
cependant le nombre des cellules CD4+CD45RO+ non-infectées est également réduit des les
stades précoces. Physiologiquement, la la taille du compartiment de cellules a mémoire est régulée
afin d’éviter une dilution excessive des cellules naives, ce qui diminuerait les capacités a monter de
nouvelles réponses primaires efficaces (Gougeon ef coll., 1996). La dynamique lymphocytaire au

sein des niches micro-environnementales périphériques est accrue lors de 1'infection par le VIH :
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des cycles répétés d’activation lymphocytaire, initiés par des stimuli viraux, entraineraient un exces
de conversion des cellules naives en cellules activées/a mémoire CD45RO+, et un exces de
mortalité au sein de ce compartiment amplifi€¢ (Meyaard ef coll., 1993; Gougeon et coll., 1996)
(Figure 11).

o déplétion des cellules CD4+ des muqueuses

Les données récentes du modele macaque/SIV montrent que la cinétique d’atteinte des cellules des
muqueuses est différente de celle des cellules du sang circulant ou méme des ganglions
lymphatiques. Les cellules T CD4+ des muqueuses de I’homme et du macaque expriment plus
fortement CCRS5 que les cellules sanguines, et sont des cibles préférentielles des virus “ M-
tropiques ”. Une déplétion en cellules CD4+ intestinales survient rapidement chez le macaque ou
I’homme infecté. Elle épargne les CD8+CCRS5+, ce qui suggere un mécanisme direct de mort lié
au virus. La chute de la virémie au décours de la primo-infection pourrait étre due en partie a la
destruction rapide et massive de ce réservoir de virus muqueux. Quand la maladie progresse,
I’expression accrue de CCRS sur les cellules T CD4+ périphériques serait due a leur maturation
excessive en cellules a mémoire (Veazey et coll., 2001).

Une atteinte lymphocytaire muqueuse initiale et massive permettrait en outre d’expliquer la
susceptibilité plus précoce des patients infect€s par le VIH aux infections associées a des
pathogenes a porte d’entrée muqueuse (mycobactéries, candidoses) par rapport aux pathogenes a
réactivation endogene (Herpes, Toxoplasma) et aux opportunistes vrais qui nécessitent un déficit

immunitaire systémique profond pour étre invasifs (Pneumocystis, mycobactéries atypiques).

En conclusion, cette atteinte muqueuse massive, si elle est confirmée chez 1’homme,
remettrait au premier plan I'importance des mécanismes directs de destruction des cellules T
CD4+. Cependant il est probable que la diminution périphérique du nombre de cellules CD4+ soit
multifactorielle, faisant intervenir séquestration ganglionnaire, mortalit€¢ accrue des cellules
CD45RO+ par des mécanismes immunopathologiques indirects, et diminution de production

centrale des cellules naives chez certains patients.

4.3. Anomalies de la fonction des lymphocytes T

Avant méme que le nombre de lymphocytes T CD4+ périphériques ne soit diminu€, des anomalies

fonctionnelles des lymphocytes T apparaissent chez le sujet infect¢ asymptomatique: défaut de
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prolifération et diminution de la réponse d’hypersensibilité retardée (HSR) aux antigenes de rappel,
défaut de production d'IL-2 apres stimulation antigénique. Certaines de ces anomalies sont des
marqueurs prédictifs de progression, indépendamment du nombre de CD4+ (Clerici et coll., 1993).
Elles peuvent étre liées a la perte de spécificités T au sein du répertoire de I’individu, et/ou a une
maturation défectueuse de certains effecteurs T, sous I'influence en particulier d’un déséquilibre de

production de cytokines.

4.3.1. Répertoire T

La diversité du répertoire antigénique des cellules T d’un individu peut étre évaluée par 1’étude de la
distribution de la longueur de la région hypervariable CDR3 de la chaine B du TCR, qui est
gaussienne en situation physiologique. Des distorsions du répertoire des lymphocytes T CD4+
sont mises en évidence chez des patients avec moins de 200 CD4 /mm3 (Connors et coll., 1997).
Ce répertoire CD4+ biaisé€ pourrait étre la conséquence, aux stades tardifs lymphopéniques de la
maladie, de 1’expansion homéostatique des cellules CD4+CD45RA+ résiduelles en réponse a la
production accrue d’IL-7 (Figure 11). Par contre des altérations du répertoire TCR des cellules T
CD8+ sont trouvées a tous les stades de la maladie (Gorochov et coll., 1998).

Ces données ne sont pas en faveur de la délétion précoce de clones T CD4+, et les pics
oligoclonaux observés dans le répertoire CD8 correspondent sans doute a I’expansion de cellules

CD8+ anti-virales.

4.3.2. Anergie des lymphocytes CD4+

Les patients infectés par le VIH présentent une anergie des cellules CD4+, altérant leur fonction
auxiliaire (Th) (Di Rienzo et coll., 1994). Le stress oxydatif (Cayota et coll., 1996), I’exces
d’apoptose et le défaut de production d’IL-2 en réponse a la stimulation antigénique (Clerici et coll.,
1993) semblent des déterminants majeurs de cette anergie. Une co-signalisation inefficace par
I’ APC pourrait également intervenir (Meyaard ef coll., 1993). Une activité superantigénique liée a

I'infection par le VIH a été proposée (Dobrescu et coll., 1995). Cependant la quéte d’un
superantigene VIH T a ét€ pour I'instant infructueuse. Par contre des co-facteurs infectieux tels le

CMV ou les germes pyogenes Staphylococcus et Streptococcus ont chez ’homme une activité
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superantigénique T qui pourrait contribuer a 1’anergie (Dobrescu et coll., 1995; Blanchard et coll.,

1997).

4.3.3. Production de cytokines

e L'hypothese d'une commutation Th1/Th2 associée a la progression de l'infection par le VIH a été
proposée par Clerici et Shearer sur la base de dosages de I’activité biologique IL-2 et IL-4 dans des
surnageants de PBMC stimulées par la PHA (Clerici et Shearer, 1993). Ces auteurs ont proposé
que la diminution de la sécrétion d'IL2 et 1’augmentation de la synthese dTL4 observées soient
responsables des anomalies fonctionnelles des patients VIH+, bien avant la déplétion marquée en

Ilymphocytes T CD4+. A lappui de cette hypothese, 1TL-12 et des anticorps anti-IL-10 sont
capables, in vitro, de restaurer la réponse proliférative des PBMC aux antigenes de rappel (Landay
et coll., 1996). La gp120 supporte une activité superantigénique B capable d’induire directement la
libération d’IL-4 et d’I1-13 par les cellules de I'inflammation Fce-R |+ (Patella et coll., 2000). Dans
le modele du SIDA murin, un profil de type 2 des lymphocytes spléniques et ganglionnaires
apparait lors de la progression de la maladie (Gazzinelli ef coll., 1992). Chez I’homme I’expansion
de cellules T de type 2 et leur infection préférentielle par le VIH contribuerait a la progression de la
maladie (Romagnani ef coll., 1994) mais cette infection préférentielle des cellules de type 2 n’a pas
été retrouvée par d’autres auteurs (Maggi ef coll., 1994; Mikovits et coll., 1998).

La diminution de la production d’IL-2 en réponse a la stimulation antigénique ou
mitogénique est bien établie au cours de I’infection par le VIH (Clerici ef coll., 1993). Par contre la
capacité accrue a produire des cytokines de type 2 est controversée. Maggi et al. ne retrouvent pas
d’augmentation de la production d’IL-4 par les PBMC de patients, mais dérivent cependant avec

une fréquence plus €levée des clones T CD4+ et CD8+ produisant de I'IL-4, par rapport a des

sujets non infectés. Dans cette étude comme dans d’autres les clones T CD4+ de patients n’ont pas
un profil Th2 classique (IFNy-/IL-4+) mais un profil ThO (IFNy+/IL-4+) (Maggi et coll., 1994).
Les clones CD8 Tc2 (IL-4+IL-5+) auraient une activité cytotoxique réduite (Maggi ef coll., 1994).
Graziosi et coll. quant a eux ne trouvent aucune différence dans les niveaux d’expression des

ARNm de I'IL-4 entre les PBMC de patients et de sujets sains (Graziosi ef coll., 1994). Les études

réalisées en ELISA sur les surnageants de PBMC de patients sont discordantes (Abbas ef coll.,
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1996): apres stimulation par la PHA de PBMC d’enfants infectés, la production d’IL-5 est
augmentée dans un sous-groupe de patients chez qui la réponse proliférative est diminuée (Hyjek et
coll., 1995) mais une autre étude chez I’enfant infecté retrouve une diminution de production,
corrélée a la progression clinique (Resino ef coll., 2001). Chez I’adulte, I’expression des ARNm de
I’IL-5 est non modifiée au sein des ganglions lymphatiques (Airoldi et coll., 2000) et la production
d’IL-5 évaluée en ELISA apres stimulation par PMA+ionomycine est diminuée (Diagbouga et
coll., 1999). Contrairement a celui de 1'IL-4, ’expression de I’ARNm de I'IL-13 est augmentée
dans le sang de patients infectés (Zou et coll., 1997) mais la production de cette cytokine évaluée en
ELISA est diminu€ apres stimulation par anti-CD3+anti-CD28 de PBMC de patients VIH+ par
rapport a des contrdles (Bailer et coll., 1999). Un point majeur est que les PBMC sont une
population fortement hétérogene, et que les différences observées pourraient refléter des différences

de représentation entre cellules naives et cellules 8 mémoire plutdt que des différences de capacité

intrinseque de production de cytokines.

o In vitro, le VIH induit la sécrétion par le macrophage d’IL-1B, d’IL-6 et de TNFa, qui en retour
favorisent la production virale. L’activation de NF-kB et la production de TNFo dans des cellules
COS exprimant la protéase du VIH sont accrues (Roulston ef coll., 1995). En primo-infection, une
production accrue d’IFNy, de TNFo, d’'IL-6 et d'IL-10 a ét€ observée dans le modele
macaque/SIV (Cheret et coll., 1996), mais au cours de la phase cliniquement latente de 1’infection
chronique, les niveaux sériques de ces cytokines pro-inflammatoires n’ont été retrouvés élevés que

dans certaines études (cf. Discussion, § 1.2).

4.3.4. Fonction cytotoxique

o Défaut de maturation des cellules CD8+
L’infection par le VIH progresse malgré le développement d’une réponse CD8+ cytotoxique sans
doute initialement efficace. Un défaut de maturation des cellules CD8+ spécifiques en cellules

compétentes pour la cytotoxicité apparait progressivement, et fait intervenir différentes anomalies:

e Défaut de réexpression de la molécule CD45RA et blocage dans un stade pré-terminal de la
lignée cytotoxique pour les effecteurs anti-VIH, contrairement a ceux dirigés contre d’autres

virus (EBV, CMV);
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e Expression diminuée de la perforine;

e Altération du trafic des CD8 vers les sites de I'infection VIH (les cellules CD8+tétrameres
VIH+ n’expriment pas les molécules CD62L et CCR7; cette anomalie est ici partagée avec les

cellules spécifiques d’autres virus persistants, CMV et EBV);
e Défaut de production d’IFNy par les CD8 aux stades avancés de la maladie;

e Altération de I’expression des NK-récepteurs : 1’expression de CD94, CD57 mais aussi des

NK-récepteurs de la superfamille des immunoglobulines est augmentée sur les cellules CD8+
des patients infectés par le VIH (Ahmad ef coll., 2001);

e Défaut de présentation par diminution d’expression des antigeénes de classe I, sous I'influence
de Tat et Nef ; défaut de co-signalisation (diminution de I’expression de CD28 et de CD3¢)

(Hamann ef coll., 1997).

Ce défaut de la fonction cytotoxique n’exclut pas une efficacité partielle des cellules CD8+,
par des mécanismes non lytiques, sur le contrdle de la réplication virale in vivo (Walker et coll.,

1986).

¢ Défaut de fonction CD4 auxiliaire
Le r6le crucial de la fonction auxiliaire CD4 (€valuée par la réponse proliférative anti-p24) dans le
contrdle de la virémie a ét€ mis en évidence par I’étude de patients progresseurs lents et par la

corrélation rapportée entre I’amplitude de la réponse auxiliaire anti-Gag et le contrdle de la virémie
chez les patients progresseurs infectés non traités (Rosenberg ef coll., 1997). La diminution de
production d’IL-2 par les cellules CD4+ intervient probablement dans ce déficit: in vitro 1’apport

d’IL-2 augmente la réponse cytotoxique anti-VIH des CDS8 (Kalams et Walker, 1998).

4.4. Apoptose et pathogéneése de la maladie a VIH

4.4.1. Apport d’autres modeéles infectieux

¢ apoptose, stratégie microbienne (Figure 12)

« Des entéropathogenes induisent I’apoptose pour favoriser leur diffusion syst€émique :
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- Les Salmonella, apres leur phagocytose par les macrophages de la muqueuse intestinale, sont
séquestrées dans les phagosomes. La protéine bactérienne SipB est transloquée dans le
cytoplasme et active la caspase 1, aboutissant a la sécrétion d’IL-1f et a la mort de la cellule hote
avec fragmentation de I’ADN mais sans activation de la caspase 3. Le pouvoir pathogene de la
bactérie est augmenté par ce mécanisme, via sa diffusion systémique qui était bloquée par le
macrophage, et/ou via la sécrétion d’IL-1p (Boise et coll. 1995);

- Les Shigella, apres avoir traversé 1’épithélium intestinal au travers des cellules M, infectent les
macrophages de la muqueuse intestinale par phagocytose, s’évadent du phagosome pour le
cytoplasme ou elles survivent et sécretent IpaB, homologue de SipB, qui active également la
caspase 1. Dans ce modele, I'induction d’une cascade inflammatoire initi€ée par 1I'IL-1 est
nécessaire a la diffusion bactérienne, par le recrutement secondaire de polynucléaires
neutrophiles qui vont léser I'épithélium colique. Mais cette réponse inflammatoire favoriserait
ensuite a la résolution spontanée de la dysenterie (Zychlinsky et Sansonetti, 1997) ;

Dans ces modeles bactériens ou, paradoxalement au regard de la mort cellulaire
programmée survenant lors de 1’homéostasie tissulaire, 1’apoptose caspase 1+/caspases 3- est
pro-inflammatoire et confere un avantage au germe, le mode de sécrétion de 1'IL-1 mature par le
macrophage apoptotique reste obscur.

- Les souches pathogenes de Yersinia enterocolitica entrainent comme les Salmonella 1’ apoptose
des macrophages murins pour permettre leur diffusion systémique a partir d’un contage digestif,
mais par un mécanisme différent. Leur plasmide de virulence YopP (YopJ pour Y.
pseudotuberculosis) assure la délivrance a l'intérieur du macrophage de la protéine Yop

(Yersinia outer protein) a partir des bactéries liées a la surface cellulaire. Yop inhibe la voie anti-

apoptotique NF-kB-dépendante, agissant en synergie avec le LPS (Ruckdeschel et coll., 2001).

o Theileria parva induit I’activation de NF-kB pour protéger la cellule T infectée de
1’apoptose, et ce mécanisme pourrait contribuer au potentiel transformant de ce protozoaire parasite.
De nombreux autres pathogenes ou leurs toxines (Listeria monocytogenes, Corynebacterium
diphteriae, Bordetella, Salmonella, Staphylococcus, Pseudomonas, Streptococcus) induisent
I’apoptose. La toxine diphtérique induit I’apoptose du macrophage par liaison au facteur
d’élongation 2, inhibant la traduction protéique. Chlamydia psittaci est une des rares bactéries a
pouvoir proteger les cellules infectées de 1’apoptose: elle prévient 1’apoptose précoce (induite par le

TNFo, des anticorps anti-Fas ou granzyme/perforine), via I’inhibition de la caspase 3, mais induit
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une apoptose tardive des macrophages murins (a la phase des inclusions), caspase 1- et caspase 3-
indépendante. Il pourrait s’agir d’une stratégie complexe destinée a permettre la concentration
intracellulaire de germes puis leur diffusion par destruction de la cellule parasitée. Le virus Sindbis

également favorise 1’apoptose tardivement lorsque son cycle de réplication est achevé, pour assurer

sa dissémination via les corps apoptotiques (Boise et coll., 1995).

Figure 12. Niveaux d’interférence des pathogénes avec les voies apoptotiques

v-FLIP
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e Induction de 1’apoptose des cellules immunitaires effectrices :

- Les mycobactéries et les protozoaires parasites intracellulaires Leishmania donovani,
Toxoplasma gondii et Trypanosoma cruzi inhibent 1’apoptose de leur macrophage hote mais
induisent 1’apoptose des lymphocytes T pour faciliter leur survie (Luder et coll., 2001);

- De nombreux virus entrainent une apoptose accrue des cellules du systeme immunitaire de
I’hote, dont la finalité pourrait étre de favoriser la diffusion du germe et/ou de faciliter la
persistance virale dans 1’organisme. L’infection par le virus d’Epstein-Barr (EBV) est associée a
une expansion des lymphocytes T CD8+ mais aussi une diminution du nombre de lymphocytes

T CD4+, une anergie T, un accroissement de la susceptibilit¢ T a 1’apoptose, avec protection
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possible par I'IL-2, IL-5, IL-6 mais pas I'IL-4. L’expression de Fas-L par les lymphocytes B,
cibles de I'EBV, est augmentée ; la protéine d’enveloppe gp350 augmente I’expression de Fas
sur les cellules CD4+. Au total, I’atteinte T faciliterait 1’établissement de ’EBV dans les cellules
B. L’apoptose T médiée par les molécules de la famille du TNF serait impliquée dans la
lymphopénie associée a la rougeole. Le CMV induit I’apoptose T, en partie Fas-dépendante, chez

la souris (Everett et McFadden, 1999). Mais le point commun de tous ces modeles d’infections

aigués est la résolution spontanée des altérations T (Uehara et coll., 1992; Akbar et coll., 1993).

» apoptose, mécanisme effecteur de la réponse innée anti-infectieuse
e L’inactivation des mycobactéries intramacrophagiques nécessite I’'induction de I’apoptose,
tandis que la nécrose est inefficace (Molloy ef coll., 1994) ; au cours de la listériose murine, les

hépatocytes infect€s par L. monocytogenes meurent d’apoptose et liberent un chimioattractant des

polynucléaires, nécessaires au contrdle de I’infection (Rogers ef coll., 1996);

o L’apoptose contribue a la réponse antivirale innée. Elle contribue a la cytotoxicité¢ NK-
dépendante. La cellule infectée peut contrer la progression virale en enclenchant I’apoptose a partir
de différents senseurs (intra)-cellulaires:

- Interaction du virus avec ses récepteurs membranaires ;

- Activation dans le cytoplasme, en réponse aux IFN, d’une batterie de composants pro-
apoptotiques (kinase ARNds-dépendante PKR, TRAIL, PML (promyelocytic leukemia gene),
IRF (IFN regulatory factors)) ;

- Activation de la mitochondrie ;

- Activation de la p53 ;

- Perturbation des flux calciques en réponse a la surcharge du réticulum endoplasmique en

protéines virales (Barber, 2001).

Le role antiviral de I’apoptose est probable du fait des stratégies anti-apoptotiques développées par
les virus: des homologues viraux de FLIP, inhibant I’activation de la caspase 8, ont été décrits chez
certains Herpesvirus et Poxvirus ; EIB 19K de I’adénovirus serait un homologue de Bcl-2 (tandis

que E1A induit I’apoptose) ; Tax de HTLV-1 inhibe les caspases 3 et 8 via I’activation de NF-xB
(Figure 12) (Everett et McFadden, 1999).
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En conclusion, “ tout se passe comme si ” les agents pathogenes avaient développé lors de
leur co-évolution avec leurs hotes des mécanismes leur permettant d’inhiber 1’apoptose au sein de
leur cellule cible, et par contre d’induire par la voie extrinseque 1’apoptose des cellules effectrices
anti-microbiennes. Si 1’on s’intéresse maintenant au VIH, les mécanismes pro- et anti-apoptotiques

sont plus difficiles a appréhender car cellules cibles et cellules effectrices sont en partie confondues.

4.4.2. Modulation de la mort cellulaire in vitro par le VIH ou ses composants

Tableau 6. Impact sur I’apoptose des molécules codées par le VIH

voie extrinséque voie intrinséque

Tat @ active la caspase-8

® active NF-xB
@ augmente 1’expression de Bax
@ ® module Bcl-2
® active AKT

® inhibe la voie MAPK/INK

@ augmente 1’expression de Fas

@ ® augmente la production de TNFa

Vpr @ blocage en phase G2

@ lésions directes de I’ADN

@ perméabilité du pore mitochondrial

@ inhibe NF-xB

® diminue expression Bax, augmente Bcl-2
Vpu @ inhibe NF-xB

Nef @ augmente expression Fas et Fas-L
® diminue 1’expression du CMH-1
® inhibe ASK1/JNK
@ ® module I’expression de Bcl-2
@ active PAK (p21-activated-kinase)

Env @ augmente expression Fas et Fas-L
@ inhibe I’expression de FLIP
@ ® augmente TNFo et TNF-R2
@ diminue expression Bcl-2, augmente Bax

Protéase @ clivage Bcel-2 ?

@ active 1’apoptose ® inhibe 1’apoptose

(D’apres Roshal et coll. 2001)

Le cycle du VIH n’est pas lytique in vivo, mais la demi-vie des cellules T productivement infectées
par le VIH est réduite et estimée entre 12 et 36 heures (Ho et coll., 1995; Wei et coll., 1995). La

toxicité du VIH pourrait étre associ€ée a 1’accumulation d’ADN viral non intégré, a des

changements de perméabilit€ membranaire lors du bourgeonnement viral, a une différenciation
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terminale des cellules CD4+, a I’exclusion du TCR des microdomaines membranaires riches en
cholestérol par des protéines virales (Cherukuri ef coll., 2001), mais aussi a 1’apoptose induite par

différents composés viraux (Roshal et coll., 2001).

¢ Protéines virales précoces

o Nef exogene majore 1’apoptose des cellules lymphoblastoides CD4+ a divers inducteurs
(staurosporine, etoposide, ...) mais pas aux anticorps agonistes anti-Fas. Nef induit un phénotype
apoptotique avec activation des caspases et clivage de PARP, mais sans fragmentation
oligonucléosomale de I’ADN. L’expression de Bcl-2 et de Bcl-XL est réduite. Nef augmente
I’expression de Fas-L par la cellule infectée et peut ainsi induire en proximité 1’apoptose des CD4+
comme des CD8+ (Roshal et coll., 2001).

Par contre Nef permet la protection de la cellule infectée vis-a-vis de 1’apoptose médiée par
le TNFo membranaire ou par Fas-L, grace a son inhibition de ASK1 (apoptosis signal-regulating
kinase), membre de la famille des MAP3K activant la voie JNK (Figure 1) (Geleziunas et coll.,
2001; Xu et Screaton, 2001), et également grace a la phosphorylation de Bad, via I'activation Akt-

indépendante de PAK (p21-activated kinase), permettant la libération de Bcl-2 (Wolf ez coll., 2001).
Nef protege donc la cellule infectée de I’apoptose extrinseque et intrinseque, et favorise

I’apoptose des cellules voisines non infectées.

o Tat supporte des activités pro- et anti-apoptotiques. Tat endogene active les facteurs de
transcription NF-kB et NF-AT et inhibe la voie MAPK/JINK (Figure 1). La résultante est une
diminution de 1’apoptose et ’accroissement de la réplication virale. Tat exogene par contre accroit
I’expression de I’ARNm de Fas-L, I'activité caspase 8 et la susceptibilit€ a 1’ AIA, peut-étre via
I’augmentation de la production d’IL-2 (Ehret ef coll., 2001). Cependant de faibles concentrations
exogenes de Tat activent la voie de protection cellulaire PI-3/AKT dans les cellules Jurkatt.

Le r6le de Tat sur les molécules de la famille Bcl-2 n’est pas clair : Tat protégerait de
1’apoptose par déprivation via I’augmentation d’expression de Bcl-2 dans certaines études (PBMC,
cellules lymphoides dont cellules Jurkatt, cellules épithéliales, neuronales) mais pas dans d’autres
modeles (cellules hématopoiétiques). Tat augmente I’expression de la molécule pro-apoptotique
Bax.
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Tat favorise 1’apoptose par 1’activation prématurée des kinases cycline-dépendantes (Cdk),
et inhibe I’activité de la manganese superoxyde dismutase, conduisant a la production accrue de
métabolites de I’oxygene.

L’effet de Tat sur I’apoptose est donc complexe et pléiotropique et de nombreux facteurs
(type cellulaire et niveau d’activation, concentration de Tat, action intra- ou extracellulaire, ...)
semblent intervenir. Cependant cette protéine sécrétable, diffusible et active a de faibles

(3

concentrations, Vvéritable virokine ”, joue certainement un r1dle prépondérant dans

I’'immunopathogénese de I’infection a VIH (Roshal ef coll., 2001).

¢ Protéines virales tardives

e Vpr induit I’apoptose par un mécanisme mal connu, médi€ par le domaine C-terminal
basique de cette protéine de 96 acides aminés. Les cellules meurent en phase M, lors d’une mitose
anormale multipolaire avec duplication centrosomale aberrante, apres une phase G2 tres prolongée.
Cet effet sur la prolifération est proche de celui induit via le récepteur aux glucocorticoides. Les
inhibiteurs de caspase suppriment 1’apoptose induite par Vpr. Vpr peut se lier a I’ADN, et les
molécules alkylantes causent des altérations semblables a celles induites par cette molécule. De fait
Vpr induit dans certaines lignées des cassures chromosomiques, la formation de micronucléi et une
aneuploidie.

Cependant la mitochondrie serait le point d’impact principal de Vpr. L’homologue Vpr
simien du VISagm induit I’apoptose de facon cycle cellulaire-indépendante. Apres expression chez
la levure, Vpr du VIH entraine chez des altérations des chaines respiratoires. Vpr augmente la
perméabilité du pore de transition mitochondrial, avec relargage rapide du cytochrome C, en culture
cellulaire, mais aussi en systemes mitochondriaux acellulaires. Cet effet direct sur la mitochondrie
est contrecarré par 1’addition de molécules Bcl-2, inhibitrices de la perméabilité du pore.

Exprimé a faible niveau dans des cellules transfectées, Vpr protege de I’ AIA. Le ratio anti-
apoptotique Bcl-2 / Bax est augmenté par Vpr. Un modele a été proposé€ dans lequel Vpr endogene
exerce un effet cytoprotecteur sur les cellules infectées lors de I'infection aigué€ par le VIH, puis
majore 1’apoptose des cellules infectées aux stades plus tardifs de 1’infection.

Vpr est présent dans le sérum des patients infectés et peut donc exercer des activités

endocrines ou paracrines.
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¢ Vpu induit I’apoptose dans les cellules infectées par le VIH-1 de fagon indépendante des
autres protéines virales. Inhibiteur de la dégradation de IxB, Vpu inhibe I’activation de NF-xB et
diminue ainsi la production de Bcl-xL, A1/Bfl-1 et TRAF1 (Akari ef coll., 2001). Vpu pourrait
également modifier la perméabilit€ du pore de transition mitochondrial. Vpu n’est pas sécrétée et

n’a sans doute pas d’effets sur les cellules non infectées.

e Bcl-2 est clivé dans des cellules COS exprimant la protéase du VIH, en parallele a une

diminution de la concentration intracellulaire du glutathion. Cependant un clivage de Bcl-2 lors de

I’infection virale en culture n’a pas été observé par d’autres auteurs (Roshal et coll., 2001).

o Les protéines d’enveloppe du VIH induisent sur les cellules non infectées des anomalies
de transduction du signal, I’anergie de la cellule CD4+, des perturbations du trafic intracellulaire, et
la mort cellulaire par apoptose. L’apoptose fait suite a 1’activation via la molécule CD4, induite par
la protéine Env membranaire ou soluble, et est indépendante de la formation de syncitia. Les
cellules CD4+ non-infectées sont sensibilisées par Env a la mort Fas-médiée et caspase-3-
dépendante. Les effets inhibiteur de Env sur la cellule T s’exercent en phase GO/G1, et les cellules
naives seraient ainsi préférentiellement affectées. L’engagement précoce de CD4, avant une
stimulation du TCR, augmente 1’expression de Fas et de Fas-L, et diminue 1’expression de FLIP,
tandis que la stimulation physiologique simultanée de CD4 et du TCR entraine la production d’IL-2
et la prolifération. La liaison de gpl20 a la molécule CD4 diminue I’expression de Bcl-2 et
augmente celle de Bax. Les macrophages sont €galement impliqués dans I’apoptose des cellules
CD4+ non infectés, via I’expression de Fas-L secondairement a la ligation de leurs molécules CD4
de surface (Oyaizu et coll., 1997).

L’expression de Fas-L sur les cellules CD4+ entraine indirectement 1’apoptose des CD8+
(Tateyama et coll., 2000). Par ailleurs la phase tardive de lymphopénie CD8+ est associée a
1’apparition des souches VIH T-tropiques X4, et I’activation de CXCR4 entraine une mort caspase-
8-indépendante des cellules CD4+ et des cellules CD8+ (tandis que I’apoptose des CD4+ induite
via CCRS est caspase-8-dépendante) (Vlahakis ef coll., 2001). Ces souches X4 entralnent
également la mort des cellules CD8+ via I’augmentation d’expression du TNFo membranaire des

macrophages et son interaction avec le TNF-R2 du lymphocyte T CD8+ (Herbein et coll., 1998).
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Figure 13. Induction de I'apoptose via les (co-) récepteurs de la gp120
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La protéine Env entraine aussi I’apoptose des cellules infectées par le VIH, mais ce
processus est Fas- et caspase-indépendant. Les cellules infectées ne sont pas protégées de

I’apoptose Env-induite par les molécules anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, et le mécanisme de

mort reste donc a préciser (Roshal et coll., 2001).

¢ Protéines d’enveloppe d’origine cellulaire
L’ effet pro-apoptotique sur des PBMC de virions incompétents pour 1’infection est maximal si des

protéines du CMH de classe II sont présentes dans 1’enveloppe virale. Cet effet n’est pas restreint

par le CMH (Esser et coll., 2001).

¢ apoptose, stratégie anti- ou pro-VIH ?

Le VIH semble avoir développé une stratégie d’inhibition de 1’apoptose de sa cellule cible, pour
favoriser sa réplication, et basée principalement sur 1’expression des protéines précoces Nef et Tat,
et peut-€tre aussi de Vpr; la réduction de 1’expression membranaire de la molécule CD4 (médiée
par Nef, Env et Vpu via I'induction de 1’endocytose, I'inhibition du trafic dans le réticulum

endoplasmique, et la dégradation accrue, respectivement) protégerait le réservoir de virus CD4+ de
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I’apoptose induite par la gp120. L’infection persistante caractéristique du VIH est un compromis
entre expression de Bcl-2 et réplication virale deux situations (Akari et coll., 2001).

A des stades plus tardifs de I'infection cellulaire I’apoptose de la cellule infectée induite par

les protéines d’enveloppe pourrait favoriser 1’expansion du réservoir de virus. En effet, par
analogie au transfert horizontal d’oncogenes apres phagocytose de corps apoptotiques (Bergsmedh
et coll., 2001), il a été€ suggéré dans le modele VIH que I’ingestion de corps apoptotiques contenant
de I’ADN proviral défectif pour la RT permettait I’intégration de cet ADN et I’expression de p24 et
de gp120 dans des cellules CD4-, CCR5- et CXCR4- (Spetz et coll., 1999).

4.4.3. Altérations de I’apoptose lymphocytaire lors de la maladie a VIH

e majorations de ’apoptose intrinseque et de ’AIA, non restreintes aux cellules CD4+
Une mortalité accrue ex vivo par apoptose des lymphocytes T de patients par rapport a ceux de

sujets sains, apres incubation en milieu seul ou ligation du TCR ou de Fas, a été démontrée
(Gougeon et coll., 1991; Groux et coll., 1992; Meyaard et coll., 1992). Elle concerne

essentiellement des cellules non-infectées par le VIH, et touche les sous-populations T CD4+ et

CD8+ du sang périphérique, mais aussi les lymphocytes B, NK et les monocytes périphériques
(Gougeon et coll., 1996) ainsi que ceux des organes lymphoides périphériques (Finkel et coll.,
1995; Muro-Cacho et coll., 1995). L apoptose survient a la suite d’un contact dans les organes
lymphoides entre les cellules non infectées et des cellules infectées ou des virions exposé€s en
surface des FDC (Finkel et coll., 1995). Des molécules virales sécrétées (Tat) ou produites en

exces (Env) pourraient également jouer un role systémique.

e relation avec I’activation immunitaire
Cette apoptose exacerbée touche majoritairent les cellules a phénotype activé CD45RO+, et

I'intensité de 1’apoptose correle dans le sang et dans les ganglions lymphatiques avec le degré
d’activation lymphocytaire, induite par le VIH lui-mé&me et/ou les cofacteurs infectieux (Gougeon et
coll., 1996) (Muro-Cacho et coll., 1995) (Goletti et coll., 1996). L’absence d’activation
immunitaire dans le modele chimpanzé/VIH est d’ailleurs associ€e a un niveau normal d’apoptose
(Gougeon et coll., 1997). Le stress intracellulaire oxydatif accru (Elbim et coll., 1994; Mossalayi et

coll., 1999) et les concentrations plasmatiques augmentées de néoptérine et de B2-microglobuline
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pourraient étre des médiateurs de 1’apoptose lymphocytaire T secondaire a I’activation (Baier-

Bitterlich et coll., 1997; Mori et coll., 1999; Michel et coll., 2000).

¢ ’AIA n’est pas directement dépendante de la virémie

Ni I’apoptose observée in vivo au sein des ganglions lymphatiques, ni I’AIA des lymphocytes T
périphériques ne sont corrélées avec la virémie (Muro-Cacho et coll., 1995; Rothen et coll., 1997).
L’apoptose intrinseque des cellules CD4+ a été retrouvée associée a la virémie dans certaines

études (Samuelsson et coll., 1997) mais pas dans d’autres (Wasmuth et coll., 2000).

* mécanismes moléculaires

- Les cellules CD4+ et CD8+ de patients infectés par le VIH ont une expression accrue de Fas et de
Fas-L, et la proportion de cellules T exprimant Fas est positivement corrélée a la virémie et
inversement corrélée au déficit en CD4. L’apoptose induite par un anticorps agoniste de Fas est

accrue chez les patients infectés. L’expression de Fas-L est accrue sur les macrophages. TRAIL
pourrait également contribuer a la majoration de 1’apoptose T chez les patients (Katsikis et coll.,

1997; Lum et coll., 2001);

- La programmation accrue des lymphocytes T CD8+ pour I’apoptose intrinseque est associ€ée a
une diminution de leur expression de Bcl-2, dans le sang comme dans les ganglions lymphatiques,
ou les CD8+ du paracortex et centres germinatifs évoluent d'un phénotype CD45RA+ vers un
phénotype CD45RO+CD28+ Bcl-2low. Cette diminution d’expression de Bcl-2 n’est pas observée
dans les cellules CD4+ et pourrait étre un reflet du recrutement accru et du défaut de maturation en
effecteurs cytotoxiques (cf. § 4.3.4.), plutdt que de I’action de protéines virales soluble;

¢

- L’IL-2 ou I'IL-15 exogenes peuvent in vitro diminuer I'intensit€ de 1’apoptose “ spontanée ”,
mais pas de I’AIA, des lymphocytes T de patients infecté€s par le VIH. L’IL-12, I'IL-16 ou des
anticorps neutralisants 1'IL-4 ou I'IL-10 peuvent prévenir I’AIA. Il est donc probable que les

anomalies de production de cytokines décrites chez les patients contribuent a I’augmentation de

1’apoptose lymphocytaire (Gougeon ef coll., 2000).

e implication dans la pathogénese
La susceptibilité accrue a 1’apoptose est un phénomene associé a d’autres pathologies par déplétion
en lymphocytes T <chez 1’homme (greffes de moelle osseuse, chimiothérapies

immunosuppressives intensives) et la souris (souris athymique), ou elle est li€e a la restimulation
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continue de cellules activées, et limite les capacités d’expansion compensatrice (Fry ef coll., 2001).
Il existe un faisceau d’arguments pour suggérer qu’une telle majoration persistante de 1I’apoptose
lymphocytaire au cours de I’infection par le VIH contribue a la constitution du déficit immunitaire
qualitatif précoce (par atteinte des effecteurs anti-VIH) puis quantitatif (par déplétion de cellules non

spécifiques):

o Contribution possible au défaut fonctionnel de la réponse spécifique anti-VIH:
- Un exces de cellules apoptotiques diminue les capacités d’activation des APC et pourrait
favoriser la tolérance aux antigenes viraux (Figure 3) (Voll ef coll., 1997; Green et Beere, 2000);
- L’apoptose induite via Fas-L pourrait contribuer a I’altération de la fonction auxiliaire des CD4,
(favorisant le défaut de maturation des cellules cytotoxiques), et a la délétion d’effecteurs
cytotoxiques ;
- Aux stades asymptomatiques de Iinfection par le VIH-2, variant viral associé a une
progression lente, la susceptibilité a I’apoptose des lymphocytes n’est pas accrue par rapport a
des sujets sains (tandis qu’a stades symptomatiques similaires, I’apoptose est similaire entre
lymphocytes de patients VIH-1 ou VIH-2). Cette observation est en faveur d’un role de
I’apoptose dans le déterminisme précoce de la progression (Jaleco ef coll., 1994);
- L’apoptose n’est pas accrue dans les modeles animaux d’infections non pathogenes (tableaux 5

et 7) (Gougeon et coll., 1993; Gougeon ef coll., 1997).

Tableau 7. Apoptose et progression dans différents modeles animaux d’infections

lentivirales
modéle syndrome apparenté au SIDA majoration
de I’apoptose

homme / VIH oui oui
chimpanzé / VIH non non
singe vert / VISagm non non
macaque / VISmac oui oui

chat / VIF oui oui

 Contribution possible a la déplétion en cellules CD4+

- Les mécanismes indirects de mort cellulaire semblant prépondérants par rapport aux
mécanismes directs, le role de 1’apoptose a ét€ proposé (Ameisen et Capron, 1991).

L’augmentation d’expression de Fas et de Fas-L sur les cellules du systtme immunitaire
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pourrait conduire de fagon autocrine ou paracrine a leur destruction. Les cellules CD4+ sont plus
sensibles que les CD8+ a I'apoptose médi€e par Fas dans les étapes les plus tardives de la
réponse immune (Suzuki et Fink, 2000); la co-stimulation de la molécule CD4 augmente la
susceptibilité a Fas-L, et pourrait survenir en réponse aux anticorps anti-CD4, a la gp120 soluble
ou aux virions défectifs produits en exces lors de la maladie;

- La proportion de cellules T programmées pour 1’apoptose est inversement corrélée avec le

pourcentage de cellules CD4+ périphériques présentes chez les patients (Gougeon et coll., 2000).

o La désactivation du macrophage a la suite de la phagocytose de cellules apoptotiques en exces
pourrait également contribuer au développement des infections opportunistes dues a des germes

intracellulaires (Figure 3). En faveur de cette hypothese, une apoptose intrinseque accrue est un

facteur prédictif d’infections associées chez des patients a CD4 bas (Wasmuth ez coll., 2000).

4.4.4. Apoptose et neuropathologie du SIDA

Le VIH atteint le systeme nerveux central via des monocytes infectés. Il infecte les macrophages et
la microglie mais pas les neurones, dont I’atteinte survient par apoptose (Kaul et coll., 2001). Une
Iésion directe des neurones par la protéine Vpr n’est pas exclue. Des 1€sions cérébrales semblables
a celles observées chez ’homme dans ’'HAD (HIV-associated dementia) sont présentes dans le
cerveau de souris transgéniques pour la gp120. En culture ou injectée in situ, la gp120 entraine la
dégénération et la mort neuronale, qui pourrait survenir via I’’apoptose inflammatoire ~ impliquant
I’activation de la caspase-1 et la production d’IL-1f. Les neurones expriment les récepteurs aux
chimiokines CXCR4 et CCRS5; la microglie exprime ces mémes récepteurs ainsi que CX3CR1, et
pourrait amplifier la toxicité des molécules virales (Corasaniti ez coll., 2001).

Cependant les lésions neuronales surviendraient majoritairement indirectement, via le
relargage de toxines a partir des cellules infectées et des astrocytes. La topographie de 1’apoptose
neuronale est superposable a celle de I’activation de la microglie, et non a celle des cellules
infectées. L’expression des cytokines pro-inflammatoires neurotoxiques IL-1p et TNFo et des
molécules d’adhésion est accrue, ainsi que celle de médiateurs excitotoxiques pour les neurones.
Ces excitotoxines (acides aminés, glutamate, ...) mobilisent le calcium, génerent la production
d’anions superoxyde et d’oxyde nitrique, conduisant a 1’apoptose neuronale. La protéine Tat est

capable de potentialiser cette excitotoxicité et la neurotoxicité du TNFa. Des antagonistes des
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glutamate-récepteurs préviennent les lésions neuronales en réponse a la gp120. I semble donc que

I’activation microgliale joue un rdle prépondérant dans la mort neuronale, potentialisée par les

molécules virales produites par les cellules infectées (Kaul ez coll., 2001).

5. LES ENJEUX DU TRAITEMENT

Figure 14. Stratégie intégrée de traitement de I'infection par le VIH
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5.1. Un défi mondial

La lutte contre la pandémie d’infection a VIH/SIDA se heurte non seulement a des obstacles
proprement scientifiques, mais aussi économiques et politiques. Elle nécessite une approche
globale, aux niveaux individuel et collectif, incluant la prévention de I’infection par la diminution
des comportements a risque, la prévention des infections opportunistes, la diffusion et

I’amélioration des traitements antirétroviraux, et une recherche vaccinale renforcée (Figure 14). La
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mise a la disposition des patients des pays les plus favoris€s de drogues antivirales puissantes
pouvant controler I'infection représente une avancée majeure mais tend a déplacer le niveau de
stigmatisation des patients : la maladie n’est plus le fardeau de populations a risque des pays
développés, mais rejoint I’énorme groupe des maladies tropicales. Actuellement 90% des patients

atteints du SIDA dans le monde n'ont pas acces aux traitements nécessaires a leur survie.

“The world’poor are not a market. It’s that simple. Will I as a
doctor tell my patients: I am sorry, but you are dying of market
failure 27

Morten Rostrup, MSF International Council

L’infection a VIH induit par ailleurs la recrudescence de la transmission d’anciennes
maladies telles la tuberculose. Elle favorise I’émergence de nouveaux germes opportunistes qui
pourraient trouver au sein des dizaines de millions de personnes immunodéprimées un terrain
favorable, puis “ €émerger ” au sein des sujets immunocompétents. D’ou la nécessité, si 1’argument

moral n’était pas suffisant, d’une lutte au niveau mondial contre le VIH.

5.2. Traitements antirétroviraux

5.2.1. Mécanismes d'action

Les points d’impact des différentes molécules antivirales sont indiqués sur la Figure 10.
Actuellement trois classes principales de molécules sont utilisées en association, les analogues
nucléosidiques (zidovudine (AZT), didanosine (ddI), zalcitabine (ddC), stavudine (d4T),
lamivudine (3TC), abacavir (ABC)) ou non-nucléosidiques (nevirapine, delavirdine, efavirenz) de
la RT et les IP (saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, and lopinavir).

Cependant de nombreuses autres cibles potentielles existent. Des inhibiteurs de 1’adsorption
pourraient &tre développés (polysulfates, polysulfonates, polyoxometalates, zintevir, albumines
chargées négativement, analogues du cosalane, chloroquine) et agir en liant ou modifiant la gp120;
I’inhibition de I’entrée virale pourrait se faire via le blocage des co-récepteurs CXCR4 et CCRS
(bicyclames, polyphemusines, isoformes p de MIP-1a) ou via I'inhibition de la fusion par des

ligands de la gp41 (T-20, actuellement en développement et qui devrait étre bientdt disponible,
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siamycines, dérivés de 'acide betulinique). Des inhibiteurs de I'intégrase sont étudiés (acide L-
chicorique et dicéto-acides). Des fluoroquinolones et des produits de Streptomyces pourraient agir

sur la transcription virale. L’assemblage viral pourrait étre contrecarré par ciblage de la NCp7 (De

Clercq, 2001; Savarino ef coll., 2001).

5.1.2. Restauration du nombre de cellules CD4+ périphériques

Les traitements combinés mis en place dés 1995 ont permis la réduction de la fréquence de
survenue des infections opportunistes, la réduction de la mortalité, la remontée du nombre de
lymphocytes T CD4 et le contrdle de la charge virale plasmatique chez un nombre important de
patients. Dans 10% des cas environs, une expansion périphérique des CD4+ survient
paradoxalement alors que la virémie plasmatique n’est pas contrdlée. Alternativement, dans
environ 5% des cas, Iefficacité du traitement est uniquement virologique et ne s’accompagne pas
de tendance a la restauration du nombre de cellules CD4+.

L’augmentation du nombre de cellules T CD4+ sous traitement antirétroviral combiné chez
des patients a des stades avancés de la maladie est une image en miroir de la déplétion observée
lors de la progression de la maladie: augmentation rapide du nombre de cellules CD4+CD45RO+,
puis augmentation plus prgressive du nombre de cellules CD4+CD45RA+ (Autran ef coll., 1997,

Pakker ef coll., 1998). Le nombre de cellules CD8+ est diminué progressivement dans certaines

études (Autran ef coll., 1997) mais augmenté dans d’autres (Kelleher ez coll., 1996), avec de tres
fortes variations interindividuelles. Plusieurs mécanismes sont propos€s pour expliquer cette

dynamique de restauration:

e arrét de la séquestration périphérique

L’augmentation initiale rapide (deux premiers mois du traitement) du nombre de lymphocytes
CD4+CD45RO+ est attribuée a 'arrét de la séquestration dans les ganglions lymphatiques de
cellules CD4+ activées/a mémoire non en cycle (Ki67-négatives) (Bucy ef coll., 1999). Cette phase
peut étre observée chez des patients a des stades différents de la maladie lors de I’initiation du
traitement. Lors de la réduction de la charge virale ganglionnaire sous trithérapie, la production
intraganglionnaire d’IFNy+ pourrait étre rapidement diminuée, et I’extravasation de lymphocytes
diminuerait en conséquence (Rosenberg ef coll., 1998). Une partie des lymphocytes sanguins CD4

pourrait également résulter d’une “démarginalisation” précoce de lymphocytes adhérant a
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I’endothélium vasculaire sans subir d’extravasation, par analogie avec 1’hyperleucocytose induite

par les catécholamines ou les corticostéroides, sous I'action d’un effet direct des antiprotéases

(Rosenberg et coll., 1998).

o prolifération périphérique et/ou centrale

Apres cette premiere phase, la remontée du nombre de cellules CD4+ se poursuit mais a un rythme
plus lent, et elle est principalement composée de cellules CD4+CD45RA+. Une augmentation de la
masse thymique est parfois observée chez des patients traités (Napolitano et coll., 2001). Apres
infusion in vivo de glucose deutérié, une prolifération T est observée, mais il n’est pas certain
qu’elle soit plus élevée qu’avant traitement car cette technique sous-estime la prolifération chez les

patients non traités présentant une forte apoptose lymphocytaire (Macallan et coll., 1998;

Hellerstein et coll., 1999). D’ailleurs I'existence a ce stade de cellules CD45RO+ Ki67+
correspond majoritairement a des cellules activées en phase G1 et productrices de cytokines, et
seulement pour une tres faible proportion a des cellules en phase S ou G2/M (Carcelain et coll.,
2001). L’expansion CD4 pourrait étre d’origine centrale (cellules T naives produites
proportionnellement a 1'importance du tissu thymique résiduel du patient) ou périphérique
(réversion vers un phénotype CD45RA+ de cellules CD45RO+). La contribution de ces deux
mécanismes est toujours incertaine. Le nombre accru de cercles d’excision du TCR (TREC)
observé chez certains patients traités est la résultante de la production centrale des cellules naives
mais aussi de la prolifération périphérique des €émigrants thymiques récents, qui va diluer le
nombre de ces TREC. Or la réduction de I'activation immunitaire sous HAART, ainsi que la
diminution de production d’IL-7, sont de nature a réduire la prolifération des cellules naives et donc
a majorer le nombre de TREC détectables, a fonction thymique constante (Hazenberg et coll.,
2000; Napolitano ef coll., 2001). Une masse thymique résiduelle importante lors de I'initiation du
traitement limiterait les capacité€s d’expansion homéostatique oligoclonale dans les niches

périphériques et favoriserait ainsi une restauration plus complete du répertoire (Figure 11) (Berzins

et coll., 1999).

¢ augmentation de la survie cellulaire

Une diminution de I’apoptose lymphocytaire est rapidement observée sous multithérapie, en

parallele le plus souvent au contrdle de la réplication virale (Badley et coll., 1998; Gougeon ef coll.,
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1999; Sloand et coll., 1999; Grelli et coll., 2000). La diminution de 1’activation immunitaire induite
par le virus intervient vraisesmblablement dans cette augmentation de la survie cellulaire, quoique
les deux phénomenes puissent étre dissociés (Lecoeur H., Gougeon M.L. et coll., données non

publiées), suggérant que la réduction de 1’apoptose soit également due en partie a des effets
pharmacologiques directs des antiprotéases (Sloand et coll., 1999; Weichold et coll., 1999; Phenix
et coll., 2000; Sloand et coll., 2000; Phenix et coll., 2001) alors que les analogues nucléosidiques de
la RT n’exercent pas cette activité (Lu et Andrieu, 2000; Phenix ef coll., 2000).

Cette diminution de la mortalité contribue vraisemblablement a I’augmentation précoce du

nombre de cellules CD4+CD45RO+ périphériques, puis a la diminution progressive du

recrutement excessif des cellules CD4+CD45RA+. La survie accrue des cellules CD4+ activées/a
mémoire, cibles préférentielles de 1’apoptose (Gougeon et coll., 1996) contribue sans doute a la

restauration de la réponse proliférative aux antigenes de rappel (Autran et coll., 1997).

5.1.3. Limites et effets secondaires des traitements anti-rétroviraux combinés

e absence de stérilisation des réservoirs de virus
La sélection rapide de mutants viraux résistants nécessite 1'utilisation de multithérapies,
actuellement basées le plus souvent sur deux inhibiteurs de la RT associés a un PL La forte

pression de sélection exercée par les associations antivirales diminue, sans la supprimer totalement,
et de facon variable selon les cibles cellulaires, la capacité de réplication du virus (Stoddart et coll.,
2001). La décroissance virale est biphasique sous trithérapie, la premiicre phase rapide
correspondrait a I’effet virostatique sur les cellules CD4+ productivement infectées tandis que la

deuxieme phase a cinétique lente pourrait correspondre a 1’action progressive et incomplete sur les

réservoirs de virus latents des CD4+ non activés, des macrophages et enfin de la surface des FDC
(Perelson et coll., 1997). Sous traitement, une proportion non négligeable des cellules CD4+
quiescentes des ganglions lymphatiques est toujours capable de produire des virions apres
activation in vitro par des cytokines pro-inflammatoires (Chun ef coll., 1997). Si le traitement est
interrompu, la production de virus sauvage reprend a partir des réservoirs non stérilisés (Finzi et
coll., 1999). Par ailleurs, malgré la chute de la charge virale plasmatique observée chez la majorité
des patients traités, ils restent potentiellement contagieux en raison de 1’existence probable de

réservoirs de virus génitaux (Byrn et coll., 1997).
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Les traitements antirétroviraux actuellement utilisés semblent donc incapables d’éradiquer le
VIH, d’une part en raison de la persistance de provirus intégré au génome cellulaire, d’autre part en
raison de l'existence de réservoirs de virus dans de trés nombreux tissus dont certains sont
pharmacologiquement peu accessibles.

A la suite du traitement virologique des primo-infections, le contrdle plus important de la
virémie chez certains patients est associ€é a la réaugmentation du nombre de DC2, suggérant

I'intérét de traitements adjuvants ciblant ces cellules pour améliorer le contrdle virologique

(Pacanowski et coll., 2001).

o effets secondaires fréquents et séveres

Le traitement administré de facon chronique entraine des effets secondaires séveres fréquents chez
10% des patients environ (Fellay ef coll., 2001) dont des effets métaboliques majeurs, au premier

rang desquels le syndrome de lipodystrophie (Martinez et Gatell, 1999). 11 s’agit de 1’association
d’une lipoatrophie périphérique, d’une lipohypertrophie centrale, d’une dyslipidémie a potentiel
athérogene (hypertriglycéridémie, hypercholestérolémie, augmentation du rapport Apolipoprotéine
B / Apolipoprotéine Al), et d’une insulinorésistance. La pathogénese de ce syndrome reste
inconnue. Le risque métabolique amene certains cliniciens a proposer un traitement différé de
I'infection.

Par ailleurs certaines pathologies indicatrices de SIDA peuvent encore survenir sous
traitement, avec une présentation clinique modifiée. Il s’agit de pathologies focales et tres
inflammatoires, par le CMV au niveau oculaire, par des mycobactéries au niveau pulmonaire. Les
hépatites C et les méningites a cryptocoques ont €galement un profil plus inflammatoire sous

trithérapie. Ces pathologies ont été dénommées maladies associées a la restauration immunitaire

(IRD) (Foudraine et coll., 1999; French et Price, 2001).

¢ absence de restauration ou d’induction d’immunité spécifique anti-VIH

La fonctionnalité de ces cellules CD4+ “ restaurées ” est encore mal connue (Autran et coll., 1997).
Une restauration de la réponse proliférative aux mitogenes et aux antigenes de rappel est observée,
mais la restauration de la diversité du répertoire T est encore discutée. Les délétions décrites dans le
répertoire VB des lymphocytes CD4+ de patients présentant un déficit immunitaire important ne

sont pas normalisées chez tous les patients lors des traitements antiviraux combinés (Connors et

coll., 1997; Gorochov ef coll., 1998). La fonctionnalité vis-a-vis des germes opportunistes des CD4
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“ récupérés ” sous HAART est illustrée par la validité persistante sous HAART du seuil de 200
CD4/mm3 pour décider ou non d’une prophylaxie vis-a-vis de P. Carinii..

La réponse CD8+ non cytotoxique est réduite chez des patients trait€s au décours de la
primo-infection (Stranford et coll., 2001) et la réponse spécifique aux antigenes du VIH est

également réduite sous traitement virologiquement efficace (Autran et coll., 1997; Chun et coll.,

1998; Chun ef coll., 1998; Pitcher ef coll., 1999). La fréquence des cellules T spécifiques de p55 est
diminuée, et ne peut étre accrue que lors de fenétres thérapeutiques accidentelles ou programmeées,
associées a une virémie plasmatique détectable. La non-réponse spécifique au VIH pourrait étre la
conséquence soit d’une délétion clonale, soit d’une absence d’expansion de clones persistants

(Pitcher ef coll., 1999). La réponse a cette question est cruciale pour décider soit d’un traitement le

plus précoce possible, avant délétion clonale irréversible (Oxenius et coll., 2000), soit d’un
traitement plus tardif pour minimiser les effets secondaires, mais associant une immunothérapie
pour amplifier et restaurer la fonctionnalit€ des clones anti-VIH résiduels. On ne peut exclure

également des effets immunomodulateurs des molécules antirétrovirales utilisées (Andre et coll.,

1998 ; Tovo, 2000).

5.2. Immunothérapies

La mise au point d’un vaccin préventif est une priorit€ absolue, mais en parallele différentes
immunothérapies aduvantes aux traitements antirétroviraux sont envisageables, parmi lesquelles:
une vaccination a I'aide d’antigenes du VIH, visant a augmenter la fréquence des cellules a
mémoire spécifiques du VIH; un apport en cytokines exogenes capables de stimuler les fonctions
auxiliaire et cytotoxique anti-VIH; un apport en cytokines pro-inflammatoires destinées a “purger”

les réservoirs de virus résiduels; et enfin des thérapeutiques immunosuppressives visant a diminuer

I’activation immunitaire (Sereti et Lane, 2001).

5.2.1. Cytokines exogenes

o JL-2
Elle était déja utilisée pour son activité immunostimulante dans le traitement adjuvant des patients
atteints de cancers métastasés. En faibles doses continues, elle entraine une augmentation des

cellules NK mais pas des cellules CD4+, entrainant méme une décroissance du nombre de cellules
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CD4+CD45RO+ chez les patients. Elle est maintenant administrée de facon intermittente et par
voie sous-cutanée pour diminuer ses effets secondaires pro-inflammatoires. L’expansion des
cellules CD4+ est plus forte, et comprend un compartiment de cellules CD45RA+ plus important,
chez les patients infectés par le VIH et soumis a I'IL-2 par rapport a ceux soumis a une trithérapie
seule, mais le bénéfice clinique de ce traitement n’est pas établi. Deux larges essais de phase III
sont en cours pour le préciser. La virémie n’est pas majorée par I'IL-2 et pourrait méme étre mieux

contrdlée que sous trithérapie seule, malgré une augmentation d’expression du CCRS sur les

b

cellules CD4+ (Zou et coll., 1999), peut-étre via une “ purge > accrue des réservoirs de virus

latents (Chun et coll., 1999; Gougeon ef coll., 2001). Cependant I'IL-2 n’entraine pas, au moins a

moyen terme, de correction du répertoire VB des lymphocytes CD4+ (Connors et coll., 1997) et

son effet sur la réponse spécifique anti-VIH reste a évaluer.

o IFN«

L’IFNa a ét€ initialement utilisée chez les patients infectés par le VIH et présentant des sarcomes
de Kaposi, et son efficacité a €té€ rapportée a un accroissement du nombre de cellules CD4+. Cette
cytokine exerce un puissant effet antiviral in vivo (Emilie ez coll., 2001) et son utilisation suscite des

espoirs importants.

¢ autres cytokines

- Le G-CSF et le GM-CSF sont utilis€s pour contrecarrer la leucopénie souvent observée chez
les patients infectés par le VIH, et accrue par certains traitements antirétroviraux. Le GM-CSF
associé aux antirétroviraux entrainerait une diminution plus forte de la virémie;

- L’IL-7 pourrait étre utilisée pour favoriser la régénération des cellules CD4+;

- L’IL-10 n’a pas montré de bénéfice virologique chez des patients recevant dé€ja une trithérapie,
malgré son action anti-virale parfois observée in vitro. L'IL-16 pourrait étre testée également
pour son activité antivirale;

- L’IL-12 a des effets secondaires importants qui limitent son utilisation in vivo, motivée par son

action potentielle sur la cytotoxicité NK et CDS8. L’utilisation de I'Il-15 a ét€ préconisée dans la

méme optique (Sereti et Lane, 2001).

5.2.2. Immunosuppresseurs
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- Les bases théoriques de 1’ utilisation des corticostéroides sont la diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires et la réduction de 1’apoptose lymphocytaire. Cependant leur
utilisation pourrait majorer certains troubles lipidiques et osseux associ€s aux trithérapies. Ils
sont bénéfiques en cures breves chez les patients présentant des IRD;

- La cyclosporine A diminue I’apoptose lymphocytaire T. Elle inhibe également la maturation de
la capside virale. Son utilisation conjointement aux antirétroviraux est actuellement I’objet d’un
essai lors la primo-infection;

- L’utilisation de la thalidomide a donné lieu a des effets paradoxaux sur les concentrations
sériques de TNFa. Cette molécule a prouvé son efficacit¢ dans le traitement des ulcérations

oesophagiennes et de la cachexie des patients infectés par le VIH, mais son utilisation a parfois

été associ€e a une augmentation de la charge virale (Sereti et Lane, 2001).

5.2.3. Interruptions thérapeutiques structurées

Les complications métaboliques associés au traitements au long cours entrainent la recherche de
solutions alternatives. Des fenétres thérapeutiques au cours desquelles la virémie plasmatique
augmente a nouveau sont associ€es a une amplification transitoire du nombre de cellules T
spécifiques du VIH (Carcelain et coll., 2001). L’intérét et les risques (effet délétere sur le systeme
immunitaire ; sélection de mutants résistants lors des ré-initiations du traitement) de cette stratégie
paradoxale, assimilée a une vaccination par le virus sauvage, ne pourront étre évalué que sur des
effectifs de patients plus importants. Des alternances de courte durée (7 jours) entre quadrithérapie
(2 inhibiteurs de la RT + 2 PI) et absence de traitement paraissent capables de maintenir une
suppression virale constante (Dybul er coll., 2001). Au décours de la primo-infection, cette
stratégie d’interruption thérapeutique entraine une réponse anti-VIH plus intense, qui dans le

modele macaque/SIV protege de la réinfection expérimentale par le virus homologue (Montaner,

2001). Un essai thérapeutique en projet se propose d’amortir le rebond virologique des fenétres de

traitement par 1’utilisation d’IFNo.
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5.2.3. Perspectives vaccinales

o objectifs

Le but d’un vaccin peut étre la prévention primaire de I’infection (immunité stérilisante primaire,
objectif théorique parfait mais sans précédent connu dans I’histoire vaccinale), la prévention
secondaire de I'infection (prévention de I’établissement de réservoirs de virus), la prévention de
I’évolution vers la maladie malgré la présence du virus latent, ou la réduction de la transmission du
virus dans la population (Figure 14) (Levy, 2001).

En I’absence de corrélats immunologiques de protection clairement définis, les candidats-
vaccins actuels doivent étre capables d’induire un tres large spectre de réponses potentiellement
protectrices. L’immunité a médiation cellulaire (induction de réponses CD4+ et CD8+ spécifiques
persistantes) semble critique pour le contrdle de la réplication virale, mais la neutralisation précoce
(induction d’anticorps neutralisants) ou l’inhibition de I’entrée du virus (induction d’anticorps
inhibant la liaison aux récepteurs de B-chimiokines) sont en théorie nécessaires pour une stratégie
de prévention de l'infection. Le vaccin idéal induirait une réponse muqueuse. L’induction
d’activités non-cytotoxiques CD8 et le renforcement de I'immunité naturelle proprement dite sont

également a évaluer, les efforts portant sur la stimulation de I'immunité spécifique ayant été

infructueux jusqu’a ce jour (Levy, 2001; Mascola et Nabel, 2001; Soumelis ef coll., 2001).

¢ obstacles:

Les obstacles purement scientifiques a I’élaboration d’un vaccin comprennent:
- La tres forte variabilité intra-hote du génome viral;
- Le cycle non lytique du virus et sa latence dans plusieurs réservoirs cellulaires, rendant plus
raisonnable 1’objectif du vaccin anti-progression (immunité de prémunition) que celui d’un
vaccin stérilisant;
- L’immunopathogénicité de certaines sous-unités virales (cf. § 4.4.2.);
- La répartition en nombreux sous-types et leur répartition épidémiologique différente pourraient
ne pas étre un obstacle majeur a I'utilisation de souches de VIH non endémiques dans une
région donnée, car il n’y a pas de lien étroit entre sérotypes de neutralisation et génotypes, et une
activité inter-classe des CTL est fréquente;

- D’autres obstacles sont industriels (capacité€s de production en quantités suffisantes d’un

candidat vaccin), économiques et politiques (Mascola et Nabel, 2001).
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o stratégies explorées

A ce jour une immunité protectrice n’a pu étre obtenue que chez le macaque, en utilisant un virus
SIV atténué. Cette stratégie n’est pas a ce jour envisageable chez ’homme, en raison des risques
faibles mais inacceptables de virulence résiduelle, de mutagénese insertionnelle, de recombinaison
lors de superinfections, et enfin de réversion vers un phénotype moins atténué.

Apres vaccination utilisant la protéine d’enveloppe, dans les modeles animaux
macaque/SIV, une protection complete n’a pu étre obtenue qu’apres challenge par un virus
homologue a celui de la préparation vaccinale, et les anticorps neutralisants spécifiques de souche
joueraient un role dans cette protection. Ces protéines d’enveloppe n’induisent pas de réponse CTL.
Pour améliorer I'ampleur et l'efficacit¢ de la réponse humorale, de nouvelles présentations
biochimiques de ces protéines sont étudiées (amélioration de D’accessibilit€¢ des é&pitopes
neutralisants, ...).

Chez les animaux vaccinés par les protéines Gag ou Pol, la réduction de virémie observée
par rapport aux animaux contrdles est proportionnelle a la réponse CTL induite. Chez I’homme,
des vecteurs Poxvirus multiépitopiques (vaccine ou canarypox) ont fait la preuve de leur inocuité en
phase I, et sont testés actuellement en phase II, mais n’induisent que des réponses cellulaires et
humorales modérées. Cependant ces vecteurs pourraient &tre €valu€s, conjointement a d’autres
immunogenes, pour prévenir la progression de la maladie chez des sujets infectés.

Une autre stratégie explorée est I'immunisation par de I’ ADN codant pour des protéines du
VIH, cette voie de vaccination étant capable d’induire une réponse cytotoxique chez I’homme dans
d’autres pathologies infectieuses. Différentes constructions d’ADN, associées ou non a des genes
de cytokines comme adjuvants, sont en projet.

Les lipopeptides sont de longues séquences peptidiques dérivées de protéines structurales
mais aussi de protéines régulatrices du VIH, comprenant de multiples épitopes CTL, mais aussi
des épitopes CD4+ et des épitopes B. Les peptides sont modifi€s en C-terminal par adjonction d’un
groupement palmitoyl-lysylamide, permettant la formation de micelles qui augmentent
I'immunogénicité (Pialoux et coll., 2001). Cette approche ne permet pas 1'induction d’anticorps
neutralisants, mais assure une réponse CTL prolongée, polyépitopique chez plus de 50% des
répondeurs. En outre les CTL induites par la vaccination lipopeptides ont 1'intérét de reconnaitre les
peptides viraux présentées par des lymphocytes B ayant naturellement processé différentes souches

de VIH, sans que ces épitopes résultent d’un choix a priori.
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Ces différents candidats-vaccins, pourraient étre utilis€s séquentiellement pour optimiser
I’intensité, le spectre et la durée de la réponse immune spécifique.

Enfin, la vaccination par voie muqueuse semble une stratégie privilégiée a développer, en
raison d’une part de la voie de transmission de 1’infection, mais aussi de la nécessité d’induire une

immunité protectrice au niveau des muqueuses intestinales, site majeur de réplication du virus et de

déplétion en cellules CD4+ (Belyakov ef coll., 2001).

® perspectives
e ciblage spécifique des DC1

Pour I’ obtention simultanée d’une réponse auxiliaire et d’'une réponse cytotoxique, le ciblage de la
préparation vaccinale vers la DC1 est primordial pour pouvoir assurer, via la capacité unique de
présentation croisée de cette cellule, I'induction de réponses restreintes par le CMH 1I et par le
CMH 1. La nature particulaire de la préparation vaccinale (micelles de lipopeptides, corps
apoptotiques) permettrait aux peptides (ou a I’ADN) véhiculés d’étre endocytés par la DCI1
(Andrieu ef coll., 2000; Bergsmedh ef coll., 2001). Cependant un ciblage spécifique de la DC1 est
maintenant possible. L’utilisation chez la souris en adjuvant a la gpl20 de séquences
oligonucléotidiques d’ADN bactérien immunostimulatrices (riches en CpG), capables de lier les
TLR des DCI1, est associée a I'induction de la production d’anticorps spécifiques, d’une réponse
cytokinique de type 1, de la sécrétion de B-chimiokines, d’une activité¢ CTL (indépendante de I’aide
CD4) et, apres vaccination intranasale, d’une réponse muqueuse (Horner et coll., 2001). Selon le
motif CpG utilisé la réponse pourrait méme é&tre polaris€e vers une réponse de type 1 ou une
réponse humorale (Verthelyi et coll., 2001). Le ciblage des préparations vaccinales sur la DC1 peut
également utiliser les capacités des toxines bactériennes a lier les p2-intégrines (Guermonprez et

coll., 1999). Par ailleurs, en dehors de leur effet adjuvant vrai, ces motifs bactériens activent de

fagon non spécifique I’immunité naturelle (Klinman ez coll., 1999).

e induction de I’apoptose de la cellule infectée

Le VIH a développé des mécanismes contrant la réponse apoptotique de sa cible (cf. § 4.4.2.).

Favoriser 1’apoptose ciblée des cellules infectées permettrait d’'une part la réduction du réservoir de

virus (Selliah et coll., 2001), d’autre part I’augmentation de 1’efficacité de la réponse immune
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spécifique grace a la phagocytose des corps apoptotiques contenant du virus, comme cela a ét¢

suggéré pour le vaccin antirabique atténué (Thoulouze et coll., 1997).

96



Présentation des travaux
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Présentation des travaux

»

“...tant qu’il y aura de ’avenir, toute vérité sera partielle.
Cheikh Hamidou Kane

L’aventure ambigué

OBJECTIFS

L’étude des anomalies de production de cytokines au cours de I’infection par le VIH a donné lieu a
des résultats parfois discordants, et ce travail visait a préciser au niveau cellulaire les relations
existant entre ces altérations et la pathogénese de 1’infection chronique;

L’apoptose jouant un role majeur dans 1’homéostasie du systéme immunitaire et étant
exacerbée au cours de la maladie a VIH, nous avons é€galement cherché a déterminer si cette
mortalité cellulaire accrue contribuait aux anomalies de production de cytokines, par I'intermédiaire
d’une fragilité particuliere de telle ou telle population T productrice de cytokines, et/ou par un

impact sur la sécrétion des cytokines synthétisées;

IL-10 IFNy

e Produite par les cellules T et B, les macrophages,
les polynucléaires €osinophiles, les kératinocytes;
¢ Fonctionnellement inclassable, généralement

immunosuppressive sur les cellules Tet les monocytes
(diminution de la production de cytokines et des
capacités de présentation d’antigene);
immunostimulatrice sur les cellules NK, et en
synergie avec d’autres cytokines, sur les mastocytes,
les lymphocytes T B. Elle favorise I’ ADCC par
I’augmentation de synthése d’IgM, G et A, et par
I’expression accrue du Fcy-R sur les macrophages (te
Velde ef coll., 1992).

¢ Seul représentant des IFN de type II ou immuns,

produit principalement par les cellules T et NK

¢ Prototype de la cytokine effectrice de type 1:
acteur majeur de I’activation des macrophages et
des cellules endothéliales (Orme et Cooper, 1999);
induit I’expression des antigénes de classe I mais
surtout de classe II du CMH sur les macrophages,
les cellules T et B; augmente 1’expression de 1’IL-
2-Ro, et a ainsi une action synergique avec 1’IL-2
sur le développement d’une réponse cytotoxique

effectrice.

Malgré leur bénéfice clinique évident, les associations antirétrovirales actuellement
disponibles ne permettent pas d’éradication virale ni de développement d’une réponse immunitaire

spécifique anti-VIH. Cette restauration immunitaire incomplete pourrait faire intervenir un
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déséquilibre persistant de production de cytokines, que nous avons cherché a évaluer dans une

cohorte de patients traités.

IL-4 TNFo
e Produite par des cellules de I’'immunité innée et les
lymphocytes T o ou ¥d, c’est le prototype de la e Produit par de trés nombreuses cellules dont les
cytokine de type 2: monocytes-macrophages et les lymphocytes T,
facteur de différenciation des cellules T naives vers molécule antitumorale dont I’identité avec la
un profil de type 2, et des cellules B pour la cachectine fut établie en 1985 (Beutler et coll.,
production d’IgE et d’IgG4, elle favorise (via 1985), il représente aujourd’hui le prototype de la
I’induction de 1’éotaxine et de MCP-1) le recrutement cytokine pro-inflammatoire;

des effecteurs de type 2 et des macrophages sur les
sites inflammatoires, contribuant a la protectrion

contre certains pathogenes extracellullaires; e Un des médiateurs moléculaires de 1I’AIA, sur

e Facteur de croissance des cellules qui il exerce cependant un rétro-contdle négatif
hématopoiétiques, des lymphocytes B et T, elle induit via ’activation de NF-kB (Akari ef coll., 2001);
I’apoptose de nombreux types cellulaires dont les e Régulateur majeur du trafic leucocytaire, il

précurseurs des DC2 (Rissoan et coll., 1999), les induit la migration des DC (Moser ef coll., 2000) et

polynucléaires €osinophiles, les mastocytes, les la production de chimiokines, nécessaires a
monocytes; elle protege de 1’apoptose les I’élaboration du granulome (Sedgwick ef coll.,
lymphocytes B, et via I'IL-2-Ry, les lymphocytes T 2000);
(Akbar et coll., 1993); e Son activité anti-virale s’exerce en synergie
¢ Cytokine anti-inflammatoire, elle inhibite avec les interférons de type 1 ou par lyse des
I’activation du macrophage et du lymphocyte T cellules infectées (Wong and Goeddel, 1986).

(expression de CD25; activité cytotoxique) (Castro et

coll., 1999).

RELEVANCE DE LA METHODOLOGIE UTILISEE

Compartiment étudié

La cytométrie de flux permet d'analyser la production de cytokines ex vivo au sein de sous-

populations cellulaires complexes sans nécessiter de séparation préalable, et en restant ainsi plus
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proche lors de I'étape de stimulation du micro-environnement existant in vivo. Cette technique
permet également une approche indirecte de la sécrétabilité de la protéine détectée, par l'utilisation

d'inhibiteurs de la sécrétion.

IL-12 IL-2
e Produite principalement chez 1’homme par les e Sécrétée par les thymocytes, les lymphocytes T

CPA (DC; lymphocytes B ; macrophages stimulés CD4+, CD8+ et Y9, les lymphocytes B, mais

via CD40-L) ; aussi les DC1 monocytaires (Granucci et coll.,
e Biologiquement active en tant qu’hétérodimere 2001), c’est un facteur de croissance des
35k/40k signalisant via I'IL-12-RB2 (exprimé sur cellules T;

les cellules CD4+ activées, les cellules CD8+, les
cellules NK); ¢ Elle protege la cellule de la voie intrinseque

de I’apoptose mais majore a ’inverse ’AIA

e Initialement décrite comme facteur de (Van Parijs ef coll., 1999);
stimulation des cellules NK. Entraine la e Cytokine de type 1 par son role dans I'immunité
différenciation des cellules T naives vers un a médiation cellulaire, elle permet le
profil de type 1 ; développement de la fonction CTL en

la boucle de production IL-12/IFNYy a sans doute | |augmentant I’expression de la perforine, de I'TFNy

un rdle majeur dans le maintien de cette réponse et du TNFa (Zou ef coll., 1999); elle partage avec

(Moser et coll., 2000). I'IL-15 (produite par de multiples cellules non
¢ Role antiapoptotique par inhibition de la lymphoides) une fonction d’activation des cellules
maturation des caspases 9 et 3 (Palmer et coll., NK.
2001).

La production de cytokines étant généralement un phénomene local et non systémique, la
polarisation des cellules T pour la production de cytokines pourrait étre un meilleur reflet de leur
role in vivo que le dosage plasmatique. Dans la maladie de Chauffard-Still par exemple (pathologie
inflammatoire articulaire) 1’évolutivité clinique est associ€ée a la présence de TNFo associé a la
cellule, alors que le TNFa. sérique est indétectable (Kriegler ef coll., 1988; Stambe et Wicks, 1998).

Les esters de phorbol utilisés pour la stimulation induisent un clivage important des
protéines ancrées a la membrane (Mullberg ef coll., 2000) et la technique que nous avons utilisée
étudie donc préférentiellement le compartiment golgien, qui correspond cependant a une voie
commune précoce entre cytokines destinées a étre sécrétées directement dans 1'environnement local
et cytokines destinées a étre exprimées a la membrane cellulaire aux cellules voisines (cf.

Introduction 1.2.5.).
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Relevance et limites de la stimulation polyclonale

Voie cellulaire d'activation

L'action combinée de la PMA et de la ionomycine, stimulation que nous avons utilisée, mimique
au niveau polyclonal l'activation médiée par le TCR au niveau clonal. Le calcium, signal
intracellulaire physiologique de I’activation lymphocytaire T, est principalement mobilis€ a partir
des réserves intracellulaires sous 1’action de la phospholipase C qui active le cycle des inositol-
triphosphates. La ionomycine, ionophore a calcium, reproduit pharmacologiquement cette
mobilisation du calcium intracellulaire. L’activation de la PKC par la PMA délivre le second signal
nécessaire a I’activation lymphocytaire T.

Ce type de stimulation apporte lors de I'infection par le VIH des informations sur la potentialité
a produire une cytokine donnée pour 1’ensemble du répertoire T, contrairement a la stimulation par
anti-CD3 + anti-CD28, la fréquence des cellules CD28- étant accrue au cours de la maladie
(Lieberman ef coll., 2001). Les éventuels défauts de co-signalisation sont également “ by-passés ”,
alors que par exemple une co-stimulation plus forte via B7 est nécessaire en stimulation peptidique
pour permettre ’activation du gene de I'IL-2 par des cellules naives, par rapport aux seuils

nécessaires pour I'IFNy ou I'IL-4 sur les cellules 8 mémoire (Carter ef coll., 1998; Moser et coll.,

2000).

Par contre cette technique n'apporte bien slir aucune information sur les capacités spécifiques de

réponse a un antigene donné.

Sous-populations analysées

En raison de la forte diminution d'expression de la molécule CD4 a la suite de la stimulation par
PMA et ionomycine, la population CD4+ est estimée indirectement par la population CD3+CDS-.
Cela peut conduire a une surestimation du nombre de CD4+ aux stades tardifs de la maladie du fait
de l'expansion de la population T y51 (Boullier et coll., 1995) qui est CD3+ mais aussi en partie

CDS8+. Par contre les risques d'interférence avec les populations NK (qui sont CD3-) sont faibles.
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Signification de la cellule 7-AAD+

L’apoptose induite apres stimulation par PMA et ionomycine a été analysée par marquage au 7-
AAD. La mort cellulaire dans ces conditions correspond bien majoritairement a un phénotype
apoptotique classique en microscopie €lectronique (Figure 15A), fait intervenir I’activation des
caspases (les caspases activées sont détectées par liaison de leurs substrats spécifiques fluorescents
reconstitués en DMSO (Caspatag®©), a la fois dans les populations a marquage intermédiaire ou
fort pour la 7-AAD (Figure 15C). L’intensité de cette apoptose est de plus corrélée a la
progression de I'infection (Figure 15B) tout comme 1’apoptose spontanée ou 1’apoptose induite
par stimulation anti-CD3 ou anti-Fas (Gougeon ef coll., 1996).

Le marquage par la 7-AAD exploite les anomalies précoces de perméabilit€ membranaire

de la cellule apoptotique, permettant la liaison de la 7-AAD a I’ADN nucléaire (Schmid ez coll.,

1994). Ce marquage est tres fortement corrélé avec la condensation cellulaire, avec 1’exposition a la
face externe de la membrane cellulaire de la phosphatidylsérine, et avec la détection en technique

TUNEL du clivage d’ADN (Lecoeur et Gougeon, 1996). 1l n’est pas exclu cependant que des

[ ka4

phénotypes de mort apoptotiques “ incomplets ” caspase-indépendants, et méme un faible
pourcentage de mort par nécrose primaire (Lecoeur et coll., 2001; Leist et Jaattela, 2001) soient

faiblement représentés au sein de la population 7-AAD+.
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Publication 1

Diffferential susceptibility to activation-induced-apoptosis
among peripheral Thl subsets. Correlation with Bcl-2
expression and consequences for AIDS pathogenesis

(Publié dans Journal of Immunology)
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PUBLICATION 1

Diffferential susceptibility to activation-induced-apoptosis among peripheral Thl

subsets. Correlation with Bcl-2 expression and consequences for AIDS pathogenesis

Cette étude transversale a ét€ conduite avant I'introduction des inhibiteurs de la protéase du VIH,
chez des patients a des stades vari€s de la maladie a VIH, mais prélevés a distance de toute
infection opportuniste.

Nous avons dans un premier temps analysé€ la potentialit€ des cellules T CD4+ et CD8+ a
produire apres stimulation polyclonale I'IL-2, les cytokines pro-inflammatoires IFNy et TNFoa., et
les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-13. La proportion de cellules T produisant de 1'TL-2
diminue fortement lors de la progression de la maladie (par anomalie quantitative mais aussi
qualitative des CD4+), celle des cellules T produisant de IFNy est préservée (par compensation au
niveau des CD8+ de la diminution de production observée au niveau des CD4+) et on observe une
diminution modérée du nombre de lymphocytes T produisant du TNFa, par déficit au niveau du
compartiment CD8+. La production de cytokines de type 2 chez les patients est rarement observée
(voir Figure 1A de I’annexe bibliographique 2). Quand elle est présente, c’est un événement tardif,
associé a des événements cliniques particuliers (IL-4 chez certains patients hospitalisés pour des
infections opportunistes; IL-13 et syndrome hyper-IgE), et médi€ majoritairement par la population
CD8+.

Nous avons ensuite analysé les sous-populations T productrices de ces cytokines. Chez les
sujets non infectés par le VIH, I'IL-2 et le TNFa sont produites par une fraction des cellules T
CD4+CD45RA+ CD45R0-, suggérant que toutes ces cellules ne sont pas fonctionnellement
naives. Cependant, la majorité de I'IL-2 est produite par les cellules CD4+CD45RA+, tandis que
I'TFNy est principalement synthétisé par les cellules CD8+CD45RO+. La déplétion progressive en
cellules CD4+CD45RA+ au cours de la progression de I'infection par le VIH est un composant
majeur de la décroissance du nombre de cellules CD4+IL-2+. La production d’IL-2 par les cellules
CD45RA+ résiduelles est également altérée.

Nous avons développé une méthode permettant 1'analyse simultanée de la synthese de
cytokines et de 1'apoptose, et montré chez les patients VIH+ qu’une majoration progressive de la
susceptibilit€ a I’apoptose des cellules T IL-2+ est €galement liée a la diminution de la fréquence de
ces cellules dans le sang périphérique. Il existe par ailleurs au sein des lymphocytes T de type 1,

chez les contrdles comme chez les patients, un gradient de susceptibilité a 1’apoptose en fonction du
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type de cytokine produit par la cellule. Les cellules TNFo+ sont plus susceptibles a 1’apoptose que

les cellules IFNy+, elles-mémes plus susceptibles que les cellules IL-2+. Les cellules productrices
d’IL-4 ont une fragilité faible, comparable a celles produisant de I'IL-2, tandis que les cellules
produisant de I'IL-13 ont une fragilit€¢ similaire a celle du TNFo (Figure 1B, annexe
bibliographique 2). Cette susceptibilité inégale a 1’ AIA est régulée en partie par I’expression de la
molécule Bcl-2.

Ces données montrent que lors de l'infection chronique par le VIH la potentialit¢ des
cellules T a produire des cytokines de type 1 est diminuée, sans le plus souvent de polarisation vers
un profil de type 2. La diminution des capacités de production d’IL-2 par les lymphocytes T,
étroitement liée a I'atteinte du compartiment CD45RA+, pourrait contribuer a la majoration de
1’apoptose. Nous proposons que cette apoptose accrue exerce un controle négatif préférentiel sur la
clairance des populations T productrices de TNFa, contrant ainsi leur expansion induite par la

réplication virale chronique.
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Differential Susceptibility to Activation-Induced Apoptosis
Among Peripheral Thl Subsets: Correlation with Bcl-2
Expression and Consequences for AIDS Pathogenesis’

Eric Ledru,* Hervé Lecoeur,* Sylvie Garcia,* Thierry Debord,” and Marie-Lise Gougeon®*

It has been proposed that HIV infection is associated with an imbalance in Th1 and Th2 subsets. Recent reports indicate that Th1
and Th2 effectors differ in their susceptibility to activation-induced apoptosis. To determine whether increased T cell apoptosis in
HIV-infected patients contributes to alterations in cytokine synthesis, we performed single-cell analysis of type 1 and type 2
cytokine production by CD4 and CD8 T cells, simultaneously with detection of apoptosis. We demonstrate that a differential
alteration in representation of Thl subsets, rather than commitment of T cells to secrete Th2 cytokines, occurs throughout HIV
infection. A significant decrease in the number of IL-2- or TNF-a-producing T cells was observed, whereas those producing IFN-y
remained preserved. Furthermore, there is a gradient of susceptibility to activation-induced apoptosis (IL-2 < IFN-y < TNF-«)
among the different Thl subsets. This gradient was detected in both CD4 and CD8 subsets, as well as in control donors and
HIV-infected patients, in whom the susceptibility to apoptosis of IL-2 and IFN-vy producers was increased compared with controls.
This differential intrinsic apoptosis susceptibility of Thl effectors was found to be tightly regulated by Bcl-2 expression. In
HIV-infected persons, disappearance of IL-2-producing T cells was a good indicator of disease progression and was correlated
with the progressive shrinkage of the CD4*CD45RA™ T cell compartment and a gradual increased susceptibility to activation-
induced apoptosis of the IL-2-producing subset. This close relationship between the CD45RA/CD45R0 ratio, the level of type 1
cytokine production, and susceptibility to apoptosis should be considered in HIV-infected patients under antiviral or immune-

based therapies.

the basis of their expression of the CD45 isoforms (1).

Upon activation, naive T cells down-regulate CD45RA
expression and differentiate into memory/effector CD45RO™ cells,
which are able to proliferate following subsequent exposure to
recall Ags. CD45RA™ and CD45RO™ T cells differ in the require-
ment for Ag-dependent activation and in the pattern of cytokine
production (2—4). Furthermore, according to the cytokine environ-
ment in which they develop and the nature of the costimulatory
signals delivered by the APCs, naive T cells can differentiate into
effector cells with polarized patterns of cytokine production. Th1
cells secrete IL-2, IFN-vy, and TNF-«, which are important medi-
ators of cellular immunity and are involved in activation of mac-
rophages; whereas Th2 cells secrete IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, and
IL-13, which provide help to B cells for Ig synthesis, mediate
eosinophilia, and antagonize the macrophage-activating action of
Th2 cytokines. In addition, a third subset of helper T cells has been

T cells can be divided into different functional subsets on
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identified, ThO cells, which produce both Th1l and Th2 cytokines
(5). Some pathologic situations are associated with an imbalance in
Thl and Th2 subsets, but the mechanisms underlying this imbal-
ance remain unclear (5). Recent reports indicate that Th1 effectors
differ from Th2 effectors in their susceptibility to activation-
induced apoptosis, with Th1 T cells being highly sensitive to Fas-
induced apoptosis (6-8).

Activation-induced apoptosis is involved in peripheral T cell
deletion and has been implicated in the loss of CD4 Th cells in
AIDS (9-12). HIV infection is characterized by a persistent im-
mune activation responsible for the continuous recruitment of
CD45R0™ effectors and the concomitant decline of the CD45RA™
naive compartment in both CD4 and CD8 subsets (13). This is
associated with an increased rate of spontaneous and activation-
induced apoptosis in both subsets, leading to the progressive al-
teration in T helper functions (14). This activation-induced dele-
tion of Th cells is accompanied by early impairment of cytokine
synthesis. It was proposed several years ago that a shift from Th1-
to Th2-type secretion during HIV infection might perturb the im-
mune system and lead to progression to AIDS (15). Since that
time, many studies reported alteration in cytokine production by T
cells of HIV-infected patients but discrepant results were found. A
decrease in IL-2 production by patients’ peripheral T cells in re-
sponse to Ag or mitogen stimulation or to TCR ligation, or a de-
crease in constitutive IL-2 mRNA expression, has been uniformly
reported (16-21). In contrast, IFN-y production was found to in-
crease (18, 22-25), decrease (20, 21), or remain unchanged as well
(26). Furthermore, analysis of CD4" T cell clones derived from
AIDS patients revealed a reduced number of clones producing
IL-2 and IFN-v, together with an increased number of ThO-type T
cell clones when compared with healthy controls (27-29). The
pattern of cytokines produced by an effector population can now be

0022-1767/98/$02.00
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Table I.  Clinical characteristics of the HIV-infected patients studied

Group 1 Group 2 Group 3
Patients  (CD4 > 28%)° (13% < CD4 = 28%) (CD4 = 13%)
n 14 34 16
Age, yr 36 (31-45)° 35 (3141) 36 (2942)
M/F ratio 13/1 31/3 15/1
CDC clinical A2 A:0 A:0
stage B:12 B:31 B:10
C:0 C:3 C:6
Antiretroviral  None:13 None:12 None:1
therapy RTI®:1 RTI2 RTIS
CD4/CD8 1.0 (0.9-1.2) 0.5 (0.3-0.8) 0.2 (0.1-0.3)

“ Patients were grouped on the basis of their ex vivo CD4 percentage, according
to the reference values of the CDC proposal (84).

® All quantitative data are expressed as median (25th percentile-75th percentile).

© RTI, association of two reverse transcriptase inhibitors.

analyzed using a single-cell analysis method that allows enumer-
ation of Th1/Th2 subsets derived from peripheral T cells stimu-
lated in short-term cultures and provides information on the num-
ber and the phenotype of cells that are potentially capable of
producing a given cytokine. To evaluate whether a specific com-
mitment to secrete certain Thl or Th2 cytokines is found at the T
cell level in HIV-infected patients and to investigate the basis of
alterations in the cytokine pattern, we have performed a single-cell
analysis of Thl (IL-2, IFN-vy, TNF-«) and Th2 (IL-4, IL-5, IL-13)
CD4- and CD8-producing cells and have determined whether per-
turbations in the proportions of CD45RA/CD45R0 T cells influ-
ence the cytokine pattern in HIV-infected patients. In addition, we
have asked whether alterations in the representation of some Thl
subsets was the consequence of a differential susceptibility to ac-
tivation-induced apoptosis. Our results indicate that there is no
commitment of T cells to secrete Th2 cytokines in HIV-infected
patients, but rather, a differential alteration in the representation of
Thl subsets. In particular, a significant decrease in the number of
IL-2-producing T cells with a preserved production of IFN-y was
observed throughout HIV infection, and this was directly related to
the shrinkage of the CD45RA T cell compartment as the infection
progressed. In addition, we report that among the different Thl
subsets, there is a gradient of susceptibility to activation-induced
apoptosis, which is regulated by Bcl-2 expression and which con-
tributes to the dysregulation in type 1 cytokine production
in AIDS.

Materials and Methods

Human blood samples and lymphocyte isolation

Peripheral blood samples were obtained from 64 HIV-1-infected patients at
the Service for Infectious Diseases, Bégin Military Hospital, St. Mandé,
France. Clinical characteristics of these patients are shown in Table I. None
of the patients studied received anti-HIV protease inhibitor, but some of
them received a bi-therapy consisting of the combination of two inhibitors
of the HIV reverse transcriptase, zidovudine + didanosine; zidovudine +
lamivudine; zidovudine + zalcitabine; and stavudine + lamivudine or di-
danosine. Controls (n = 22) were HIV-seronegative healthy blood donors
(Centre National de Transfusion Sanguine, Paris, France). PBMC were
isolated from heparinized blood by centrifugation on a Ficoll-Hypaque
(Pharmacia, Uppsala, Sweden) density gradient, washed, and resuspended
in complete medium composed of RPMI 1640 (BioWhittaker, Verviers,
Belgium) supplemented with 10% heat-inactivated FCS (Institut Jacques
Boy, Reims, France), 10 TU/ml penicillin, 10 wg/ml streptomycin, 20 mM
HEPES, and 2 mM L-glutamine.

Monoclonal Abs

The mouse mAbs specific for human surface Ags used in this study in-
cluded: anti-CD3 (IgGlk, clone SK7), anti-CD4 (IgG1k, clone SK3), anti-
CD8 (IgGlk, clone SK1) (Becton Dickinson, Pont de Claix, France); anti-

3195

CD45RA (IgGl, clone 2H4) and anti-CD45RO (IgG2ak, clone UCHL1)
(Becton Dickinson). All mAbs were directly coupled either to phyco-
erythrin (PE)* or to FITC, except for three-color immunofluorescence anal-
yses, in which anti-CD8 and anti-CD3 mAb conjugated with PerCP (Bec-
ton Dickinson) were used. Control Abs, including mouse PE-, FITC-, or
PerCP-conjugated IgG1k or IgG2ak (Becton Dickinson) were used for cell
surface labeling. Intracellular Bcl-2 protein was detected using anti-Bcl-2
mAb (IgGlk, clone 124; 0.2 mg) coupled to FITC purchased from Dako
(Glostrup, Denmark). Mouse FITC-conjugated IgG1k (Dako) was used as
control Ab for intracellular staining. For intracellular detection of cyto-
kines, the following mAbs were used: IL-2 clone MQ1-17H12, IL-4 clone
MP4-25D2, IL-5 clone TRFKS, IL-10 clone JES3-9D7, IL-13 clone
JES10-5A2, TNF-« clone Mabl1 (purchased from PharMingen, La Jolla,
CA); and IFN-vy clone 25-723 (obtained from Becton Dickinson). All
mAbs were conjugated with PE and used at 1/100 dilution, except the IL-4,
which was diluted at 1/1000, and the IFN-vy at 1/50.

Quantification of IL-2-, IFN-y-, and TNFa-producing T cells by
intracellular detection of cytokines

PBMC from healthy donors or from HIV-infected patients were stimulated
for 16 h with PPI (50 ng/ml PMA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
100 ng/ml PHA-A (Murex Diagnostic, Paris, France), and 300 ng/ml iono-
mycin (Sigma Chemical Co)). Brefeldin A (Sigma Chemical Co.) was
added at a concentration of 10 ug/ml during the last 12 h to inhibit cytokine
secretion. Enumeration at the single-cell level of cytokine-producing pe-
ripheral T cells was performed as previously described (30). Briefly, stim-
ulated PBMC were washed in PBS containing 1% BSA and 0.1% sodium
azide (PBS-BSA-NaN;) and incubated in the same buffer with FITC-
conjugated anti-CD3 or anti-CD8 mAbs and 20 ug/ml of 7-amino-actino-
mycin D (7-AAD) (Sigma Chemical Co.). 7-AAD staining was performed
to discriminate between living and apoptotic cell (including early apoptotic
cells), as previously shown (31, 32). Stained cells were further washed in
PBS-BSA-NaN; containing 20 ug/ml of actinomycin D (AD; Sigma
Chemical Co.) fixed in PBS-BSA-NaN;-AD containing 1% paraformalde-
hyde for 15 min at +4°C. Fixed cells were then permeabilized by incu-
bation for 15 min with 0.05% (w/v) SAP (Sigma Chemical Co.) diluted in
PBS-BSA-NaN;-AD, at room temperature. Intracellular cytokine staining
was then performed with PE-conjugated anti-cytokine mAbs in SAP buffer
containing 20 pg/ml of AD for 30 min at 4°C. Double-stained cells were
washed in PBS-BSA-NaN;-AD, fixed with 1% paraformaldehyde in PBS-
BSA-NaN;-AD, and immediately applied to a FACScan flow cytometer
(Becton Dickinson). For each sample, 20,000 stained cells were acquired
and analyzed with LYSYS II software (Becton Dickinson). Cytokine pro-
duction was evaluated on both living and apoptotic T cells.

Combined analysis in peripheral T lymphocytes of their
susceptibility to activation-induced apoptosis in relation to the
cytokine produced

To analyze in blood T cells the relationship between the synthesis of a
given cytokine and the propensity to undergo apoptosis, PBMC were stim-
ulated 16 h with PPI and triple stained with FITC-conjugated anti-CD3 or
anti-CD8 mAbs, PE-conjugated anti-cytokine mAbs, and the nuclear dye
7-AAD, as detailed above. The spectral properties of 7-AAD allow the
staining of apoptotic cells by fluorescence emission in the red channel FL-3
(650 nm < wavelength < 850 nm), and the simultaneous labeling of cell
surface Ags (FL-1 and FL-2) (31, 32). For each sample, 20,000 events were
immediately placed on a FACScan flow cytometer, and apoptotic cells
were quantified according to their 7-AAD staining. The combination of
intracellular staining with anti-cytokine mAbs and nuclear staining with
7-AAD on stimulated T cells permitted analysis of the propensity of a
given type 1 subset to undergo activation-induced cell death.

Bcl-2 intracellular staining and its relation to apoptosis

Intracellular detection of Bcl-2 protein within T cell subsets was performed
as described previously (33). 5 X 10° PBMCs stimulated with PPI for 16 h
were washed in PBS-BSA-NaN; and incubated with PE- and/or PerCP-
conjugated mAbs specific for T cell surface Ags, and in some experiments,
with the nuclear dye 7-AAD to detect apoptosis, as described above. The
stained cells were further washed in PBS-BSA-NaN,, fixed in 1% para-
formaldehyde (Sigma Chemical Co.) for 20 min at room temperature,
washed in PBS, and then incubated for 15 min at +4°C in PBS-BSA-NaN;,

3 Abbreviations used in this paper: PE, phycoerythrin; AD, actinomycin D; 7-AAD,
7-amino actinomycin D; PPI, phytohemagglutinin, phorbol myristate acetate, and
ionomycin; FasL, Fas ligand; SAP, saponin.
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containing 0.05% (w/v) SAP (Sigma Chemical Co). They were then intra-
cellularly stained with FITC-conjugated anti-Bcl-2 mAbs and, in some
experiments, with PE-conjugated anti-cytokine mAbs, in SAP buffer for 30
min at RT. Finally, the labeled cells were washed in SAP buffer, fixed with
1% paraformaldehyde in PBS, and immediately applied to a FACScan flow
cytometer (Becton Dickinson). The relation between Bcl-2 expression and
the percentage of apoptotic (7-AAD™") T cells was analyzed for each cy-
tokine-positive subset with LYSYS II software (Becton Dickinson).

Stastistical analyses

Statistical analyses included the Mann-Whitney test, Wilcoxon matched
pairs test, Spearman regression analysis, and ¥ test. A p value < 0.05 was
considered significant.

Results

HIV infection is associated with early alterations in the
proportions of T cells producing type 1 cytokines rather than an
enrichment in T cells producing type 2 cytokines

To measure accurately the Thl and Th2 populations and to deter-
mine their respective proportions at different stages of HIV infec-
tion, we used a method of single-cell analysis by flow cytometry.
PBMC from control donors or HIV-infected persons were stimu-
lated for 16 h with PPI, and cells were surface stained with anti-
CD3 mAbs and intracellularly stained with mAbs against the Thl
cytokines IL-2, IFN-y, and TNF-o and the Th2 cytokines IL-4,
IL-5, and IL-13. Figure 1A shows representative stainings for IL-2,
TNF-a, and IFN-v in stimulated PBMC of a control donor and of
an HIV-infected patient belonging to group 2 (13% < CD4 <
28%). The proportion of T cells synthesizing IL-2 was signifi-
cantly decreased in the HIV-infected donor (18.5% of CD3 T cells
were IL-2" compared with 56% in the control donor), whereas the
percentage of T cells synthesizing IFN-y was slightly increased
(30.0% of CD3 T cells were IFN-y™ in the patient compared with
20% in the control donor). The proportion of T cells synthesizing
TNF-a was decreased in the patient (14.0% of CD3 T cells were
TNF-a™ vs 35.0% in the control donor).

These alterations in type 1 cytokine production were confirmed
when a panel of 62 HIV-infected patients was analyzed (Fig. 1B).
Indeed, the proportion of CD3 T cells producing IL-2 was signif-
icantly lower in HIV-infected persons compared with control do-
nors (median value 21.0% in patients vs 37.0% in controls, p <
0.0003). A decrease was also found in the proportion of CD3 T
cells synthesizing TNF-a (median value 27.9% in patients vs
33.4% in controls, p < 0.01). In contrast, the percentage of T cells
producing IFN-y was not significantly modified when the whole
patient population (median value 17.2% in patients vs 16.4% in
controls) was taken into consideration, although an increase in
IFN-y-producing T cells was observed in patients in groups 2 and
3 vs group 1 (Fig. 1B). The decreased proportion of T cells syn-
thesizing IL-2 and TNF-« in HIV-infected persons was an early
phenomenon, detected in patients with mild immune deficiency
(group 2, 13% < CD4 < 28%). It is noteworthy that, both in
control donors and in patients, T cells that simultaneously pro-
duced two type 1 cytokines were hardly detected (data not shown).

A similar approach was used to quantify T cells producing type
2 cytokines. The detection of IL-4, IL-5, or IL-13" T cells was
performed in the PBMC of controls (n = 8) or patients (n = 18)
stimulated for 16 h with PPI. The proportion of IL-4 or IL-5* CD3
T cells was very low in control donors (median values 1.7% for
IL-4 and <1% for IL-5) and remained unchanged in patients (me-
dian values 1.6% for IL-4 and <1% for IL-5). IL-10 production
was always < 1%, in control donors as well as in HIV-infected
patients. T cells producing IL-13 were not detected in controls or
in patients from groups 1 or 2 (median value <1%). In contrast, in

DIFFERENTIAL SUSCEPTIBILITY TO APOPTOSIS AMONG Thl SUBSETS

some advanced patients suffering from a hyper-IgE syndrome, IL-
13" T cells were detected and their proportion could represent
26% of total CD3 T cells. Type 2-producing T cells were mainly
of the CD8 phenotype (data not shown).

Taken together, these observations indicate that, under these
conditions of stimulation, the previously reported perturbations in
Th1/Th2 balance throughout HIV infection (34) are not detected at
the peripheral T cell level at early stages of HIV infection. The
only type 2 cytokine detected was IL-13, but only in some AIDS
patients with hyper-IgE syndrome.

Differential alteration in CD4 and CD8 subsets from HIV-
infected persons in their synthesis of IL-2, IFN-v, and TNFo

For each type 1 cytokine synthesized, the respective contribution
of the CD4 and CD8 T cell subsets in their synthesis was assessed.
Because of the down-modulation of the CD4 molecule on PPI-
stimulated T cells, the percentage of CD4 T cells producing a
given cytokine was considered as the percentage of CD3+CD8™
cells producing this cytokine. Figure 2 shows the proportion of
CD4 and CD8 T cells synthesizing IL-2, IFN-vy or TNF-« in 16hr-
PPI stimulated PBMC. In control donors, IL-2 is mainly produced
by the CD4 T cell subset whereas IFN-y and TNF-« are synthe-
sized in similar proportions by both CD4 and CDS8 subsets. In
HIV-infected patients, the proportion of CD4 T cells producing
IL-2 strongly decreased, particularly at advanced stages of the in-
fection. In contrast, the ability of the CD8 subset to synthesize IL-2
was unchanged in HIV-infected persons (Fig. 2). The global de-
crease in the proportion of IL-2-synthesizing T cells observed in
patients therefore appears to be the consequence of both a reduced
number of peripheral CD4 T cells and a reduced capacity of the
remaining CD4 T cells to synthesize IL-2 upon activation.

IFN-vy was produced in similar proportions by CD4 and CD8 T
cells in controls’ PBMC whereas the CD8 subset generally con-
tributed in a greater proportion to IFN-y production in patients’
PBMC (Fig. 2). As reported above, IFN-vy production by T cells
appeared therefore to be preserved and sometimes enhanced
throughout HIV infection, due to both an increase in the number of
CD8 T cells and an increased capacity of these cells to produce
IFN-vy. A different situation was found for TNF-a. Both CD4 and
CD8 subsets equally contributed to TNF-a synthesis in control
donors. In patients, a decreased proportion of CD8 T cells produc-
ing TNF-a was observed (Fig. 2). The reduction in the proportion
of T cells able to produce TNF-a throughout HIV infection there-
fore appears to be the consequence of both a reduced capacity of
CD8 T cells to synthesize TNF-a and a reduced number of pe-
ripheral CD4 T cells.

Heterogeneity in the synthesis of type 1 cytokines among
CD45RA™ and CD45RA™T cell subsets

Although the CD45RA compartment exhibits a lower proliferative
activity in response to recall Ags or TCR ligation, a recent study
showed that, following PMA + ionomycin activation, CD45RA™
T cells have a low but significant capacity to secrete several cy-
tokines, mainly IL-2, TNF-a and GM-CSF (4, 35). The flow cy-
tometric analysis at the single-cell level allows identification of a
possible commitment to cytokine production of a given subset. To
define whether the CD45RA™ and CD45RA™ subsets showed a
differential ability to produce type 1 cytokines, PBMC from
healthy donors were stimulated with PPI and the synthesis of IL-2,
IFN-y and TNF-a was measured in the CD45RA™ subset (Fig. 3).
All three cytokines were produced by both CD45RA™ and
CD45RA™ subsets, but a distinct pattern was observed for each
subset. The majority of IL-2-producing CD3 T cells was detected
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FIGURE 1. Single-cell analysis of CD3 T cells producing cytokines. PBMCs from healthy subjects or HIV-infected donors were cultured for 16 h in
the presence of PPIL. Brefeldin A was added during the last 12 h of culture. Cells were first stained with anti-CD3 mAbs, then permeabilized and stained
with anti-cytokine mAbs. Analysis of cytokine production was performed on total (living + apoptotic) T cells. A, FACScan dot plots from representative
control and HIV-infected patient from group 2 (13% < CD4 = 28%). Numbers in each quadrant of the dot plots correspond to the percentage of PBMCs
in each quadrant. Numbers in bold correspond to the percentage of cytokine-positive cells among CD3™" T cells. B, Similar analysis on PBMCs from 24
healthy subjects and 63 HIV-infected patients, classified according to their ex vivo CD4* percentage. Boxes and whisker plots represent range, 25th and
75th percentiles, and median value of the percentages of cytokine-positive cells among CD3 T cells. Arrows compare groups when p value is < 0.05

(Mann-Whitney test).

in the CD45RA™ compartment whereas IFN-y producers were
mainly detected in the CD45RA™ compartment. The TNF-« pro-
ducers were found equally distributed among CD45RA™ and
CD45RA™ subsets (Fig. 3A).

The important contribution of the CD45RA™ subset in the pro-
duction of IL-2 was observed in both the CD4 and CDS subsets. As
shown in Figure 3B, more than 50% of IL-2 CD4 T cell producers
and more than 60% of IL-2 CD8 T cell producers were CD45RA™
in most of the healthy donors tested This is in striking contrast with
the situation observed for the two other cytokines, IFN-y and
TNF-«, which appeared to be mainly synthesized by the CD45R0

compartment in both CD4 and CDS8 subsets (Fig. 3B). Surpris-
ingly, in spite of some alterations in the proportions of CD4 and
CD8 T cells producing those cytokines in HIV-infected patients
(Fig. 1), their distribution in the CD45RA and CD45R0 compart-
ments were unchanged. In particular, IL-2 was still primarily pro-
duced by CD45RA™ cells in both CD4 and CDS$ subsets (Fig. 3B).

It was reported that CD45RA molecule could be re-expressed on
T cell clones following stimulation with PMA and ionomycin (36)
and that phenotypic conversion from CD45R0 to a CD45RA could
occur after PHA long-term in vitro stimulation (3). To verify the
stability of CD45RA expression on peripheral T cells activated by
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FIGURE 2. Comparative analysis of cytokine production by CD4 T cells and CD8 T cells. PBMCs from 9 controls and 18 HIV-infected patients were
stimulated as described in Figure 1. Percentages of cytokine-positive CD4 T cells were obtained on CD3*CD8™ T cell subsets, because of the down-
regulation of the CD4 molecule. A, control donors; O, HIV-infected patients with CD4 > 13%; @, HIV-infected patients with CD4 < 13%. Horizontal
bars show median values. Statistical comparisons were performed using the Mann-Whitney test between controls and patients and the Wilcoxon matched
pairs test between T cell subsets from the same group of donors. Arrows indicate p < 0.05.

PPI, the experiments reported on Figure 3 were also performed on
PBMC selectively depleted of CD45RA or CD45RO0 T cells. Both
CD45RA and CD45R0 phenotypes were found to be quite stable
after 16 h of PPI stimulation (data not shown).

The decrease in IL-2 producers throughout HIV infection is
directly related to the loss of naive CD45RA™ CD4™ T cells

Recent studies demonstrated that HIV disease involves the loss of
naive CD4 and CD8 T cells leading to an altered naive/memory T
cell representation (13, 30). Since we observed that IL-2 was pref-
erentially produced by CD45RA™ T cells, we tested whether the
decrease in IL-2 producers throughout HIV infection was related
to the loss of CD45RA™ T cells. As shown in Figs. 44, the loss of
the CD45RA compartment detected in HIV-infected persons par-
alleled the decrease in the proportion of CD3 T cells synthesizing
IL-2. Analysis of the composition in cytokine-secreting cells fol-
lowing PPI stimulation of the CD45RA compartment in both CD4
and CDS8 subsets is shown in Figure 4B. The most striking differ-
ence in the composition of the CD45RA subset in patients vs con-
trols was observed for the production of IL-2 by CD4 T cells.
Indeed, the reduction in the size of the CD4*CD45RA™ compart-
ment in HIV disease was associated with the loss of IL-2 producers
which represented only a mean of 39% of the CD4"CD45RA™
subset in patients vs 56% in controls (Fig. 4B). However, a reduc-
tion in the relative proportions of IFN-y- and TNF-a-producing T
cells in the CD4" CD45RA™ compartment, although less dra-
matic, was also observed in patients (3% vs 6% for IFN-y and 25%
vs 34% for TNF-a in patients vs controls respectively). Surpris-
ingly, although decreased in size, the CD8*CD45RA™ compart-
ment in patients was not modified with respect to its composition
in cytokine-producing subsets (Fig. 4B). The proportion of IL-2
producers represented 24% of the CD8+*CD45RA™ subset in pa-
tients vs 27% in controls, and that of IFN-y and TNF-a was 16%
vs 18% and 19% vs 21% in patients and controls respectively. It is
noteworthy that a high proportion of CD45RA™ T cells in patients
did not secrete either IL-2 or IFN-y or TNF-« (Fig. 4B). This

nonsecreting population was particularly important in the CD4
subset of patients where it represented 33% of the
CD4*CD45RA™ T cells compared with 3% in controls (p <
0.0001). Although large in the CD8"CD45RA™ subset, this pop-
ulation was not significantly different in patients and controls (Fig.
4B). In the CD45R0" populations, the nonsecreting population
was only slightly increased in HIV-infected patients (data not
shown).

To determine the relationship between the loss of CD45RA™* T
cells and the alterations in cytokine production throughout HIV
infection, the proportion of CD45RA™ T cells was plotted against
the percentages of cytokine-producing cells in CD4 or CD8 T cells
(Fig. 5). As expected from the previous observations, the shrinking
of the CD45RA™ T cell compartment has a direct consequence on
the production of IL-2 by CD4 T cells, since a statistically signif-
icant correlation was found between the percentage of CD45RA™
T cells and the percentage of IL-2-producing CD4 T cells. The
production of IFN-y and TNF-a were not dependent on the alter-
ation of the CD45RA subset (Fig. 5). Altogether, these observa-
tions indicate that the dramatic decrease in IL-2 production
throughout HIV infection might be primarily a consequence of the
loss of naive CD45RA™ T cells, which does not affect the pro-
duction of other type 1 cytokines predominantly synthesized by the
CD45R0™ subset.

Differential susceptibility to activation-induced apoptosis of Thl
subsets

CD4 and CD8 T lymphocytes of HIV-infected persons show an
increased susceptibility to spontaneous and activation-induced ap-
optosis (37, 38), which is correlated with the in vivo activation
state of peripheral lymphocytes and with disease progression (14).
Because the fragility of CD45RA™ T cells was found to be greater
in patients compared with controls, although less than in the
CD45RO™ subset (14), we asked whether the disappearance of
IL-2-producing T cells throughout HIV infection was related to



The Journal of Immunology

A

CD45RA positive cells

IL-2: CD45RAT = 68.0%

TNF-0: CD45RAT = 41.0%

Relative cell number

IFN-y: CD45RAT= 20.0%

CD4+ CD8+
100
- B
] :
c o
= é 8o . o %
3 w L] L] hd
oS 3 o o
oA 60 O 'Y
SO 8 :
g E © 4- ® o . oo
s° I o o | o » S
£ 40 o . 2 3
£5 L R T B
< © ° o * °+ -~ 3
3 é 20 oo | o °
[=3 L ]
- _%_.. o ®
o (ol " 3 ©
IL-2 IFNy TNFo IL-2 IFNY TNFo

FIGURE 3. Contribution of the CD45RA™ T cell population to cyto-
kine production. PPI-stimulated PBMCs were dual stained with anti-CD3
(or anti-CD8) mAbs and anti-CD45RA mAbs. Cells were then permeabil-
ized and intracellularly stained with anti-cytokine mAbs. A, Histograms
from one representative control donor. The proportion of CD3 T cells
synthesizing IL-2, TNF-«, and IFN-y was 39, 23, and 11%, respectively.
The percentages of CD45SRA™ T cells among each cytokine-producing
subset are indicated. B, Similar analysis performed on CD4 T cells and on
CD8 T cells from 7 controls O and 11 HIV-infected patients (@). Hori-
zontal bars show median values. Arrows indicate statistical differences be-
tween the percentages of cytokine-producing subsets (Wilcoxon matched
pairs test, p < 0.05). No significant difference was observed between pa-
tients and controls for each cytokine subset (Mann-Whitney test).

their susceptibility to activation-induced apoptosis. The rate of ap-
optosis among the different cytokine-producing T cell subsets was
quantified by flow cytometry. PBMCs were activated with PPI for
16 h and triple stained with surface CD3-specific mAbs, intracel-
lular cytokine-specific mAbs, and with the nuclear dye 7-AAD for
the detection of apoptotic cells. The median rate of apoptosis in
CD3 T cells under these conditions of activation was 40.6% in
patients compared with 18.8% in controls (p < 0.0001). More-
ovet, this rate of apoptosis in CD3 T cells was found to correlate
in HIV-infected donors with disease progression, as assessed by
the ex vivo CD4 percentage (r = —0.53, p < 0.0001, n = 58). A
representative analysis of apoptosis among cytokine-producing
CD3 T cells from control donors and HIV-infected patients is
shown on Figure 6A. Interestingly, we found an important heter-
ogeneity in the susceptibility to activation-induced apoptosis of
Thl CD3 T cells in control donors. A low level of apoptosis was
detected in IL-2 producers, whereas IFN-y and TNF-a producers
showed a higher propensity to undergo apoptosis following acti-
vation (p < 0.05 and p < 0.001 vs IL-2, respectively; Table II).
This differential susceptibility to apoptosis of Th1 CD3 T cells was
similarly observed in HIV-infected patients. However, the rate of
apoptosis in each subset was significantly higher for IL-2 produc-
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FIGURE 4. Relationship between the decrease in the CD45RA™ com-
partment and the proportion of IL-2 producers in HIV infection. A, Per-
centages of CD45RA cells among total PBMCs or IL-2 T cells among CD3
T cells from 24 controls or 63 patients. Histograms represents the mean
values and SDs of the ex vivo percentage of CD45RA™ cells among
PBMCs. Numbers represent the clinical groups of HIV-infected pa-
tients, and C represents control donors. B, Vertical axis compares the
percentages of CD45RA™ cells among CD4 or the CD8 T cells from 7
controls or 11 patients. The proportion of IL-2-, IFN-vy-, or TNF-a-
producing cells among the CD45RA T cells is indicated. T cells se-
creting none of these three cytokines are indicated as Other. Arrows
indicate significant statistical comparisons calculated by the Mann-
Whitney test. *, x* test, p < 0.0001.

ers (p < 0.0001 vs controls); for IFN-vy producers (p < 0.0001 vs
controls); and for the TNF-« producers (p < 0.0001 vs controls)
(Table II). When this same analysis was performed in the CD4 and
CD8 T cell subsets, the gradient in the degree of susceptibility to
apoptosis observed among cytokine-producing CD3 T cells (IL-
2 < IFN-y < TNF-a) was also found at the level of the two T cell
subsets (Fig. 6B). In control donors, IL-2 producers appeared very
resistant to activation-induced apoptosis in both CD4 and CDS§
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subsets. In contrast, TNF-o producers were highly susceptible to
apoptosis; this was particularly evident in the CDS8 subset. CD4
and CDS8 cells producing IFN-vy were in an intermediate position,
with marked fragility of these cells in several healthy donors (Fig.
6B). In HIV-infected patients, this differential fragility of type 1
cytokine-producers among CD4 and CD8 T cells followed the
same order, but the rate of activation-induced apoptosis was sig-
nificantly higher in some of these producers as compared with their
counterparts in control donors. In the CD4 subset, the proportion
of apoptotic cells was increased in IL-2- and IFN-y-synthesiz-
ing cells, while not significantly different from controls in TNF-
a-producing cells. In the CD8 subset, only the IFN-vy producers
exhibited a significantly higher level of apoptosis as compared
with controls (Fig. 6B).

The differential susceptibility to activation-induced apoptosis of
Thl subsets is related to variable levels of Bcl-2 expression

Following activation, T lymphocytes expand and differentiate into
effectors despite the expression of death factors. Signal transduc-
tion pathways exist, therefore, which inhibit apoptosis through the
expression of survival factors such as proteins from the Bcl-2 fam-
ily (39). To determine whether differential Bcl-2 expression may
account for the heterogeneity in the susceptibility to apoptosis be-
tween the different cytokine producers, we compared the intracel-
lular expression of Bcl-2 among these different subsets following
PPI activation. We previously reported that three levels of Bcl-2
expression were detected on freshly isolated peripheral T cells,

associated with differential susceptibility to spontaneous and Fas-
mediated apoptosis (30, 33). Figure 7A shows the analysis of in-
tracellular Bcl-2 expression on the three different cytokine-produc-
ing subsets following PPI activation of PBMCs. The representative
profiles in Figure 7 were obtained with T cells from an HIV-
infected donor, but were quite similar for T cells of control donors.
Striking differences in the proportions of low (L), normal (N), and
high (H) Bcl-2-expressing T cells were detected among the three
subsets. Interestingly, IL-2 producers expressed a very high level
of Bcl-2 (89% of them were Bcl-2 H). In contrast, IFN-y and
TNF-« producers were equally distributed in Bcl-2 N and H sub-
sets (Fig. 7A). The relation between Bcl-2 expression and the sus-
ceptibility to activation-induced apoptosis was analyzed by quan-
tifying, with the 7-AAD dye, the proportion of apoptotic cells
within B¢l-2 L, N, and H subsets. Similar to the situation observed
for spontaneous and Fas-mediated apoptosis of peripheral T cells
(30, 33), a correlation was found between the level of Bcl-2 ex-
pression and the propensity of PPI-activated T cells to undergo
apoptosis: 94% of Bcl-2 L cells were apoptotic after 16 h of PPI
activation vs only 14% in the Bcl-2 H cells and 50% in the Bcl-2
N cells (Fig. 7B). When analyzing the three Thl subsets after PPI
activation, a similar correlation was found between the level of
Bcl-2 expression and the rate of apoptosis, the Bcl-2 (L + N) being
more susceptible to apoptosis than the Bcl-2 H cells (Fig. 7C).
Consequently, as shown in Table II, the gradient of susceptibility
to activation-induced apoptosis among the cytokine producers (IL-
2 < IFN-y < TNF-a) was found correlated with a gradient in
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FIGURE 6. Differential susceptibility to activation-induced apoptosis of Thl subsets. PPI-stimulated PBMC were analyzed after a combination of
intracellular staining with anti-cytokine mAbs and nuclear staining with 7-AAD. A, Representative dot plots of the staining on CD3T cells from a control
and an HIV-infected donor of group 2 are shown. The number in the left quadrant indicates the percentage of corresponding cytokine-positive cells among
living cells; the number in the right quadrant indicates the percentage of cytokine-positive cells among apopotic cells. The number in brackets indicates
the proportion of apoptotic cells among the corresponding cytokine-positive subset. B, Analysis was performed on CD4 and CD8 subsets from 9 controls
and 19 HIV-infected donors; the percentage of apoptotic cells in each cytokine-positive subset is shown. Horizontal bars show median values. Arrows
indicate statistical differences between the percentages of cytokine-producing subsets (Wilcoxon matched pairs test, p < 0.05). The p values at the bottom
of the figure indicate the statistical comparisons between controls and HIV-infected donors (Mann-Whitney test).

Bcl-2 expression: the resistance to apoptosis of IL-2 producers was
due to the very low proportion of Bcl-2 (L + N) cells, whereas the
greater susceptibility of IFN-y and TNF-a producers was related
to an increased proportion of Bcl-2 (L + N) cells (Table II). In

HIV infection, a global decrease in Bcl-2 expression was detected
in the three Thl subsets, and consequently, an increased rate of
apoptosis was observed for each Thl subset compared with its
counterpart in control donors (Table II).
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Table II.  Susceptibility to apoptosis and Bcl-2 expression by CD3* T
cells according to cytokine production®

Controls HIV-Infected

% Apoptosis® % (L + N) Bcl-2> % Apoptosis® % (L + N) Bcl-2?

Subset (n = 20) (n=26) (n = 56) n=28)
IL-2 87x14 46=* 18 21.6 = 1.7 11.0 =19
IFN-y 167 = 3.3° 16.8 + 8.0° 329 = 1.8° 34.6 £5.1°
TNF-a 21.5 = 3.8¢ 249 + 477 40.0 =2.1¢ 347 £ 4.4

“ PBMCs, stimulated for 16 h with PMA, ionomycin, and PMA (in the presence
of brefeldin A during the last 12 h of culture), were stained with anti-CD3 mAbs (and
7-AAD for apoptosis quantification), then permeabilized and stained intracellularly
with anti-cytokine mAbs (and anti-Bcl-2 mAbs for study of Bcl-2 expression). Anal-
ysis was performed on the CD3" subset.

®Mean = SEM. L, low; N, normal.

¢p < 0.05 vs IL-2-producing cells (Wilcoxon matched pairs test).

“p < 0.05 vs IL-2- and IFN-y-producing cells.

The rate of apoptosis in IL-2-producing T cells is associated
with disease progression

To assess whether increased apoptosis in cytokine-producing
subsets was correlated with the observed defects in cytokine
production throughout HIV infection, the percentage of activation-
induced apoptosis in a given Thl subset was plotted against the
percentage of this Thl subset among CD3 T cells. As shown in

DIFFERENTIAL SUSCEPTIBILITY TO APOPTOSIS AMONG Thl SUBSETS

Figure 8 (upper panel), the decrease in the number of IL-2 pro-
ducers was significantly associated with increased apoptosis in this
subset. A similar trend was observed for TNF-«, whereas no cor-
relation could be observed between the rate of apoptosis in IFN-y
producers and their proportion. To define whether the increased
priming for apoptosis of Thl subsets in patients was related to
disease progression, the percentage of activation-induced apo-
ptosis in each subset was plotted against the ex vivo percentage
of CD4 T cells. As shown in Figure 8, lower panel, the in-
creased rate of apoptosis in CD3 T cells synthesizing IL-2 or
TNF-a significantly correlated with the ex vivo drop of CD4 T
cells, whereas no correlation was found between the rate of
apoptosis in IFN-vy producers and disease progression.

Discussion

HIV infection is characterized by the progressive disappearance of
the CD45RA™ naive compartment and a relative increase in num-
bers of activated/memory CD45R0™ cells (13). In the present
study, we first investigated how perturbations in the proportions of
these two populations would contribute to the modified pattern of
cytokine production during HIV infection. To analyze the actual
capacity of peripheral cells to produce a given cytokine, without
any in vitro selection by multiple restimulation, we enumerated
cytokine-producing cells by single-cell analysis after a short period
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of polyclonal stimulation. We report that significant alterations in
the proportions of T cells producing type 1 cytokines was observed
in patients upon HIV infection, rather than a shift from Th1 to Th2
subsets as proposed by Clerici et al. (34). Using this approach, we
found that peripheral T cells from control donors are not primed
for Th2 cytokines, since a very low proportion produce IL-4, IL-5,
or IL-13. Similar low proportions of Th2 cells were found in HIV-
infected donors. The only exceptions were observed for several
AIDS patients with hyper-IgE or Job-like syndrome, who showed
an increased proportion of peripheral IL-13 producers. When de-
tected, Th2 cytokines were mainly produced by CD8 T cells (data
not shown); our data are compatible with the reports of CD8™ T
cells with a type 2 phenotype in HIV-infected persons with hyper-
IgE syndrome (40, 41) and with other reports failing to detect
increased IL-4 production in stimulated PBMC, purified CD4 T
cells, or in CD4 T cell clones from HIV-infected patients (21, 28,
42-44). Nevertheless, our study does not rule out the possibility of
an increased type 2 cytokine synthesis by non-T cells during HIV
infection.

Single-cell analysis of IL-2-, IFN-y-, and TNF-a-producing
cells at the CD4 and CD8 T cell levels revealed that IL-2 was the
only cytokine in which synthesis was reduced at the CD4 T cell
level in HIV-infected patients (Fig. 2). Interestingly, our study
reveals that IL-2 is, for the most part, produced by
CD4"CD45RA™ T cells (Fig. 3). The reduction in the percentage
of IL-2-producing cells throughout HIV infection appears to be a
consequence of the shrinkage of the CD4"CD45RA™ compart-

ment and is also associated with the impairment in cytokine syn-
thesis of the remaining CD4*CD45RA™ cells (Fig. 4). The pro-
gressive reduction of CD45RA™ T cells had no consequence on
IFN-vy synthesis. Indeed, our approach indicated that IFN-vy is
mainly produced by CD45R0 CD8 T cells, a subset that is ex-
panded throughout HIV infection (13). As a consequence, the pro-
portion of IFN-y-producing cells in HIV-infected patients was
found unchanged and sometimes increased as compared with
healthy donors (Figs. 1 and 2). Although these data are discrepant
with a few reports on CD4 T cell clones or peripheral T cells (21,
29), they are in agreement with others showing an increased ca-
pacity of patients” T cells to produce IFN-vy or to express IFN-y
mRNA (18, 22, 24, 25). In fact, in agreement with a previous
report on cytokine gene expression (18), our data show that HIV
infection is associated with a clear dissociation at the T cell level
in the patterns of IL-2 and IFN-vy synthesis, indicating that HIV
disease is associated with alterations among Thl subsets. Such
alterations appeared to be the consequence of modifications in the
proportions of CD45RA and CD45R0 subsets. The polarization of
CD45RA T cells to IL-2 synthesis and of CD45RO0 T cells to IFN-y
synthesis has already been described in healthy donors (2, 3), and
recent studies have confirmed that cytokine polarization was an
intrinsic characteristic of these subsets (4). In HIV infection, im-
pairment of IL-2 synthesis is due to a quantitative and qualitative
alteration of the CD45RA subset. The influence of the size of the
CD45RA compartment on the type of cytokine secreted during
diseases was also reported in atopic patients in whom IgE and IgA
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production was found to be associated with an increase in the
CD45RA™ cell number (45).

The powerful proinflammatory cytokine TNF-«, produced by
monocytes/macrophages and also by T cells, may play an impor-
tant role in activating HIV replication in patients (46, 47). Con-
tradictory results on TNF-a production in HIV infection have been
reported and may be attributable to different methodologic ap-
proaches (18, 23, 48-50). However, an increase in TNF-a pro-
duction by PBMCs appears to be associated, in advanced stages of
the disease, with the occurrence of AIDS-associated pathologies
and coinfections (51, 52). Using for the first time the approach of
single-cell analysis, we show a reduction in the percentage of
TNF-a-producing T cells in patients compared with controls. This
reduction, independent of the shrinkage of the CD45RA compart-
ment, was the consequence of the decreased capacity of CD8 T
cells to synthesize TNF-a combined with the reduction in the num-
ber of CD4 T cells producing this cytokine (Figs. 1 and 2). Since
the patients did not present with active coinfections at the time of
our study, this decreased TNF-« production at the T cell level is
probably the direct consequence of HIV infection. The reduced
synthesis of TNF-« in HIV-infected patients could be detrimental,
in view of reports in various models of viral infection showing that
TNF-« can synergize with IFN-vy to express a potent antiviral ac-
tivity (53) and that TNF-o favors the leukocyte infiltration in vi-
rally infected tissues (54). This hypothesis is compatible with the
significant correlation we found between the reduction in the per-
centage of TNF-a-producing T cells and the progression of disease
(Fig. 8).

Because lymphocytes from HIV-infected individuals were
shown to die by apoptosis upon stimulation in vitro (14, 37, 38,
55), we asked whether the alterations in the representation of the
Th1 subsets was the consequence of their differential susceptibility
to activation-induced apoptosis. Exogeneous cytokines can mod-
ulate the susceptibility of lymphocytes from HIV-infected patients
to the apoptotic process (56). Our data suggest that the intrinsic
capacity of lymphocytes to produce a given cytokine upon activa-
tion can also influence their survival. We observed that lympho-
cytes committed to IFN-y or TNF-« production were more sensi-
tive to activation-induced apoptosis than lymphocytes committed
to IL-2 production. A copriming for apoptosis and IFN-vy produc-
tion has been previously shown to occur during the intrathymic
process of negative selection, since double-positive thymocytes
undergoing apoptosis were shown to express in situ high level of
IFN-y mRNA (57). This was also suggested to occur in single-
positive thymocytes (58). In human PBMC stimulated by cross-
linking of the CD4 molecule, TNF-a and IFN-+y production were
associated with the induction of apoptosis, which could be pre-
vented by a cytokine synthesis inhibitor (59). Other studies pro-
posed a role for IFN-vy in the promotion of activation-induced
death, which was the consequence of an autocrine process on Thl
clones (60, 61) and a paracrine process on Th2 clones via the
up-regulation of FasL expression (61). This copriming for apopto-
sis and IFN-vy production has not been observed in all cases (62).
Nevertheless, a recent study has shown that the regulation of
IFN-vy synthesis was controlled by a cysteine protease, caspase-1,
which is involved in the apoptotic pathway (63). The copriming of
lymphocytes for apoptosis and IFN-vy synthesis in HIV infection
could therefore represent a regulatory mechanism involved in the
selective removal of specific Th effectors. In addition, the prefer-
ential clearance by apoptosis of TNF-a-secreting cells might con-
tribute to limit the inflammatory process.

Several mechanisms could account for the gradient of sus-
ceptibility to activation-induced apoptosis of the Thl subsets
(TNF-a > IFN-y > IL-2), which we found in control donors as
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well as in HIV-infected persons, in CD4% as well in CD8™ subsets
(Fig. 6), and which was independent of the CD45RA™ or the
CD45RO™ nature of the producing cells (data not shown). This
gradient of susceptibility to activation-induced apoptosis tightly
correlated with the expression level of the Bcl-2 molecule (Fig. 7).
This control, by Bcl-2 molecule regulation, of the survival of cy-
tokine-producers is in agreement with recent data demonstrating
that apoptosis induced by cytokines preferentially involves the cer-
amide pathway, regulated by Bcl-2, rather than by the Fas-induced
ICE (IL-1-Bconverting enzyme) pathway, independent of Bcl-2
(64, 65). The influence of the Fas pathway on the control of the
differential susceptibility to apoptosis of Thl subsets could not
been determined in our study, but several reports suggested that the
control of apoptosis by Fas pathway or by molecules from the
Bcl-2 family were independent (66—68). Discordant data were re-
cently reported concerning the possible involvement of the Fas
system in the survival of Thl vs Th2 cells. The report that Thl
clones are more susceptible to apoptosis than Th2 clones was
found to be related to increased levels of FasL expression on Thl
clones (6, 61, 69). However, other studies did not confirm these
observations (70). In a recent report, Zhang et al. (7) found that
Th1 and Th2 effectors express comparable levels of Fas and FasL,
but only Th2 effectors express high levels of FAP-1, which may
act to inhibit Fas signaling. Other members of the TNF family can
also transduce the death signal (71), and the high level of apoptosis
we observed in TNF-a™ lymphocytes, especially in CD8™ T cells
from healthy donors, could be the consequence of an autocrine
suicide of these cells (72-74).

IL-2 has been shown to exhibit pro- or antiapoptotic properties
according to the cellular activation status and to the cellular mi-
croenvironment. Lenardo et al. have shown that preincubation of
mouse T cells with IL-2 increased the susceptibility of the cells to
apoptosis after TCR stimulation (75), and the requirement for IL-2
was confirmed in human T cells in a Fas-FasL-dependent model of
apoptosis (76). In contrast, IL-2 can rescue cells from apoptosis
induced by growth factor withdrawal (38); this rescue was shown
to be controlled by molecules from the Bcl-2 family (77-79). In
this study, we showed that the intrinsic property of IL-2* cells to
overexpress Bcl-2, as compared with IFN-y- or TNF-a-producing
cells (Fig. 7), enabled them to be resistant to activation-induced
apoptosis in normal donors. In HIV-infected patients, an increased
susceptibility to apoptosis was observed in IL-2 producers, which
was related to a down-regulation of Bcl-2 expression. The pro-
gressive decrease in the proportion of IL-2-synthesizing T cells
was found to be correlated with their susceptibility to activation-
induced apoptosis and disease progression. On the other hand,
IFN-vy synthesis was found preserved in patients despite an in-
creased rate of apoptosis in the IFN-y-producing subset. Indeed,
the increased cell death of IFN-vy producers is probably counter-
balanced by the increased percentage of CD8" T cells, the main
source of IFN-v producers. Altogether, these data confirm the im-
portant relationship between apoptosis in peripheral T cells and the
functional collapse of the immune system in AIDS (12, 14, 30).

Taking into consideration the powerful efficacy of the new an-
tiretroviral drugs, important questions are raised concerning the
functional restoration of the immune system in treated HIV-in-
fected patients. Because the functional alteration of untreated pa-
tients’ T lymphocytes was associated with their defective IL-2 pro-
duction (34), the recovery of a normal proportion of IL-2
producers should be monitored during the therapy. Preliminary
observations on the restoration of the immune system of advanced
patients under tri-therapies, including an anti-HIV protease,
indicate that recovery of the CD45RA T cell population was not
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observed for most of the patients, at least after 1 year (80). Con-
sequently, and according to recent data showing that the recovery
of a normal proportion of CD4 ™" IL-2 producers was not observed
in the absence of an increase in the CD45RA™ subset (E. Ledru, H.
Lecoeur, and M. L. Gougeon, unpublished observations), it might
be necessary to combine IL-2 therapy with antiretroviral therapy in
patients showing very low levels of CD45RA T cells before treat-
ment. Recent reports on in vivo administration of IL-2 in antiret-
roviral-treated HIV-infected patients showed the efficacy of such a
substitutive therapy on the recovery of CD4 T cells (81-83). Since
our data strongly indicate the existence of a close relationship be-
tween the CD45RA/CD45RO0 ratio, the cytokine production, and
the susceptibility to apoptosis, the combined follow-up of these
parameters by single-cell analysis should be included in the mon-
itoring of the immune system of patients submitted to antiviral or
immune-based therapies.
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Annexe 1

Associations entre la fréquence des populations T ou monocytaires productrices de

cytokines, la charge virale, le déficit immunitaire et I’apoptose lymphocytaire T

Objectif: déterminer la relation entre la fréquence de cellules CD3+ programmées in vivo pour la
production de cytokines et les parametres d’évolutivité de la maladie a VIH (charge virale

plasmatique et pourcentage de cellules CD4+).

Meéthode: Analyses en régression logistique pas-a-pas descendant des parametres associ€s avec une
probabilité p ? 0.30 en analyse univari€ée a la charge virale ou au pourcentage de cellules CD4+
(logiciel Statistica©). Données obtenues de 63 patients infectés par le VIH ne recevant pas d’IP.

Chaque fleche indique une relation directe entre les deux parametres. Les corrélations (test de

Pearson) validées par 1’analyse multivariée sont indiquées.

Figure 16. Apoptose, cytokines, charge virale et déficit en cellules CD4+

o
% CD3+ IL-2+ % CD3+ TNFo+
% CD3+ IFNy+
CD3+ apoptotiques

% CD64+ TNFo+

r=0.73
(p < 0.001)

% CD64+ IL-12+

log virél:nie
% CD4+ ex vivo plasmatique

% CD64+ IL-10+

Résultats: Deux groupes de parametres interdépendants sont identifiés (Figure 16): le pourcentage
ex vivo de cellules CD4+, I’apoptose lymphocytaire T et la fréquence des cellules T IL-2+ d’une
part; la charge virale, la production lymphocytaire de TNFa et d’IFNy, la fréquence des monocytes
producteurs d’IL-10, d’autre part. La fréquence des cellules T TNFo+ est sous la dépendance de

I’apoptose  lymphocytaire, qui n’est pas directement liée a la charge virale.
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Annexe 2

Répartition des cellules productrices de cytokines dans le compartiment CD45RO+

(complément a la Figure 4 de I’article)

% de cellules productrices de cytokines au sein des populations CD45RO+

population T cytokine controles Patients VIH+
m=11) (n =10)

CD4+CD45RO+ IL-2 50.5 £ 24.5 36.7 £ 18.8
IFNy 18.4 £ 10.5 13.4+£9.6
TNFo 56.9 £22.8 36.9 £ 254

CD8+CD45RO+ IL-2 31.8+17.0 14.6 = 13.0*
IFNy 42.6 £ 17.7 37.0 £ 289
TNFo 54.8 £30.4 38.4 £24.8

* p < 0.05 vs contréles (test de Mann-Whitney)

Figure 4c
CcD4 CcD8

80 cytokines est indiquée dans le tableau

I:l absence des 3
cytokines testées

=

ﬂ TNFa

E IFNy

. L2 ou le TNFa est représentée pour les

La fréquence de production de

et la proportion relative de chaque

population produisant 1TL-2, 1'TFNy

compartiments CD4+CD45RO+ et
CD8+CD45RO+ dans la Figure 4C.

Chez les sujets non infectés, la

40 % somme des fréquences des cellules

% CD45RO+

productrices excede 100%, suggérant

la co-production de cytokines par

certaines cellules. I existe chez les

.

patients infecté€s un défaut intrinseque
de production d’IL-2 par les cellules
CD8+CD45RO+ (tableau), compensé

par l'expansion de taille du

v,

c VIH+ c VIH+ compartiment CD8+CD45RO+, qui
% test du chi2, p < 0.05 versus controles fait également intervenir des cellules
ne produisant aucune des trois

cytokines étudiées.
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Annexe 3

Apoptose et sécrétion

Pour déterminer I'influence de la mort par apoptose de la cellule productrice sur les capacités de
sécrétion, nous avons comparé chez 6 patients la fréquence des cellules présentant un marquage
cytoplasmique pour I'IFNy, I'IL-2 et le TNFa en présence ou en I’absence de I’inhibiteur de
sécrétion BFA. Comme représenté sur la figure 17A, la majorité€ des cytokines détectées sur les
cellules vivantes est sécrétée (a plus de 80% pour I'IFNy et le TNFo, et a plus de 60% pour I'IL-2).
Par contre seuls 33%, 22% et 29% de I'IFNy, du TNFa et de I'IL-2, respectivement, sont sécrétés

par la cellule apoptotique.

En comparant par technique ELISA le TNFa produit par des PBMC de patients infectés
par le VIH, stimulées par PMA et ionomycine, et la détection simultanée du contenu
intracytoplasmique des lymphocytes CD3+ stimulés en présence de BFA, nous avons observé une
corrélation positive entre le dosage ELISA et la proportion de cellules vivantes produisant la
cytokine, mais une corrélation négative entre la concentration de protéine sécrétée et la fréquence

des cellules apoptotiques marquées pour le TNFo. (Figure 17B).

Ces résultats suggerent que la disponibilité extracellulaire des cytokines est sous la
régulation de 1’apoptose. Alternativement, une concentration intracellulaire importante de cytokines,
en particulier du TNFo, est observée dans la cellule apoptotique (I'intensit€é moyenne de
fluorescence pour cette cytokine est supérieure dans les cellules apoptotiques par rapport aux
cellules vivantes) (voir Figure 6B de I’annexe bibliographique 1). Ce phénomene de stockage
intracellulaire de cytokines lors de 1’apoptose est majeur pour la molécule détectée par 1’anticorps

anti-I-4 8D8 (cf. publication 3) et pourrait jouer un rdle régulateur sur la cellule phagocytaire

(Savill et Fadok, 2000).
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% de cellules produisant la cytokine

Figure 17. Impact de I"'apoptose T sur la sécrétion de cytokines
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Publication 2

Lack of chronic immune activation in HIV-infected chimpanzees
correlates with the resistance of T cells to Fas/Apo-1 (CD9)5)-
induced apoptosis and preservation of a T helper 1 phenotype

(Publié dans Journal of Immunology)
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PUBLICATION 2

Lack of chronic immune activation in HIV-infected chimpanzees correlates with the
resistance of T cells to Fas/Apo-1 (CD95)-induced apoptosis and preservation of a T
helper 1 phenotype

Dans cette étude nous avons étudi€ la production d’IL-2 et d’IL-4 d’une part dans un groupe de
patients chroniquement infectés par le VIH, d’autre part chez des chimpanzés chroniquement
infectés par le VIHI1 ou par le SIVcpz et ne présentant pas de signes cliniques de progression ni de
diminution du nombre de CD4+.

Les patients, non trait€s par inhibiteurs de protéase, comprenaient des patients hospitalisés
pour infection opportunistes. Nous avons pu détecter chez certains de ces patients un nombre accru
de cellules T (majoritairement CD8+) produisant de I'IL-4, tandis que la diminution de la fréquence
de cellules T produisant de I'TL-2 était retrouvée.

Les hommes infect€s présentaient une activation immunitaire accrue (€valuée par
I’expression de HLA-DR, CD38 et Fas sur les cellules CD4+ et CD8+) par rapport aux contrdles
non infectés, tandis que les chimpanzés, infect€s ou non, ne présentaient pas de différences pour
ces marqueurs d’activation. Les chimpanzés infect€s ne présentaient pas de majoration de
I’apoptose intrinseque (apres incubation en milieu seul), ni de 1’apoptose induite par anti-CD3 ou
par la voie Fas, par rapport aux animaux non infectés. Leurs cellules CD8+ exprimant faiblement
Bcl-2 étaient protégées de 1’apoptose intrinseque. La proportion de cellules T produisant de 1'TL-2
n’était pas réduite chez les animaux infectés par rapport aux controles.

Ces données valident la relation entre la diminution de la fréquence de cellules T produisant
de T'IL-2 et la progression de la maladie. Elles confortent €galement la relation activation

immunitaire accrue / altération de la production d’IL-2 / majoration de I’apoptose lymphocytaire .
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Lack of Chronic Immune Activation in HIV-Infected
Chimpanzees Correlates with the Resistance of T Cells to
Fas/Apo-1 (CD95)-Induced Apoptosis and Preservation of
a T Helper 1 Phenotype'

Marie-Lise Gougeon,?* Hervé Lecoeur,* Florence Boudet,* Eric Ledru,* Stéphane Marzabal,*
Séverine Boullier,* René Roué,” Shigekasu Nagata,* and Jonathan Heeney®

Chimpanzees are one of the few species, along with humans, susceptible to persistent HIV-1 infection. However, HIV-infected
chimpanzees do not exhibit the marked immune system alterations seen in humans and remain relatively resistant to AIDS. In
humans, HIV infection leads to unresponsiveness of T cells in response to TCR stimulation, associated with increased T cell death
by apoptosis. In an effort to understand some of the mechanisms used to limit lentivirus infection in African nonhuman primates,
we compared apoptosis in infected humans vs chimpanzees in CD4 and CD8 T cells in relation with the expression of Bcl-2 and
Fas molecules. The intensity of apoptosis in CD4 and CD8 T cells from infected chimpanzees was very low, was not inducible
by several TCR-dependent activators, and was comparable to that detected in noninfected chimpanzees. Moreover, CD45RO*
and HLA-DR™ subsets, which were shown to exhibit ex vivo a high propensity to undergo apoptosis in infected humans, were
not modified in infected chimpanzees. Interestingly, in contrast to the situation found in infected humans, Fas ligation by
agonistic Abs or recombinant human Fas ligand on CD4 and CD8 T cells from infected chimpanzees did not induce apoptosis
in these subsets even when Bcl-2 was down-regulated. Finally, this resistance to apoptosis was associated with the predomi-
nance of CD3 T cells with a Th1 phenotype. Together these observations argue for a strong relationship among the absence of
chronic immune stimulation in HIV-1-infected chimpanzees, the normal control of lymphocyte survival, and the resistance to

disease progression.

uman immunodeficiency virus-1 infection is a dynamic
H process involving a high virus expression in lymphoid

organs such as spleen and lymph nodes (1), a rapid turn-
over of CD4 T cells (2), and elevated levels of cell death in vivo
(3-5). Persistent lentiviral infection is associated with a long
asymptomatic period during which a chronic state of immune ac-
tivation occurs, as evidenced by increased activation markers on T
lymphocytes (6). In HIV-infected humans who develop AIDS
there is anergy of lymphocytes in response to TCR stimulation (7)
and increased cell death by apoptosis (3-5, 8—14). Among the
mechanisms involved in TCR-induced apoptosis in peripheral T
cells, the Fas receptor/ligand system is one of the central regula-
tory systems (15-19). Fas-mediated apoptosis involves not only
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