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INTRODUCTION

Le systéme immunitaire permet a 1’organisme de se défendre contre une multitude de
pathogenes et les mécanismes physiologiques mis en ceuvre pour établir une réponse immune
protectrice ne sont pas encore compleétement ¢€lucidés. La réponse immune peut Etre
schématiquement divisée en deux composantes : un volet inné ou naturel et un volet adaptatif

ou acquis.

L’immunité innée constitue la premiere ligne de défense immunitaire et n’est pas
spécifique du microorganisme [1]. Les cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée
sont essentiellement les polynucléaires neutrophiles-éosinophiles et basophiles, les
monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules « natural killer ». Les
épithéliums jouent également un rdole fondamental de premicére barriere du systeme
immunitaire inné contre les microorganismes. Cette immunit¢ comprend également des
médiateurs solubles qui interviennent dans la destruction et I’élimination des microbes. La
reconnaissance des microorganismes par les cellules de 'immunité innée s’effectue via des
récepteurs appelés Pattern Recognition Receptors (PRR). Les PRR ont été sélectionnés au
cours de I’évolution pour leur capacité a reconnaitre des motifs hautement conservés a travers
les genres et essentiels a la survie des microorganismes. Ces motifs microbiens sont appelés
Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP) ; citons, a titre d’exemple, [’acide
lipotéchoique et le lipopolysaccharide, respectivement composants majeurs de la paroi des
bactéries Gram+ et Gram-. Les PRR sont classés en deux familles : les PRR associés aux
cellules et les PRR solubles.

Les PRR sont exprimés par de nombreux types cellulaires, immunitaires et non
immunitaires, et permettent a ces cellules d’étre rapidement activées lors d’un contact avec un
microorganisme, sans éducation préalable. La réponse immunitaire innée ne développerait pas
de mémoire vis-a-vis des microbes et serait donc de nature et d’intensité identiques lors des
différentes rencontres de 1’organisme avec le méme pathogeéne. L’immunité naturelle n’est
cependant pas toujours suffisante pour éradiquer le pathogéne mais elle est indispensable pour
mener a bien une premicre défense avant que I’immunité adaptative ne prenne le relais.
L’immunité innée possede un rdle de sentinelle associé a un réle d’induction d’une réponse

immunitaire adaptative spécifique d’un pathogene.



Le développement d’une immunité adaptative implique les lymphocytes T et les
lymphocytes B qui sont les cellules support de la spécificité antigénique. Les cellules T CD4+
favorisent et orientent la génération de la réponse immune, principalement via la production
de cytokines. Les cellules T CD8+ ont une activité cytolytique et €liminent les cellules
étrangeres, les cellules tumorales ou les cellules infectées par un virus ou un parasite
intracellulaire. Les lymphocytes B secrétent des anticorps spécifiques d’antigénes, qui servent
¢galement de sentinelles en captant les protéines solubles circulantes et en opsonisant les
microbes. La réponse immune adaptative est associée a I’expansion clonale de lymphocytes B
et T exprimant des récepteurs spécifiques (respectivement TCR et Ig) pour les antigénes
cibles. Ces récepteurs sont exprimés de manicere clonale et la diversité du répertoire est
générée par réarrangement somatique. Les lymphocytes spécifiques d’antigénes sont
sélectionnés par les cellules présentatrices d’antigenes (CPA). Parmi les CPA, les cellules
dendritiques (dendritic cells ou DC) jouent un role essentiel dans I’initiation d’une réponse
adaptative spécifique, car ce sont les CPA les plus efficaces pour activer des lymphocytes T
naifs [2]. Les antigénes capturés par les DC sont présentés dans les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et de classe II, respectivement aux
lymphocytes T CD4+ et CD8+. Les molécules de costimulation (principalement les molécules
de la famille B7) exprimées par les DC fournissent un signal de costimulation aux
lymphocytes T, nécessaire a leur activation [2, 3]. Une présentation antigénique en I’absence
de signal de costimulation conduit a un état d’anergie ou de tolérance. Les lymphocytes CD4+
et CD8+ correctement activés se différencient en lymphocytes T effecteurs, respectivement T

auxiliaires et T cytotoxiques.

La détection de virus ou des composants viraux par les cellules de 'immunité innée implique
des PRR solubles et des PRR associés aux cellules. La reconnaissance virale peut avoir des
conséquences opposées, a savoir une réponse protectrice ou un échappement a la pression

immunitaire.

Dans la premiere partie de I’introduction, nous nous intéresserons essentiellement aux
acteurs cellulaires et moléculaires de la réponse immunitaire innée, puis dans un second temps
nous ferons quelques rappels sur le VIH avant de nous intéresser plus en détail a une des
composantes majeures du VIH-1, la protéine Tat, qui sera particulierement 1’objet de nos

travaux.



1- Composantes cellulaire et moléculaire de I’immunité innée

1-1) Les cellules de ’immunité innée

Dés I’entrée d’un pathogéne dans un organisme, des molécules et des cellules
spécialisées appartenant au systétme immunitaire inné¢ vont étre engagées. La composante
cellulaire implique les épithéliums, les polynucléaires neutrophiles (PNN), les polynucléaires
¢osinophiles, les polynucléaires basophiles, les mastocytes, les cellules « natural killer » (NK),
les macrophages et les cellules dendritiques. Les macrophages et les DC sont des cellules
présentatrices d’antigénes, se situant ainsi a l’interface entre immunité innée et immunité
adaptative. Les monocytes, les macrophages et les neutrophiles sont les phagocytes les plus
efficaces possédant des PRR membranaires capables de fixer des molécules exprimées a la
surface des bactéries tels que le LPS, le mannose et les acides teichoiques. Outre les
neutrophiles et les macrophages, les éosinophiles sont peu actifs en termes de phagocytose
mais produisent surtout des molécules oxydantes stockées dans leurs granules. Les cellules
NK sont de grands lymphocytes granuleux, représentant jusqu'a 10% des lymphocytes
sanguins chez 1’adulte. Ces cellules forment notamment une premicre ligne de défense contre
les infections virales et sont activées par des cytokines pro-inflammatoires (e.g. IFNo., IL-2).
La destruction d’une cellule par les cellules NK via la libération de granules lytiques
contenant des médiateurs cytotoxiques tels que perforine et granzyme, dépend de la balance
de signaux activateurs ou inhibiteurs que la cellule NK regoit. Les cellules NK sont inhibées
par la reconnaissance des molécules du CMH de classe I (CMH-I) et activées par des
molécules exprimées ou surexprimées lors d’un stress cellulaire [4]. Le role des cellules de
I’immunité est résumé dans la figure 1. Dans cette partie nous limiterons essentiellement notre

description aux monocytes/macrophages et cellules dendritiques.
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Figure 1 : Représentation schématique simplifiée du réle des cellules de ’immunité innée
(Adaptée d’apres [5])

1-1-1) Les monocytes/macrophages

Les monocytes du sang périphérique sont morphologiquement hétérogenes. En effet,
ils présentent une variabilité de taille, de granularité et de forme du noyau. Avant de rejoindre
la circulation sanguine, les monocytes sont issus des cellules progénitrices myéloides CD34"
de la moelle osseuse. Initialement, les monocytes ont été décrits pour leur expression tres
¢levée du récepteur CD14, qui participe a la reconnaissance du LPS. Les monocytes circulent
dans le sang, la moelle osseuse et la rate, et ne proliférent pas dans un état stable [6, 7]. Les
monocytes sont des cellules effectrices équipées de récepteurs aux chimiokines et d’adhésion
qui leur permettent de migrer du sang vers les tissus au cours de I’infection/inflammation. Ils

produisent des cytokines inflammatoires et absorbent les cellules et molécules toxiques.



Au cours de I’inflammation, les monocytes sont capables de se différencier en DC ou
en macrophages. La migration des monocytes vers les tissus, ainsi que leur différenciation en
DC ou en macrophages, sont probablement déterminées par le milieu inflammatoire et les
PRR engagés [8]. L’expression différentielle des marqueurs antigéniques par les monocytes
permet de distinguer les sous populations selon leurs activités physiologiques aussi bien chez
I’homme que chez la souris. Ainsi, chez I’homme, I’expression de CD14 et CD16 (ou
FcyRIII) par les monocytes permet leur classification en deux sous-populations principales :
les cellules CD14"CD16; souvent appelés monocytes classiques du fait de leur phénotype
correspondant a la description d’origine des monocytes, et les cellules CD14'CD16" [9]. Les
monocytes CD14'CD16" expriment des quantités plus élevées des molécules du CMH 1I et de
CD32 (ou FcyRII), phénotype semblable a celui des macrophages tissulaires matures [10].
Les deux sous-populations de monocytes présentent également des profils d’expression des
récepteurs aux chimiokines différents. A titre d’exemple, la population CD14'CD16" exprime
CCRS5, alors que la population CDI14"CDI16™ exprime CCR2 [11]. Certaines études de
migration trans-endothéliale ont montré que les monocytes se différencient surtout en
macrophages et trés peu en DC. Cependant, dans ce modele, la population de monocytes
CD14°CD16" serait plus susceptible de se différencier en DC. Ces monocytes seraient des
précurseurs des DC qui migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques via les vaisseaux
lymphatiques aftérents [12, 13].

Il faut noter que, outre chez I’homme, 1’hétérogénéité des monocytes est ¢galement retrouvée
chez d’autres mammiferes tels que le rat (sous populations CD43"™ et CD43hi) [14, 15], le
porc (sous populations CD163™ et CD163") [16, 17] et la souris (sous populations
CCR2'CX3CRI™ et CCR2CX3CRI™) [18-22] avec une classification basée sur des

marqueurs discriminants différents.

Les macrophages jouent un role important dans le maintien de ’homéostasie tissulaire
a travers la clairance des cellules sénescentes et apoptotiques, ainsi que le remodelage et la
réparation des tissus apres inflammation [23, 24], et la production des facteurs de croissance.
De fagon générale, les macrophages sont issus de la différenciation des monocytes circulants
et sont caractérisés par un haut degré d’hétérogénéité [25-27]. L’hétérogénéité refléte la
spécialisation de fonction qui est adoptée par les macrophages dans différents emplacements
anatomiques, y compris le remodelage osseux par les ostéoclastes et la forte expression de
PRR par les macrophages alvéolaires [28-30]. Les PRR sont impliqués dans la clairance des

microorganismes, de virus et des particules de I’environnement pulmonaire, ainsi que le



positionnement des macrophages thymiques [31]. Les macrophages sont ¢galement impliqués
dans la clairance des cellules apoptotiques. L’intestin est I’une des plus importantes sources
de macrophages de I’organisme qui sont caractérisés par une forte activité de phagocytose et
bactéricide, et par une faible production des cytokines pro-inflammatoires. Ce phénotype peut
étre induit dans les macrophages dérivés du sang périphérique par les produits de la cellule
stromale intestinale, indiquant que le microenvironnement tissulaire joue un role important
dans 1’acquisition du phénotype des macrophages résidents [32]. Il faut noter que
I’hétérogénéité des macrophages peut étre observée au sein d’un méme organe, tel que la rate

chez la souris

1-1-2) Les cellules dendritiques (ou DC)

Deux types de DC existent : les DC classiques (ou ¢cDC) et les DC plasmacytoides (ou
pDC). Les DC sont issues des progéniteurs CD34" de la meelle osseuse [33] de laquelle elles
sont libérées pour atteindre les tissus périphérique et lymphoide via la circulation sanguine
[34-36]. Il faut noter que les monocytes se développent a partir des mémes cellules
progeénitrices myéloides, et sous certaines conditions, se différencient en cDC [12, 37]. Les
cDC sont spécialisées dans la capture et la présentation antigéniques (I’engagement des DC
dans la capture et la présentation antigéniques, ainsi que leur rdle dans la polarisation de la
réponse immunitaire sont représentés dans les figures 1&3). Elles sont dotées d’une activité
de phagocytose dans leur état immature et d’une forte capacité productrice de cytokines
lorsqu’elles sont matures [38, 39]. Bien que présentes dans la circulation chez I’homme, les
cDC sont plus rares dans le sang de la souris. Les cDC sont des cellules hautement
migratrices, capables de se déplacer du tissu aux organes lymphoides hébergeant les cellules
T et B. Les cDC régulent les réponses cellulaires T a 1’état stable et au cours de I’infection.
Elles ont généralement une courte demi-vie et sont remplacées par les précurseurs
hématogenes [40, 41]. Les cDC sont différentes des cellules de Langerhans du tissu
épidermique qui ne peuvent &tre renouvelées a 1’état stable [42]. Les populations de cellules
my¢éloides, en particulier, peuvent partager les caractéristiques des DC et macrophages, et leur

discrimination peut s’avérer difficile.
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Figure 3 : Représentation simplifiée du réle des DC dans la capture et la présentation
antigéniques. Les DC sont également impliquées dans la polarisation de la réponse

immunitaire (D’apres [2])

Les pDC différent des cDC par leur demi-vie plus longue et une proportion d’entre-
elles qui porte des réarrangements caractéristiques des immunoglobulines [43]. Les pDC sont
présentes dans la moelle osseuse et tous les organes périphériques. Contrairement aux cDC,
les pDC sont spécialisées dans la réponse aux infections virales grace a leur capacité a
produire les IFN de type 1. Les pDC sont ¢galement de puissantes cellules présentatrices
d’antigenes, et participent au controle des réponses cellulaires T [44]. Elles sont donc
impliquées a la fois dans I’initiation des réponses immunitaires innée et acquise [45].

Les DC se situent ainsi a D’interface des deux immunités innée et adaptative. Les
propriétés immunomodulatrices des DC résident dans leur capacit¢é de migration et de

patrouille, des tissus périphériques aux organes lymphoides secondaires, ou elles présentent



les antigenes aux cellules T naives et déclenchent le développement des réponses
immunitaires.

Les DC résident sous forme immature dans les tissus non lymphoides et, comme
telles, sont hautement adaptées a la capture antigénique via des mécanismes médiés ou non
par un récepteur. En effet, la capture antigénique et 1’activation par des cytokines pro-
inflammatoires induisent des changements phénotypiques et fonctionnels des DC immatures,
conduisant ainsi a leur maturation. Les DC immatures expriment des récepteurs aux
chimiokines inflammatoires, tels que CCR2, CCRS5 et CXCRI1, qui permettent leur migration
au niveau des sites inflammatoires [46]. Une fois, au niveau de ces sites, les DC matures
produisent et libérent des médiateurs solubles, tels que les cytokines, qui vont participer a

’orientation de la réponse immunitaire adaptative.



1-2) Les Récepteurs de ’Immunité Innée (PRR)

Les PRR permettent aux cellules de I’'immunité innée d’analyser I’environnement et
de discriminer le soi du non-soi [47].

En 1999, Charles Janeway a émis 1’hypothése que les mécanismes de défense innée
sont déclenchés par des récepteurs capables de reconnaitre des motifs conservés présents
uniquement chez les pathogeénes et absents des cellules de 1’hote. Ces motifs, appelés PAMPs,
constituent donc de véritables signatures moléculaires des microbes. Parmi les PAMPs, citons
les peptidoglycanes, les mannanes, les lipopolysaccharides ainsi que I’ARN double brin viral
et I’ADN bactérien. Les récepteurs capables de reconnaitre les PAMPs sont appelés PRR. Les

principaux PRR sont présentés dans le tableau 1.

L’engagement des récepteurs de I'immunité innée aboutit a différents types de
réponses : phagocytose, activation (illustrée principalement par 1’induction de molécules qui
influencent la nature des réponses immunes adaptatives telles que des cytokines et des
molécules de costimulation) et migration (ex : le récepteur f-Met-Leu-Phe impliqué dans la

migration des neutrophiles).
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Tableau 1 : Exemples de PRRs exprimés par les cellules du systéme immunitaire inné

Les PRR impliqués dans la reconnaissance immunitaire innée sont divisés en deux

grandes familles sur la base de leur localisation : les PRR associés aux cellules et les PRR

solubles.
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1-2-1) Les PRRs associés aux cellules

Les récepteurs de 'immunité innée associés aux cellules sont classés en deux sous-
classes selon leurs fonctions d’endocytose ou de signalisation. Le concept actuel suggére que
I’internalisation d’un microorganisme par les récepteurs d’endocytose en 1’absence d’une
activation via les récepteurs de signalisation oriente le systéme immunitaire vers le

développement d’une anergie ou d’une réponse de type tolérogéne [48].

1-2-1-1) Les PRR d’endocytose.

La détection de pathogenes par I’immunité innée implique la mobilisation des PRR qui
reconnaissent des motifs microbiens conservés au cours de I’évolution appelés « pathogen
associated molecular patterns » (ou PAMPs), ou les marqueurs du soi modifi¢ désignés
« damage associated molecular patterns » (ou DAMPs) [49]. Les PRR d’endocytose
regroupent plusieurs familles de molécules, essentiellement les récepteurs au complément, des
intégrines, les récepteurs « €boueurs » (scavenger receptors ou SR) [47, 50] et la famille des
lectines de type-C (C-type lectin receptors ou CLR) [51]. Ces récepteurs, ayant une forte
activité d’endocytose, permettent ’internalisation des microorganismes qui sont, de fagon
générale, détruits dans les lysosomes. Les déterminants de ces microorganismes peuvent
¢galement étre présentés par les CPA aux lymphocytes via les molécules du CMH de classe 1

et de classe II.

1-2-1-1-1) Les « scavenger receptors » (ou SR)

Les SR sont des glycoprotéines de surface décrits pour fixer les « low-density
lipoprotein » (LDL) modifiés tels que les LDL oxydés (Ox-LDL) et les LDL acétylés (Ac-
LDL) mais pas les LDL natifs [47]. Ces récepteurs sont fortement exprimés par les
macrophages et induisent la formation de cellules riches en lipides constituant les plaques
d’athérome. Les SRs ont la capacité de reconnaitre un large panel de ligands tels que des
microorganismes, des cellules apoptotiques et des composants de la matrice extracellulaire
(e.g. collagene). Les SRs sont principalement exprimés par les cellules endothéliales, les

macrophages et les cellules dendritiques. La reconnaissance d’un ligand est suivie de son
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internalisation et/ou de sa destruction [52]. Sur la base de leur structure moléculaire, les SRs

sont divisés en huit classes (classe A a H) (cf. Figure 4)
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Figure 4 : Structure des différentes classes de SR. Les récepteurs sont regroupés en classes
en fonction de leur homologie structurelle. Les classes, notées de A a H, présentent des

différences structurelles entre elles (D’apres [53]).

L’expression de I’ensemble de ces « scavenger receptors » peut-étre régulée par des
facteurs environnementaux tels que des cytokines ou des composants microbiens. Les SR
jouent un roéle primordial dans le maintien de I’homéostasie tissulaire et dans 1I’immunité

innée.

1-2-1-1-2) Les lectines de type-C
Les lectines de type-C constituent une grande famille de protéines exclusivement

retrouvées chez les métazoaires. La désignation lectines de type-C dénote une protéine qui



reconnait des structures carbohydrates de maniére dépendante du calcium. Cependant, cette
définition est mal adaptée puisque certains membres de cette famille ont un mécanisme de
fixation indépendant du calcium (e.g. Dectin-1) [54]. Selon Robinson et collégues, toute
protéine contenant un domaine lectine de type-C appartient a cette famille [54], ce domaine
étant un motif structural possédant la capacité de reconnaitre des carbohydrates. En plus de
leur capacité d’endocytose, ces PRRs posseédent des propriétés de signalisation [54].

Les CLR sont constitués de protéines solubles (e.g. les collectines), opsonisant les
microorganismes, et de protéines associées aux cellules participant a [’endocytose des
microorganismes et a la signalisation intracellulaire.

A titre d’exemple pour cette famille, le récepteur DC-SIGN/CD209 (dendritic cell-
specific ICAM-3-grabbing non integrin), exprimé par les cellules dendritiques et les
macrophages alvéolaires et placentaires [55], est une protéine membranaire de type II qui
reconnait le mannose de mani¢re dépendante du calcium [56] et, par leur structure
mannosylée, le soi (e.g. MAC-1, ICAM) et le non soi (e.g. le virus de 'immunodéficience
humaine ou VIH) [56]. Ce récepteur est impliqué dans la reconnaissance d’un grand nombre
de pathogenes tels que Mycobacterium tuberculosis, Helicobacter pylori, Leishmania
mexicana, Schistosoma mansoni, Candida albicans et Klebsiella pneumoniae [57]. De plus,
DC-SIGN forme des tétrameres permettant une forte affinité pour les glycoprotéines et une
forte interaction avec le VIH [58].

Le role de DC-SIGN dans la défense de certaines infections virales reste controversé.
En effet, lors d’une infection par le VIH ou par le virus de 1’hépatite C (VHC), DC-SIGN
serait une voie de protection du virus et d’infection «en trans » des cellules voisines (e.g
lymphocytes T, hépatocytes) [51]. Cependant, des travaux récents montrant que DC-SIGN
induit une internalisation du VIH permettant la destruction de la majeure partie des virions et
la présentation de peptides viraux associés au CMH-I [59]. 1l est ainsi probable que
I’ensemble des virions n’est pas détruit et qu’une petite partie induit une infection en trans des
lymphocytes T. De plus, I’interaction du VIH avec DC-SIGN exprimé par les DC inhibe (i) la
production d’IL-12, (ii) la formation de dendrites caractéristiques de la maturation des DC et
(i11) la capacité des DC activées a induire la prolifération des lymphocytes T [60]. A I’inverse,
I’interaction du VIH avec DC-SIGN induit la production de chimiokines (e.g. CCL3, CCL5)
attirant les lymphocytes T CD4+ qui sont les principales cibles du virus [60]. Ainsi, la
reconnaissance du VIH par DC-SIGN apporterait un environnement favorable au virus en
inhibant la maturation des DC et en permettant la propagation du virus dans les lymphocytes

T [60].
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DC-SIGN interagit avec Mycobacterium tuberculosis par la reconnaissance de
lipoarabinomannane mannosylé (ManLAM) localis¢ dans la paroi de ce pathogéne [61]. Le
ManLAM est également sécrété par les macrophages infectés par Mycobacterium tuberculosis
et induit une importante sécrétion d’IL-10 par les DC activées et inhibe leur maturation
(inhibition de I’expression des facteurs de costimulation et du CMH-II) induite par le BCG
[61]. Mycobacterium tuberculosis empreinte ainsi la « voie DC-SIGN » pour inhiber le

systéme immunitaire et permettre sa prolifération.

1-2-1-2) Les PRR de signalisation.

Un groupe important de PRR de signalisation est impliqué dans la reconnaissance, du
non-soi, en permettant d’induire la production des molécules effectrices de I’immunité innée.
Ces PRR de signalisation peuvent étre divis€s en trois classes majeures : Les récepteurs de la
famille Toll (Toll-like receptors ou TLR), les récepteurs de la famille NOD (NOD-like
receptors ou NLR) et les récepteurs de la famille RIG (RIG-like helicases ou RLH) [62].

1-2-1-2-1) Les TLRs

Les TLRs sont des protéines de signalisation transmembranaires qui sont €laborées
pour reconnaitre, avec une haute affinité, une variété de lipides, de protéines, de
carbohydrates et d’acides nucléiques de microorganismes. Les TLRs sont soit membranaires
(TLR1,2,4,5,6) [63-65] soit intracellulaires (TLR3,7,8,9) [66, 67]. Le premier membre de la
famille, nommé Toll, a été identifi¢ chez la drosophile (Drosophila melanogaster) et
intervient dans la mise en place de I’axe dorsoventral durant le développement embryonnaire
[68]. A ce jour, 13 molécules TLRs sont retrouvées chez les mammiferes : 10 chez ’homme
(TLR1-10) et 12 chez la souris (TLR1-9 et TLR11-13). Les TLRs sont caractérisés par un
domaine riche en leucine (LRR) couplé a un domaine proche de celui du récepteur a I’'IL-1,
nommé TIR (« Toll/IL-1 receptor ») [69]. Le domaine LRR permet la reconnaissance de
PAMPs (bactéries, parasites, champignons, virus). A ce jour, un ligand a été identifié¢ pour la
plupart des TLRs exprimés chez ’homme (cf. Tableau 2).

De nombreux travaux ont porté sur I’étude du role des TLRs dans 1’activation des
cellules du systéme immunitaire. Les TLRs sont exprimés par de nombreux types cellulaires

et sont impliqués dans de nombreux processus d’activation des cellules du systéme
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immunitaire inné tels que (i) D’activation des cellules dendritiques (augmentation de
I’expression des molécules de costimulation, production de cytokines pro-inflammatoires) [5],
(i1) I’activation des cellules NK notamment par TLR2 et TLRS (production de défensines, et
de cytokines immunostimulatrices (IL-6, IFNYy)) [70], (iii) P’activation des €osinophiles, la
stimulation par le R-848 (resiquimod hydrochloride) qui est un composé synthétique agoniste
de TLR7 et TLRS, induit la survie des ¢€osinophiles et la génération de composés
superoxydes) [71], (iv) I’activation des PNNs et (v) ’activation des basophiles [72-75]. De
plus, les molécules TLRs sont également exprimées par les cellules épithéliales et leur
activation induit la production de cytokines pro-inflammatoires. Cependant, ces cellules
épithéliales seraient hyporéactives aux stimulations par les ligands des TLRs afin d’éviter un
phénoméne de superactivation et pour maintenir I’homéostasie tissulaire (tractus digestif ou
respiratoire) [5].

Les TLRs ont également une action sur les cellules de 'immunité adaptative et
notamment les lymphocytes T. En effet, les ligands de TLR2, TLRS et TLR7/8, en association
avec un anticorps anti-CD3 ou I'IL-2, activent les lymphocytes T CD4+ par une
potentialisation de leur prolifération et de leur production de cytokines [76] (e.g IFNY).

L’activation via les TLRs induit I’expression de nombreux geénes codant pour des
cytokines, des chimiokines et des médiateurs de 1’inflammation [77]. De plus, ils induisent
des réponses antimicrobiennes via I’expression de peptides antimicrobiens ou la synthése de
monoxyde d’azote [78]. Les TLRs activent ainsi des cascades de signalisation dans les
cellules, pouvant déclencher des réponses immunitaires et inflammatoires afin de combattre
I’agent infectieux [1, 79, 80]. En effet, au cours de I’infection, des CPA, tels que les DC et les
macrophages, expriment des TLRs qui reconnaissent des PAMPs, permettant ainsi la
stimulation des défenses de 1’hote. Les TLRs initient également I’immunité adaptative via (1)
I’activation des CPA qui produisent des cytokines pro-inflammatoires et expriment des
molécules de costimulation et (ii) la maturation et la migration des DC [2] vers les ganglions
lymphatiques drainants [81]. Chez ’homme et la souris, le trafic cellulaire est médié par les
récepteurs aux chimiokines exprimés par les DC suite a la stimulation des TLRs [82-84]. Une
fois dans les organes lymphoides secondaires, les DC stimulent les cellules T par la
présentation des peptides associés aux molécules du CMH, en combinaison avec un signal
secondaire délivré par les molécules de costimulation, tels que CD80 et CD86, essentielles a
I’initiation des réponses immunitaires adaptatives. De fagon concomitante, les DC produisent
une variété de chimiokines nécessaires au recrutement des cellules NK et cellules T naives.

Dans les modéles murins, 1’infection bactérienne active les DC via la stimulation des TLRs.
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Cette stimulation induit préférentiellement des cytokines de type Thl, telle que I’[L-12. Apres
la reconnaissance d’un ligand, deux molécules TLR s’homodimérisent ou s’hétérodimérisent
afin d’initier une cascade de signalisation aboutissant a I’induction d’une réponse pro-
inflammatoire [85]. Deux voies de signalisation sont initiées par les TLRs. La premiere est
une voie dépendante de MyD88, aboutissant a 1’activation du facteur de transcription NF-xB,

et la deuxieme est une voie indépendante de MyD88, aboutissant a la sécrétion d’interférons

de type L.
TLRs Agonistes microbiens
TLR1/TLR2 Triacyl lipopeptides (bactéries,mycobactéries)
TLR2 Lipoprotéines
acide lipotéichoique (bactéries Gram positif)
Lipoarabinomannan (mycobactérie)
OmpA (bactéries Gram négatif)
Porine (bactéries Gram négatif)
TLR3 ARN double brin (virus)
TLR4 LPS (bactéries Gram négatif)
Protéines virales (virus respiratoire syncytial)
phosphatidylinositol mannosides (mycobactéries)
TLRS5 Flagelline (bactéries a flagelle)
TLR6/TLR2 Diacyl lipopeptides (mycoplasme)
TLR7 ARN simple brin (virus)
TLR8 ARN simple brin (virus)
TLRO9 ADN hypométhylé (bactéries), ADN viral
TLR10 Ligand non-connu

Tableau 2 : Agonistes des molécules TLR humaines [5, 85]

Les TLRs permettent une reconnaissance des pathogénes au niveau de la surface
cellulaire et a I’intérieur au niveau des membranes endosomales. D’autres familles de
récepteurs tels que les « NOD-like receptor » (NLR) ou les « RNA helicases » permettent

¢galement une reconnaissance cytosolique des composés bactériens et viraux, respectivement.

1-2-1-2-2) Les NLRs

Les NLRs sont des PRRs de signalisation localisés dans le cytosol. Ils répondent
sélectivement a divers PAMPs et/ou DAMPs exprimés a I’intérieur des cellules infectées [49].

La famille des NLRs contient les protéines NODI1 et NOD2 [86] qui détectent le
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peptidoglycane (PGN) bactérien [87, 88]. Cette interaction initie une cascade pro-
inflammatoire via le facteur de transcription NF-kB, nécessaire a 1’élimination des bactéries
pathogenes. Cette famille de protéines est également connue sous le nom de « NACHT-LRR-
receptors » ou « CATERPILLER ». Les NLRs contiennent trois domaines distincts : un
domaine effecteur CARD, un domaine NOD et un domaine LRR qui fixe le ligand. La famille
des NLRs compte 22 membres divisés en NOD (NODI1-5), NALP (14 membres) et trois
autres membres nommés [IPAF, NAIP et CIITA. Les NLRs sont synthétisés dans une forme
inactive avec leur domaine LRR replié sur la protéine, ce qui empéche son oligomérisation.
La fixation d’un ligand permet alors I’oligomérisation du récepteur et donc une signalisation
[86]. NODI1 et NOD2 reconnaissent respectivement 1’acide 7y-D-glutamyl-meso-
diaminopimelic (DAP) et le muramyl dipeptide trouvé dans le peptidoglycane bactérien [89].
La reconnaissance d’un ligand par NODI et NOD2 induit leur oligomérisation et le
recrutement de la kinase RIP2 par interaction avec leur domaine CARD. RIP2 permet ensuite
I’activation de NF-xB par I’activation de la molécule « NF-kB activation modulateur »
(NEMO) [90]. NOD1 et NOD2 sont exprimés par les cellules du systéeme immunitaire (e.g.
cellules dendritiques, macrophages). Les macrophages de souris déficientes pour le géne
codant NOD2 ont un défaut d’activation de NF-kB en réponse au muramyl dipeptide. De plus,
NOD2 est indispensable pour 1’expression d’un peptide antibactérien intestinal nommé
cryptidine et les souris déficientes pour le géne codant NOD2 sont ainsi nettement plus
sensibles a une infection par gavage de Listeria monocytogenes que les souris sauvages [91].
D’un autre coté, les réponses lymphocytaires a I’antigene formulé avec I’adjuvant complet de
Freund sont diminuées chez des souris déficientes en NOD1 [92]. Outre les protéines NOD,
les autres membres de NLRs n’ont tout simplement pas fait ’objet de nombreuses études, a
I’exception de NLRP3 dont le role dans les processus immunitaires adaptatifs reste
controverse [93, 94].

Contrairement aux TLRs, les NLRs sont aussi capables d’initier deux formes
inflammatoires uniques de mort programmeée, la pyroptose et la pyronécrose [95-97]. Des
¢tudes ont montré que plusieurs NLRs sont capables d’induire des signaux nécessaires a
I’activation des cellules T et B. De tous les NLRs, il est actuellement établi que les protéines
NOD sont clairement et uniformément impliquées dans le lien entre immunité innée et

immunité adaptative.
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1-2-1-2-3) Les RLHs

Les ARNs viraux, qui sont synthétisés dans le cytoplasme des cellules ou présents
dans le génome viral et relargués dans la cellule, échappent a la surveillance des TLRs.
Cependant, les DC, issues de souris déficientes pour le gene codant TLR3 ou MyD88 sont
toujours capables d’entrer dans un processus de maturation apres infection par un virus (e.g.
Virus de Sendai) [98]. Ce phénoméne démontre la présence de mécanisme de reconnaissance
virale autre que les TLRs. Cette reconnaissance des virus, indépendante des molécules TLR,
est médiée par les ARN hélicases. Les protéines RIG-I et MDAS sont des molécules
cytosoliques, comprenant deux domaines CARD couplés a un domaine ARN hélicase appelé
« DexD/H box helicase domain ». Le domaine CARD transmet le signal alors que le domaine
ARN heélicase interagit avec les ARN bicaténaires [67, 69]. Les DC et les fibroblastes issus de
souris déficientes pour le gene RIG-I ont ainsi une forte inhibition de production d’IFN de
type I en réponse a des virus [69, 99]. De plus, une importante sensibilité aux infections
virales a été¢ démontrée chez les souris déficientes pour les génes RIG-1 et MDAS [69]. RIG-1
et MDAS induisent une voie de signalisation aboutissant a 1’activation d’IRF3, IRF7 et NF-
kB [67].

Les ARN double brin viraux sont toujours capables de stimuler les DC déficientes en
TLR3 ; surtout lorsque celles-ci sont directement transfectées dans le cytosol [67]. Les RLHs
MDAS et RIG-1, en effet, ont été identifiés comme les récepteurs cytosoliques d’ARN viraux.
Sous transfection cytosolique, les ARN double brin viraux induisent la production
d’interférons de type I et la maturation des DC, ainsi qu’a travers le stimulateur du promoteur
mitochondrial de I’'IFN B (ou IPS-1) et la kinase TBK-1[67]. RIG-1 a été décrit comme un
récepteur cytosolique de I’ARN simple brin viral [100]. MDAS et RIG-1 partagent la méme
voie de signalisation [101]. L’expression de RIG-1 spécifique du type cellulaire reste a
clarifier. Cependant, la reconnaissance d’ARN simple brin indépendante des TLR est une
caractéristique de cellules immunitaires et non immunitaires; y compris les cellules

mésangiales.

L’ensemble des PRRs associés aux cellules participe ainsi activement a la
reconnaissance des pathogenes, a leur endocytose et signalent a la cellule la réponse adaptée
aux pathogenes. Cet ensemble de récepteurs n’est pas figé mais interagit dans le but
d’apporter une réponse optimale. Il est ainsi montré que plusieurs « scavenger receptors » ou

lectines de type-C interagissent avec les TLRs [50].
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1-2-2) Les PRR solubles

En plus des PRR associés aux cellules, le systéme immunitaire comprend des
récepteurs solubles qui participent a [’opsonisation des pathogenes, facilitant leur

reconnaissance et leur élimination.

Les PRRs solubles (ou opsonines) représentent le bras humoral du systéme immunitaire
inné. Ils se lient aux microbes et servent principalement de ponts moléculaires entre les
microorganismes et les facteurs du complément ou les récepteurs de phagocytose afin de
faciliter leur destruction. Deux familles de PRRs solubles ont ét¢ décrites : les lectines de type
C comprenant les collectines (mannose-binding lectin, surfactant protein A et D) et les

ficolines (L-, M- et H-ficolins) [79, 102], et la famille des pentraxines (PTX) [103].

1-2-2-1) Les collectines et les ficolines

Les collectines appartiennent a la grande famille des lectines de type-C et sont
constituées de neuf membres : « mannose binding lectin » (MBL), conglutinine, « surfactant
protein » (SP)-A, SP-D, « collectin » (CL)-43, CL-46, CL-P1, CL-L1 et CL-K1. Alors que la
conglutinine, CL-43 et CL-46 sont retrouvées uniquement chez les bovidés, les autres
membres de cette famille sont exprimés chez I’homme. MBL est une protéine sérique
produite par le foie et I’intestin gréle. SP-A et SP-D sont principalement produites par les
¢épithéliums pulmonaires et sont ainsi retrouvées au niveau des alvéoles pulmonaires. SP-A est
¢galement produite par la muqueuse intestinale, le thymus et la prostate et se retrouve au
niveau du liquide séminal et des muqueuses. CL-K1 est une protéine sérique exprimée par
I’ensemble des tissus humains testés (e.g. colon, prostate, cceur, rein, foie, cerveau), a
I’exception des muscles squelettiques et avec une faible expression dans la moelle osseuse.
CL-L1 est exprimée de facon ubiquitaire (a I’exception des muscles squelettiques) et elle est
particulierement exprimée par le foie. CL-P1 est une collectine particuliere car elle est
exprimée a la membrane des cellules endothéliales. CL-P1 a également été qualifiée de
« scavenger receptor » puisqu’elle reconnait les Ox-LDL [104, 105].

La famille des ficolines est composée de trois membres : la H-ficoline (connue sous le
nom d’ « antigéne Hakatay), la L-ficoline et la M-ficoline. Ces molécules sont des protéines
sériques (de I’ordre de 3 a4 4 pg/ml sauf la M-ficoline qui n’est pas retrouvée dans le sérum)

produites par le foie et les épithéliums bronchiques pour la H-ficoline, par le foie pour la L-
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ficoline, et par I’utérus, les monocytes, les PNNs et les cellules épithéliales alvéolaires pour la
M-ficoline [106, 107]. La localisation de la M-ficoline est controversée. Cette ficoline n’est
pas retrouvé dans le sérum mais semble étre exprimée a la surface des monocytes. Pourtant, sa
présence dans les granules des PNNs suggere que cette protéine pourrait étre sécrétée [106,
107].

Les collectines et les ficolines possédent une structure particuliere, constituée de sous
unités composées par trois chaines polypeptidiques identiques. Chaque polypeptide de
collectine est constitué de quatre régions : un court segment N-terminal de 7 a 28 acides
aminés avec 1 a 3 cystéines, suivi d’une région similaire au collagene (« collagen like
domain ») caractérisé par la répétition du motif —Gly-Xaa-Yaa-. L’extrémité C-terminale
contient le domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD) de type-C reli¢ au domaine
collagene par une courte région charniere (« neck ») de 24 a 28 résidus. La région collagene
forme une triple hélice et la région charniere « neck » forme un domaine stable « coiled-
coils » [108]. Le polypeptide des ficolines posséde une organisation similaire a 1’exception de
la perte de la région «neck ». De plus, les ficolines ne possédent pas de domaine CRD de
type-C mais un domaine fibrinogéne. Le nombre de sous unités trimériques différe entre les
collectines (e.g. SP-D contient 4 trimeres alors que SP-A et MBL contiennent 6 trimeres) et
les ficolines (e.g. L-ficoline contient 4 trimeres alors que la H-ficoline contient 3 trimeres).

Les collectines reconnaissent sélectivement le mannose, le glucose, le L-fucose, la N-
acetyl-mannosamine et la N-acetyl-glucosamine. Chaque collectine possede des affinités
particuliéres pour les différents sucres. MBL et SP-A possedent ainsi une forte spécificité
respectivement pour le N-acetyl-glucosamine et le N-acetyl-mannosamine [108, 109]. La
capacité de reconnaissance des carbohydrates par les ficolines réside dans leur domaine
fibrinogene. Les ficolines reconnaissent le N-acetyl-glucosamine. Une différence critique
entre ficolines et collectines réside dans le fait que le calcium est indispensable a la
reconnaissance des carbohydrates par les collectines alors qu’il n’est pas nécessaire pour les
ficolines [108]. Cependant, cette observation peut étre discutée puisque H- et L-ficolin
reconnaissent les cellules apoptotiques (via I’ADN pour la L-ficoline) de maniére dépendante
du calcium [110, 111].

Les collectines et les ficolines reconnaissent un grand nombre de pathogenes (e.g.
virus, bactéries, champignons). MBL et SP-A reconnaissent par exemple Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli et Aspergillus fumigatus alors que la L-
ficoline reconnait Salmonella typhimurium, permettant leur agrégation et donc une meilleure

¢limination [108]. SP-A se fixe, par son domaine collagéne, sur les macrophages alvéolaires
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de rat via le récepteur SP-R210. L’inhibition de ce récepteur par un anticorps diminue la
phagocytose de Mycobacterium bovis opsonis¢ par SP-A [112]. De la méme maniere, CR1
(CD35), qui se trouve exprimé a la membrane des PNNs stimulés (CR1 est stocké dans les
vésicules de sécrétion), est un récepteur pour MBL et permet la phagocytose de Salmonella
montevideo opsonis¢ par MBL [113]. L importance in vivo de ces molécules est rapportée par
plusieurs études qui montrent une sensibilité accrue des souris déficientes en MBL a une
infection par Staphylococcus aureus ou Pseudomanas aeruginosa [114, 115].

Ces molécules peuvent également activer la cascade du complément par la voie des
lectines et participer ainsi a I’élimination des microorganismes. MBL et les ficolines
s’associent avec trois protéases a sérine nommées « MBL-associated serine protease »
(MASP) et une protéine non-protéase (Mapl9) [108, 116]. Ces protéases activent le
complément. Ainsi, MASP-2 active C4 et C2 pour former la C3 convertase (C4bC2a),
MASP-1 active également C2 et la présence de MASP-1 potentialise la formation de la C3
convertase [117] (cf. Figure 5). A ce jour, aucun facteur du complément n’a été montré
comme ¢étant activé par MASP-3, et les molécules SP-A et SP-D ne s’associent pas aux

MASPs et n’activent donc pas le complément [109].

Ficolin(or MBL)/MASPs

/SMAP complex @

Microbe

Figure 5 : Représentation de la voie d’activation du complément par la voie des lectines.
La reconnaissance de carbohydrate par MBL ou par les Ficolines permet 1’activation des
MASP. MASP-1 induit I’activation de C3 et C2 alors que MASP-2 induit I’activation de C4
et C2. ( D’apres [106]).
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Ces molécules se fixent également aux cellules apoptotiques. MBL, ainsi que la L-
ficoline et la H-ficoline, reconnaissent les cellules en apoptose tardive et augmentent leur
¢limination par les phagocytes [110, 111, 118]. Les souris déficientes pour le géne codant
MBL ont ainsi un déficit d’élimination des cellules apoptotiques [119]. MBL reconnait la
cellule apoptotique par son domaine CRD et favorise la phagocytose des cellules apoptotiques
par la fixation de son domaine collagéne a la calréticuline qui est complexée au récepteur
d’endocytose CD91 a la surface des macrophages [119]. La H-ficoline reconnait également la
calréticuline et se fixe aux cellules apoptotiques de mani¢re dépendante du calcium. Le
domaine de reconnaissance expos¢ par les cellules apoptotiques reste a déterminer mais il
semble que la L-ficoline, mais pas la H-ficoline, se fixe a ’ADN [110, 111].

Ces molécules interviennent également dans la régulation de la réponse inflammatoire.
En effet, SP-A et SP-D se fixent sur la molécule « signal regulating protein o » (SIRP-o) via
leur domaine CRD et inhibent ainsi la signalisation intracellulaire et la production de
cytokines et de chimiokines inflammatoires (e.g. CXCL2 et TNFa) par le macrophage activé.
A TI’inverse, des mutants de SP-A et SP-D, déplétés de leur domaine CRD, sont reconnus par
la calréticuline et augmentent la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires (e.g. TNFa, CXCL2) par le macrophage activé [120]. Ces effets ont ¢été
confirmés in vivo puisque l’injection de SP-A et SP-D une heure avant D’initiation de
I’inflammation par le LPS induit une diminution de la production de TNFo, de CXCL2 et de
CCL2. Ainsi, chez un sujet sain, SP-A et SP-D peuvent se fixer par leur domaine CRD sur
SIRP-a et inhiber une réponse inflammatoire, alors que la présence de pathogenes bloque le
domaine CRD et oblige SP-A et SP-D a se fixer sur le macrophage en induisant une réponse
inflammatoire. L’effet anti-inflammatoire n’est pas retrouvé avec MBL et induirait seulement
un effet pro-inflammatoire [120]. Une autre étude démontre que MBL, en se fixant au niveau
des N-acetyl-glucosamine du peptidoglycane, inhibe la production de cytokines pro-
inflammatoires et augmente la production de chimiokines par le macrophage. Ainsi, MBL
participerait a la résolution de la réponse inflammatoire en inhibant I’inflammation induite par
le macrophage et en recrutant les phagocytes qui éliminent les cellules apoptotiques et les

pathogeénes au niveau du foyer d’infection [104].
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1-2-2-2) Les pentraxines

La superfamille des pentraxines, définie par une signature moléculaire HxCxS/TWxS
ou x représente n’importe quel acide aminé, comprend les PTXs courtes (C-reactive protein
[CRP] et serum amyloid P [SAP]) [121] et les pentraxines longues. La Pentraxine 3 (PTX3) et
la pentraxine 4 [122] décrite récemment font partie, avec les pentraxines neuronales (NPTX),
des pentraxines longues [103, 123] (cf. figure 6). CRP a été, durant les années 30, le premier
membre de la famille des PRRs découvert dans le sérum de patient en réponse a une infection.
Les pentraxines sont hautement conservées durant I’évolution et sont ainsi retrouvées chez les
mammiferes, les arthropodes (e.g. Limulus polyphemus, Drosophila melanogaster), les
amphibiens, les oiseaux et les vertébrés inférieurs (Xenopus laevis, zebrafish, Danio rerio)

[103, 124].

Signature pentraxine
HxCxSITWxS

PENTRAXINES COURTES SAP s
CRP -5

PENTRAXINES LONGUES PTX3 A 494 0 |
CI— 8
NP2 | I
NPR (T

\ Domaine X }\ Domaine PTX }

Figure 6 : Représentation schématique de la structure des pentraxines humaines. Les
pentraxines sont divisées en deux sous-groupes : les pentraxines courtes (SAP et CRP) et les
pentraxines longues (PTX3, PTX4, NP1, NP2 et NPR). La région C terminale contient la
signature moléculaire des pentraxines. Les pentraxines longues, en comparaison des
pentraxines courtes, présentent une séquence N terminale supplémentaire n’ayant aucune

homologie avec aucune autre molécule connue. (Adaptée d’apres [125].
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Détection Cytokines

microbienne inflammatoires

DCs, Mf , Neutrophiles,
Cellules épithéliales

Figure 7 : Induction et sources de production des pentraxines. Les pentraxines jouent le

role d’opsonines et participent I’établissement de la réponse immunitaire (Adaptée d’apres

[125])

1-2-2-2-1) Les pentraxines courtes

Les pentraxines courtes CRP et SAP sont des protéines de la phase aigue de
I’inflammation [126], rapidement produites par le foie en cas d’infection (cf Figure 7). CRP et
SAP possédent 51% d’identité de séquence en acides aminés et proviennent de la duplication

d’un gene ancestral [103]. Au niveau structural, CRP est composée de cinq monomeéres (un
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monomere est composé de 206 acides aminés) identiques formant un pentamére qui a ainsi
donné le nom de Pentraxine a cette famille. CRP contient deux cystéines en position 36 et 97,
retrouvées chez les autres membres de la famille, qui permettent la formation de ponts
disulfure intrachaines. Elle contient ¢galement deux atomes de calcium par monomere [103,
127]. CRP est constituée de cinq monomeres s’associant, de fagcon non covalente, pour former
un pentamere de 115 kDa. CRP est produite par les hépatocytes en réponse a la cytokine pro-
inflammatoire IL-6 et son expression est potentialisée par I’IL-1 [128]. Chez un sujet sain, la
concentration plasmatique médiane de CRP est de 0,8 mg/l mais peut augmenter de 1000 a
10000 fois lors d’une inflammation aigiie [127]. A la différence de I’homme, la CRP murine
est une protéine faiblement exprimée avec un maximum de concentration sérique d’environ 2
mg/l [127].

SAP est une glycoprotéine plasmatique retrouvée principalement chez la souris. En
effet, cette protéine est la principale protéine sérique de la phase aigiie de I’inflammation chez
la souris (augmente de 20 a environ 200 mg/l) mais se trouve constitutivement exprimée de 30
a 50 mg/l dans le sérum humain [103, 129]. Le monomere de SAP est une protéine de 204
acides aminés (25 kDa) qui s’assemble pour former un pentamere de 127 kDa. Deux
pentameres peuvent également s’assembler face a face pour former un décamere [130]. De la
méme maniere que CRP, chaque monomeére de SAP peut fixer deux ions calcium.

La fonction de PRR de CRP et SAP implique une reconnaissance (dépendante du
calcium) de différents ligands regroupés dans le tableau 3. CRP a d’ailleurs été mise en
évidence et caractérisée sous la forme d’une fraction protéique capable de se lier a la
phosphorylcholine qui est un composant majeur de la fraction C de la capsule du
pneumocoque, d’ou sa dénomination C-Reactive Protein. La phosphocholine a également été
identifié sur les bactéries Gram positif (e.g. Clostridium spp, Lactococcus spp, et Bacillus
spp) et Gram négatif (Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, and Neisseria
gonorrhoeae). CRP fixe également les champignons (e.g. Aspergillus fumigatus), les levures
(fixation au zymosan) [103, 131], les cellules apoptotiques, la composante Clq du
complément (cf Figure 8) et les histones [103, 132, 133]. SAP reconnait plusieurs
microorganismes Gram négatif tels que Neisseria meningitidis, Klebsiella rhinoscleromatis
ou Gram positif tels que Streptococcus pyogenes mais ne reconnait pas Staphylococcus

aureus ou Escherichia coli [134].
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CRP SAP PTX3

Composants du complément

Clq + + +
Facteur H + +
"C4b-binding protein" + -

Protéines de la matrice extracellulaire

TSG-6 +
"Inter-at-trypsin
inhibitor"

Hyluronane -
Laminine + + -
Collagene IV
Fibronectine + + -

+
1

Facteurs de croissance

FGF2 +/- +
FGF1 -
FGF4 -

Protéines membranaires

phosphocholine + + +
phosphoethanolamine - + -
LPS - + -
KpOmpA +
Pathogénes

Aspergillus fumigatus + +
Pseudomonas aeruginosa +
Salmonella typhimurium - + +
Paracoccidioides brasiliensis +
Virus - + +
Zymosan + + +

Autres ligands

Cellules apoptotiques + + +
Histones + + +
Héparine - + -

Tableau 3 : Principaux ligands décrits des pentraxines. (D’apres [103] et [123])
Abbréviations : TSG : « TNF-stimulated gene », FGF : fibroblast growth factors.
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Le virus influenza et le LPS sont également des ligands décrits de SAP [135]. SAP
inhibe ainsi la fixation du LPS aux monocytes et I’activation des PNNs par le LPS [136].
Certains auteurs montrent que SAP fixe les souches de Escherichia coli exprimant un LPS
rugueux mais pas les souches exprimant un LPS lisse, alors que d’autres présentent la fixation
de SAP sur les LPS lisse et rugueux [136, 137]. SAP reconnait également les cellules
apoptotiques [138], les histones [133] ainsi que Clq et des protéines de la matrice
extracellulaire (e.g. fibronectine, laminine) [103].

CRP et SAP sont impliquées dans de nombreuses fonctions. En effet, ces deux
molécules permettent une opsonisation des cellules apoptotiques et leur €¢limination par les
phagocytes [132, 138]. Le role de ces PRRs dans la défense contre les pathogénes est montré
par plusieurs modeles murins. Ainsi, une premicre étude révele qu’un traitement par CRP,
mais pas par SAP, augmente la survie des souris infectées par Streptococcus pneumoniae. Des
travaux ont €galement montré que les souris surexprimant CRP sont moins sensibles a une
infection par ce pathogene que les souris sauvages [139, 140]. Les souris surexprimant CRP
sont également résistantes a une infection par Salmonella enterica [141]: les souris
surexprimant CRP éliminent rapidement ces microorganismes de la circulation sanguine et le
titre des anticorps anti-salmonella 14 jours apres I’infection est 10 fois plus important dans les
souris surexprimant la CRP que dans les souris sauvages [141]. Cet effet de protection peut
étre médié par ’opsonisation des microorganismes par CRP avec pour conséquence, une
augmentation de leur phagocytose, une destruction des microorganismes par activation du
complément et potentialisation de 1’activation des leucocytes (CRP augmente la sécrétion de
TNFo et d’IL-1P par les leucocytes en réponse a Streptococcus pneumoniae) [131, 142].
L’effet protecteur de CRP sur 'infection par Salmonella enterica peut paraitre étrange
puisque des travaux indiquent que CRP ne reconnait pas ce pathogene [141]. Cependant, une
¢tude assez récente démontre la reconnaissance de Salmonella enterica par CRP uniquement
en présence de plasma. CRP interagit avec la L- et la M-ficoline, via leur domaine
fibrinogeéne, permettant la reconnaissance du microorganisme par la CRP et potentialisant
I’activation du complément [143] (cf Figure 8). Ces travaux montrent ainsi la collaboration
entre deux PRRs solubles dans la reconnaissance d’un pathogene. Cependant, les récents
travaux de Suresh et collégues montrent que 1’effet protecteur de CRP contre 1’infection par
Streptococcus pneumoniae est indépendant de la reconnaissance de ce pathogeéne par CRP
[144]. En effet, des mutations sur CRP inhibent la reconnaissance de Streptococcus
pneumoniae (méme en présence de sérum) sans affecter son effet protecteur sur I’infection par

ce pathogene [144, 145]. CRP reconnait également Haemophilus influenzae via le motif
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phosphocholine du LPS et permet 1’¢limination du pathogeéne dans le sérum par 1’activation
du complément [146].

Le r6le de CRP dans un choc septique médié par le LPS n’est pas totalement élucidé.
En effet, des souris surexprimant la CRP montrent une résistance plus importante a un choc
septique médié par le LPS que les souris sauvages [147]. De plus, I’injection intraveineuse de
CRP humaine protége les souris d’un choc septique médi¢ par le LPS. Cet effet est dépendant
de I’expression du récepteur aux immunoglobulines FcyRIIb (CD32b) puisque les souris
déficientes pour le géne codant pour ce récepteur présentent une mortalité exacerbée lors de
I’injection par CRP [148, 149]. Cette ¢étude montre que CRP induit un effet anti-
inflammatoire, et donc protecteur, chez les souris sauvages (augmentation de la concentration
sérique de I’IL-10 sans affecter celle du TNFo et de I’IL-12) alors qu'un effet pro-
inflammatoire, et donc délétere, est retrouvé chez les souris n’exprimant pas CD32b
(augmentation de la concentration sérique du TNFa et de I’IL-12) [142]. A P’inverse, une
¢tude indépendante ne montre aucune protection de CRP (souris surexprimant CRP ou
administration de CRP) lors d’un choc septique induit par le LPS [150]. Ces différents
résultats reflétent certainement les variations des modeles utilisés (CRP provenant de
différentes espéces, LPS provenant de différentes souches de microorganismes) et montrent
que de nouvelles investigations sont nécessaires.

A la différence de CRP, la fixation de SAP sur un pathogene inhibe la reconnaissance
de ce pathogene par les phagocytes (PNNs) et augmente la virulence de ces microorganismes.
Ainsi, SAP reconnait Streptococcus pyogenes mais les souris déficientes pour le géne codant
SAP sont plus résistantes que les souris sauvages a ce pathogene. A I’inverse, les souris
sauvages sont plus résistantes a un pathogeéne qui n’est pas reconnu par SAP (e.g. Escherichia
coli O111:B4) [137]. Les auteurs montrent également que SAP ne protége pas les souris d’un
choc septique médié par le LPS mais protége les souris (administration de SAP ou utilisation
des souris surexprimant SAP) de 1’effet 1étal de la « shiga toxin 2 » exprimée par Escherichia
coli O157:H7 [151]. A l’'inverse des microorganismes, la reconnaissance des cellules

apoptotiques par SAP augmente leur élimination par les phagocytes [138].
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Pantraxing

Llassical pathway Lactin pathway Altarnative pathway
Antibodies, pentraxins MEL, ficalins C3b - microorganisms

T

Figure 8 : Roles des pentraxines dans ’activation et la régulation du complément. Les
voies classique et lectine sont initiées lorsque les molécules de détection (anticorps ou
pentraxines et MBL ou ficolines, respectivement) lient la structure d’activation (e.g. antigénes
ou composants microbiens). La voie alternative est initiée par auto-activation de C3 sur les
molécules de surface cellulaire des microorganismes. Les pentraxines participent dans
I’activation et la régulation du complément a travers les trois voies en interagissant avec Clq
(SAP, CRP, PTX3), avec les ficolines (CRP, PTX3) et avec le facteur H (CRP, PTX3)
(D’apres [152])

1-2-2-2-2) Les pentraxines longues
Comme précédemment évoqué, la molécule PTX3 forme, avec PTX4 (récemment
caractérisée) et les neuropentraxines, la sous famille des pentraxines longues dont elle est le

prototype. La concentration de PTX3 dans le sang chez un sujet sain est relativement faible

(environ 25 ng/ml chez la souris et moins de 2 ng/ml chez ’homme) mais augmente fortement
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(Jusqu’a 1000 ng/ml) et trés rapidement (pic de PTX3 détecté entre 5 et 8 heures) lors de
conditions inflammatoires (e.g. septicémie, choc septique, infarctus du myocarde) [153, 154].

Le gene humain p#x3 code pour un transcrit de 1861 bases organisé en trois exons et
localisé sur le chromosome 3. Les deux premiers exons codent pour le peptide signal et le
domaine N-terminal alors que le troisiéme exon code pour le domaine C-terminal contenant le
domaine pentraxine. Cette molécule fut découverte a partir de cellules endothéliales stimulées
par I’IL1-J et par des fibroblastes stimulés par le TNF-o.. PTX3 est également nommée TSG-
14 (« TNF stimulated gene-14 ») [155, 156]. PTX3 est une protéine de 381 acides aminés
comprenant un peptide signal de 17 acides aminés et constituée d’un domaine pentraxine de
203 acides aminés couplé a un domaine N-terminal de 178 acides aminés. L’analyse de la
séquence de PTX3 indique un poids moléculaire théorique de 40 165 Da et la présence d’un
site de glycosylation au niveau de d’une asparagine en position 220. Cette glycosylation
induit un poids moléculaire d’environ 45 kDa qui diminue a 40 kDa aprés traitement par la N-
glycosidase [125]. Une isoélectrofocalisation de PTX3 présente cinq bandes situées entre les
points iso¢lectriques 4,5 et un de 4,65, suggérant une glycosylation hétérogene de PTX3
[125].

Comparativement a CRP et SAP, la molécule PTX3 présente un domaine amino-
terminal n’ayant aucune homologie avec aucune autre molécule connue. PTX3 est impliquée
dans la fertilité, le dépot matriciel et I’'immunité innée [121]. Plus précisément, PTX3 fixe
certains microorganismes et favorise leur élimination par les phagocytes. A I’inverse de CRP
et SAP, PTX3 est produite par de nombreux types cellulaires (monocytes/macrophages,
cellules dendritiques, cellules endothéliales, PNNs) a I’exception notable du foie [157] (cf
Figure 7). PTX3, comme CRP et SAP, reconnait Clq et permet ’activation de la voie
classique du complément [118, 125, 158] (cf. Figure 8). Clq est composé¢ d’une téte
globulaire située au niveau de son extrémité C-terminale reli¢ & un domaine [159] similaire au
collageéne puis a une extrémité N-terminale riche en cystéines impliqué dans la formation de
ponts disulfure [159]. La formation du complexe PTX3/Clq se fait via I'interaction du
domaine pentraxine de PTX3 avec la téte globulaire de Clq [160]. Alors que la
multimérisation de PTX3 est indispensable pour une interaction optimale avec le domaine
globulaire de Clq [156], la déglycosylation et la désialylation de PTX3 potentialisent son
interaction avec Clq et I’activation du complément. Cet effet n’est pas dii a une augmentation
de I’affinité entre PTX3 et Clq, mais a une diminution de leur dissociation et donc une

stabilisation du complexe PTX3/Clq [161]. La reconnaissance de PTX3 « immobilisée » par
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Clq permet une activation du complément (ct Figure 8) alors que PTX3 soluble séquestre
Clq et I’empéche d’interagir avec ses ligands [160].

PTX3 reconnait également les cellules en apoptose tardive mais, a la différence des pentraxines
courtes SAP et CRP, elle inhibe leur reconnaissance par les phagocytes (e.g. cellules
dendritiques et macrophages) [162, 163].

De nombreux travaux ont souligné 1’importance des PRR solubles dans I’initiation
d’une réponse immune adaptative. Ainsi, des souris déficientes en PTX3 sont sensibles a
I’infection par Aspergillus fumigatis, et développent une réponse de type Th2 non protectrice
[164, 165]. De plus, PTX3 se comporte comme un récepteur soluble pour la molécule
bactérienne OmpA et module ses propriétés pro-inflammatoires [76]. L’ensemble des ligands
de PTX3 décrits a ce jour sont consignés dans le tableau 3.

Les opsonines permettent donc une agrégation de pathogeénes, augmentent leur
phagocytose de maniere directe (opsonisation) ou indirecte (activation du complément),
modulent la réponse inflammatoire et interviennent dans [’élimination des cellules
apoptotiques en facilitant leur ¢élimination et en permettant ainsi la résolution de
I’inflammation.

Actuellement, de nombreuses €tudes portent sur I’analyse des interactions établies entre
les PAMPs et les PRRs, les coopérations établies entre les différents types de PRR et les
conséquences fonctionnelles sur la génération d’une réponse immune adaptative. Un autre
volet de ces travaux porte sur 1’analyse des mécanismes mis en jeu par les microorganismes, et

en particulier les virus, pour subvertir ou détourner le systéme immunitaire.
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2. Le virus de 'immunodéficience humaine (VIH)

Vingt sept ans apres les premiers cas avérés du SIDA et vingt cinq ans apres la
découverte de 1’agent étiologique, le contrdle efficace de la pandémie demeure évasif. La
composante moléculaire impliquée dans la pathogenese liée au VIH-1 est a I’origine de ce
challenge. En effet, le VIH-1 développe depuis toujours un certain nombre de mécanismes lui
permettant d’échapper au controle immunitaire. Parmi les mécanismes les plus importants, la
forte glycosylation de la glycoprotéine de surface qui protége entre autres les épitopes de
neutralisation, le ciblage direct du virus de la molécule CD4 exprimée par les lymphocytes T
dans I’orchestration immunitaire ; ’intégration dans le génome de la cellule hote, responsable
de I’infection permanente des cellules non éliminées. Ces mécanismes impliquent également
la capacité du virus a muter, pour ainsi échapper au systéme immunitaire de I’hote [166, 167].
Ce dernier mécanisme conduit a un degré important de la diversité virale au sein du VIH-1,
ainsi que son adaptation rapide, en réponse, a la fois a ’activité du systéme immunitaire et la
thérapie antirétrovirale. Toutefois, au cours de la derniére décennie, les progres en maticre de
séquengage et de surveillance ¢largie de la maladie ont permis de caractériser la variation du

VIH-1 chez chaque patient et dans le monde.

Ainsi, la classification du VIH en sous-types distincts doit maintenant tenir compte de la
réalité¢ d’un processus dynamique de 1’évolution génétique par lequel de nouvelles souches du
VIH-1 ne cessent d’émerger. En effet, la diversité virale résultante a des conséquences dans
les possibles taux différentiels de progression de la maladie, des réponses a la thérapie

antirétrovirale et du développement des vaccins.

2-1) Histoire du VIH

Les premiers cas reconnus de SIDA ont été décrits aux Etats-Unis dans le début des
années 1980. Un certain nombre d'hommes homosexuels, a New York et en Californie, se
mirent soudain a développer des rares infections opportunistes et des cancers qui semblaient
résistants a tout traitement. A cette époque, le SIDA n'a pas encore de nom, mais il est vite
devenu évident que tous ces hommes €taient atteints d'un syndrome commun.

Le VIH est un lentivirus, et comme tous les virus de ce type, il attaque le systeme

immunitaire. Les lentivirus font partie d'un groupe plus important de virus appelés rétrovirus.
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Le nom «lentivirus» signifie littéralement «virus lent» car ils prennent tant de temps pour
produire tous les effets indésirables dans un organisme. Ils sont retrouvés dans un certain
nombre d’animaux, notamment les chats, moutons, chevaux et bovins. Toutefois, le lentivirus
le plus intéressant en matiere d’investigation sur les origines du VIH est le virus de
I'immunodéficience simienne (VIS), qui affecte les singes.

L’infection a VIH/Sida s’est développée a la fin du XX° siécle et représente sans
conteste le prototype de la maladie émergente dont les conséquences sont dramatiques.
L’infection par le VIH est devenue une pandémie qui infecte plusieurs millions de personnes
parmi lesquelles plus de 70 % vivent en Afrique sub-saharienne [168]. Le nombre de
personnes vivant avec le VIH dans le monde en 2009 est estimé a 33,6 millions [169, 170],
(ONUSIDA/OMS, 2009). D’ores et dé¢ja, plus de 25 millions de personnes sont mortes du
SIDA et le VIH continue au XXI® siécle d’étre I’une des premiéres causes de mortalité dans
les pays du Sud [171]. En effet, méme si certains se sont longtemps opposés a reconnaitre le
lien, il est maintenant clairement établi que le VIH est I’agent étiologique du SIDA. Ainsi,
afin de trouver la source du SIDA, il est nécessaire de rechercher l'origine du VIH, et de
découvrir comment, quand et ou le VIH a commencé a provoquer des maladies chez les

humains.
2-1-1) Origine simienne du VIH

Le VIH fait partie de la famille des rétrovirus. Ces virus sont trés répandus dans le
monde animal. Une enzyme, la transcriptase inverse, permettant la rétrotranscription de
I’ARN en ADN, caractérise ces virus. Trois sous-groupes existent actuellement au sein des
rétrovirus humains : les oncovirus a ARN de type HTLV (human T-lymphotropic virus), les
spumavirus et enfin les lentivirus dont font partie les VIH. Les VIH-1 et VIH-2 sont les agents
étiologiques du SIDA. Les virus de 'immunodéficience simienne (VIS) les plus proches du
VIH-1 sont le VIScpz et VISgor qui infectent naturellement les chimpanzés (Pan troglodytes
troglodytes) et les gorilles (Gorilla gorilla) d’Afrique Centrale de 1’ouest. Les VISsmm
retrouvés chez les mangabeys enfumés (Cercocebus atys) d’Afrique de 1’Ouest sont les plus
proches du VIH-2 [169, 172-174]. Peu de temps aprés la découverte en 1983 du VIH-1, le
premier VIS, VISmac, fut isolé du macaque rhésus (Macaca mulatta) dans un centre de
primatologie aux Etats-Unis, le New England Regional Primate Research Center (NERPRC).
Des études rétrospectives montrérent que ce virus fut introduit au NERPRC par d’autres

singes rhésus provenant d’un centre de primatologie Californien ou s’était développée a la fin
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des années 1960 une ¢épidémie chez les singes, caractérisée par la survenue d’une
immunodépression avec 1’apparition d’infections opportunistes. De nombreuses études
attribuent I’origine du VIH-1 au VIS (VIScpz) qui infecte les chimpanzés (Pan troglodytes)
[175-177] (cf. figure 9). Le VIH-2, qui partage 40 a 60% d’homologie avec le VIH-1, aurait
pour origine le VISsmm du mangabey enfumé ouest africain (Cercocebus atys) [177-179] (cf.
figure 9). Les bases moléculaires et la distribution des séquences génomiques renverraient le
passage du VIS chez ’homme entre 1915 et 1941 [170, 180, 181]. De fagon surprenante,
méme en présence d’une forte charge virale chez son hote naturel, le VIS ne provoque ni le
SIDA, ni la déplétion progressive des lymphocytes T CD4 observés chez 1’humain ou chez le
macaque rhésus (Macaca mulatta), chez qui 1’on note une grande susceptibilité aux infections

opportunistes [178, 182].

HIV-1

Sivepe

Figure 9 : Origine simienne du VIH. (A) Le VIH-1 a pour origine un seul sous type de
chimpanzés, Pan troglodytes. (B) Le VIH-2 a pour origine le Sooty mangabey, Cercocebus
atys. (C) Le phénogramme radial démontre 1’étroite relation entre VIH et VIS ; les distances

indiquant le degré relatif d’évolution de la parenté (D’apres [177]).

2-1-2) Modes de transmission du VIH

Le VIH est un virus qui affaiblit le systéme immunitaire et, sans traitement, conduit la
plupart des personnes infectées a développer le SIDA. Comme tous les virus, le VIH infecte
les cellules d'un organisme vivant afin de se répliquer.
Le VIH est présent dans le sang et autres fluides corporels comme le sperme, les sécrétions
vaginales et le lait maternel. Le virus peut pénétrer dans le corps par contact avec le sang ou

par passage a travers les membranes muqueuses délicates, comme l'intérieur du vagin, le
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rectum ou l'urétre. En effet, la premiére cause de contamination reste la transmission sexuelle
[183], dont le risque a chaque contact s’évalue entre 0,1% et 1% [184, 185]. L’usage
d’aiguilles contaminées par les toxicomanes, ou plus accidentellement par les personnels de
santé et de recherche ; ou en cas de transfusion sanguine au cours de la transplantation sont

autant des risques de contamination par voie sanguine.

La transmission dite verticale de la mere a 1’enfant peut survenir a différents stades : in utero,
lors de I’accouchement ou au cours de I’allaitement maternel. Ainsi, grace a I’administration
de traitements antirétroviraux au début ou pendant le dernier trimestre de grossesse, le taux de

transmission verticale est de 10%, alors qu’il est de 25% en absence de traitement [186].

2-1-3) Variabilité du VIH : Classification et Nomenclature

W ooieE 11475 402
0Z_AG 8022 2.9%

A 21413 76 2

B 179520 62.6 &

C 34978 12.5%

D 8161 2912

F 2526 0.97%

G 3555 1.3 %

other 15032 5.4 2

total 280452 100.0 2

Figure 10 : Répartition géographique mondiale de toutes les séquences du VIH-1. Les
différents sous-types et CRF (formes recombinantes circulantes) du VIH-1 groupe M ainsi

que des VIH-1 groupe N et VIH-1 groupe O (http://hiv-web.lanl.gov).
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Les virus VIH-1 sont actuellement classés en trois groupes : le groupe M (principal
responsable de la pandémie), le groupe O (outlier) et le groupe N (non-M non-O). Le groupe
M est actuellement subdivisé en 9 sous-types (A, B, C, D, F, G, H, J, K) et 37 formes
recombinantes (CRFO1-CRF37) (http://hiv-web.lanl.gov) (cf. figure 10). Le sous-type A est

subdivisé en sous-type Al, A2 et plus récemment A3 et A4 [187]. Le sous-type F est lui-

méme subdivisé en sous-sous-type F1 et F2.

Parmi les CRF, les plus connues et fréquemment retrouvées sont le CRFO1-AE
(recombinaison entre les virus de sous-type A et les virus de sous-type E, virus probablement
ancestral mais non décrit a ce jour) responsable d’une partie de 1’épidémie en Asie, et le
CRF02-AG (recombinaison entre les virus de sous-type A et les virus de sous-type Q)

responsable de I’épidémie en Afrique de I’Ouest.

La répartition géographique des différents VIH-1 différe selon I’ancienneté de 1’épidémie
dans le pays, ’effet fondateur dans le groupe d’individus considéré et selon les migrations de
population. Dans les pays du Nord, le sous-type B est prédominant et il est responsable de
I’épidémie initiale dans les pays industrialisés, en particulier I’ Amérique du Nord et I’Europe
de I’Ouest. Par contre, a I’échelle mondiale, les VIH-1 non-B représentent au moins 90 % des
virus circulants [188]. Les sous-types prédominants sont le sous-type C, responsable de 50 %
des infections, principalement en Afrique du Sud et en Asie, le sous-type A et le sous-type D
en Afrique de I’Est, le CRF02-AG en Afrique de 1’Ouest et le sous-type B (12 %) en
Amérique du Nord et en Europe. En Afrique centrale circulent les différents groupes du VIH-
I (M, N et O), ’ensemble des sous-types du groupe M et la majorit¢ des formes

recombinantes.

En France, est observée une évolution de I’épidémie puisque, pour les patients diagnostiqués
au moment de leur primo-infection, la fréquence de virus VIH-1 de sous-type non-B est
passée de 10 % durant les années 1999-2000 a 28 % pour les patients infectés en 2004-2006
[189-191]. Chez les patients nouvellement dépistés en France, quel que soit leur stade
clinique, la proportion de ceux qui sont infectés par des virus non-B est de 50 % [192]. Deux
phénoménes sont responsables de cette augmentation : une proportion plus importante de
patients originaires d’Afrique sub-saharienne et une augmentation de la fréquence des virus
non-B dans la population caucasienne, en raison de la mixité des populations. La moitié¢ des
virus non-B isolés en France sont des virus CRF02-AG, ce qui témoigne des liens existant

entre la France et I’ Afrique de 1’Ouest [193, 194].
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A la différence du VIH-1, un nombre limité de souches VIH-2 a été génétiquement caractérisé
permettant une classification en 8 groupes (A-H), et seuls les groupes A et B jouent un rdle

dans I’épidémie du VIH-2 qui reste limitée a I’ Afrique de 1I’Ouest [174, 193].

2-2) Structure du VIH

En dehors d'une cellule humaine, le VIH existe sous forme de particules sphériques
(parfois appelées virions). Le VIH est un petit virus enveloppé d’environ 80 a 120 nm de
diametre. Son enveloppe renferme une matrice, une capside et deux molécules d’ARN de

polarité positive (cf. figure 11)
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Figure 11 : Structure du VIH-1 (D’aprés J.M Huraux, Traité de virologie médicale)
2-2-1) Protéines de structure

Les glycoprotéines d’enveloppe, gp120 et gp41, sont associées de fagon non covalente.
La protéine gp41 est enchassée dans une couche lipidique, formant avec elle I’enveloppe du
virus. Lorsqu’une cellule est infectée par le VIH, elle présente a sa surface les protéines gp120

et gp4l provenant de I’expression du génome viral. Ainsi, quand un nouveau virus
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bourgeonne et se sépare de la cellule, il emporte avec lui une partie de la membrane cellulaire
et ces deux protéines.

La protéine gpl20, de 120 kDa, interagit avec le récepteur CD4 des lymphocytes T. La
glycoprotéine gpl120 joue ainsi un role indispensable dans la pénétration du virus dans la
cellule. Toutefois, I’engagement de CD4 avec gpl20 est insuffisant pour une infection
efficace qui nécessite I’implication des corécepteurs CXR4 et CCRS. La protéine gpl20
interagit également avec le PRR de type lectinique, DC-SIGN, exprimé par les DC et les
macrophages, ainsi qu’avec le PRR soluble MBL.

La protéine gp41 est une glycoprotéine transmembranaire de 41 kDa principalement
impliquée dans la pénétration de la capside virale dans la cellule hote portant le peptide
nécessaire a la fusion de la bicouche lipidique de I’enveloppe virale avec la membrane
cellulaire.

Les protéines de la matrice MA (17 kDa) sont issues de la maturation de Gag. Elles
tapissent la partie intracytoplasmique de 1’enveloppe virale grace a leur interaction, par leur
groupement myristate, avec la membrane lipidique interne. Une région MA (54-68 aa)
constituant 1’hélice a4 [195, 196], est impliquée dans 1’assemblage de la particule virale en
permettant la formation des trimeres MA [197].

Les protéines de la capside CA (24 kDa) sont caractérisées par la présence d’une
région majeure d’homologie MHR « Major Homology Region ». Ces protéines, constituent la
capside du virus mature, lui conférant une structure conique (Fields Virology, fifth edition,
2007 ; [198]).

Les protéines de la nucléocapside NC (7 kDa) sont caractérisées par la présence de
domaines en doigt de zinc de type CCHH [199]. Ces protéines sont flanquées par des
séquences basiques directement impliquées dans la liaison avec les acides nucléiques [200,
201]. Ces motifs en doigt de zinc participent a I’encapsidation de I’ARN viral, et donc a son

infectivité [202, 203].

2-2-2) Le génome du VIH

Constitué de deux copies linéaires d’ARN simple brin de polarité positive associées a
deux molécules de transcriptase inverse et de 1’intégrase, le génome du VIH posséde neuf
genes. Trois genes, gag, pol et env, codent respectivement pour les protéines enzymatiques et
les protéines de structure de nouvelles particules virales ; et six autres genes, tat, rev, nef, vif,

vpr et vpu, codant pour les protéines accessoires et de régulation (cf. figure 12) qui régissent
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la capacit¢ du VIH a infecter une cellule, a produire de nouvelles copies du virus ou a

provoquer des maladies. La séquence «long terminal repeat » (LTR), présente aux deux

extrémités de chaque brin de I’ARN viral, permet de controler la réplication virale.
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Figure 12 : Organisation du génome du VIH-1. Le LTR du VIH-1 contient plusieurs sites

de liaison aux protéines dont certains sont des éléments régulateurs négatifs de la transcription
du génome viral grace a leur interaction avec les protéines de régulation. Le LTR viral
contient également une boite TATA, deux sites de liaison a NF-xB, trois répétitions en
tandem du site de liaison a Sp1. Tat est codée par deux exons, le premier code les 72 premiers

aa et le deuxiéme les aa 73-101. La protéine Tat recrute des facteurs de transcription afin de

réguler positivement la transcription du génome viral (D’apres [204])

En plus des protéines codées par le génome viral, on trouve entre autres un ARN de
transfert (ARNtiysine) qui intervient comme amorce dans [’étape d’initiation de Ila
rétrotranscription. On observe également la présence de la cyclophiline A qui contribue au
repliement de la protéine Gag lors de I’assemblage des particules infectieuses. Au cours du

bourgeonnement viral, certaines protéines de la membrane, telles que les molécules du CMH,
sont insérées.
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2-2-3) Protéines enzymatiques

Le gene viral pol code pour une macroprotéine précurseur pl80 qui sera ensuite clivée
en p66 et pS1 (transcriptase inverse), p32 (intégrase) et p10 (protéase).

La transcriptase inverse a pour role principal de catalyser la synthése de ’ADN a

partir de I’ARN viral [205]. Cette enzyme est un hétérodimere composé de deux sous-unités
p66 et p51 dotées d’une activit¢ ADN polymérase capable d’incorporer les
desoxyribonucléotides aussi bien sur ’ADN que I’ARN, et une activit¢ RNase H ADN/ARN
dépendante [206].
Généralement lente (1 a 100 nucléotides/seconde), 1’activit¢é ADN polymérase de la RT
montre une faible fidélité (107 erreurs/base incorporée). Cette polymérase est incapable de
corriger les bases erronées, contrairement a I’ADN polymérase de I’hote. En effet, au moins
une mutation par génome et par cycle de transcription inverse est introduite (Fields Virology,
fifth edition, 2007). Ce manque d’édition de la RT est a I'origine de la forte variabilité
observée chez le VIH-1. La RNase H est une exonucléase chargée de dégrader uniquement
I’ARN sous forme hybride (ARN:ADN). Cette action permet 1’obtention des
oligonucléotides, de 6 a 10 résidus, grace a I’activit¢ ADN polymérase de la RT [207].

L’intégrase est une protéine de 32 kDa codée par le géne pol/ [208]. Son rdle est de
catalyser I’insertion du génome viral dans le génome de la cellule hote. La structure du site
actif de l’intégrase appartient a la famille des polynucléotidyl-réductases. Cette protéine
présente du co6té N terminal un motif de type His-His-Cys-Cys (HHCC). Ce motif est
indispensable a I’activité enzymatique, mais ne semble pas étre impliqué dans la fixation de la
protéine sur I’ADN.

La protéase PR est une petite protéine de 100 acides aminés appartenant a la famille
des aspartyl-transférases. La protéase agit premi¢rement pendant ou immédiatement apres la
libération du virion. Cette premicre action lui permet d’étre séparée de son précurseur Gag-
Pol. Le clivage induit par la protéase, participant a la maturation des précurseurs Gag et Gag-
Pro-Pol [209, 210], participe au changement de morphologie des virions et conduit a leur

maturation.

2-2-4) Protéines de régulation et accessoires

Tat : Transactivateur de la transcription, la protéine Tat, localisée au niveau du

nucléole, est codée par deux exons. Son role est d’induire la transcription virale, donc
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d'augmenter I’efficacité de I’initiation de la transcription a partir du promoteur LTR [211]. Tat
est une protéine de 14 kDa composée de six domaines dont chacun joue un rdle particulier au
cours des différentes activités du facteur de transcription viral [212, 213]. Notons que, outre
son role majeur dans la transcription virale, la protéine Tat peut étre sécrétée par les cellules
infectées et agit, comme telle, sur de nombreuses cibles cellulaires en diminuant 1’expression
des molécules du CMH, par exemple. Le role de Tat dans la réplication virale et,
exogenement dans la régulation de nombreux génes au sein des cellules non-infectées, sera

détaillé dans le chapitre « la protéine Tat du VIH ».

Rev : Impliquée dans la régulation de l'expression des protéines virales, la protéine
Rev est une phosphoprotéine de 19 kDa permettant I’export des ARNm viraux (non épissés
ou mono-€pissés) vers le cytoplasme pour leur traduction. Cette protéine peut faire des
navettes entre le noyau et le cytoplasme [214, 215].A noter que cette protéine est codée par

2 séquences ¢loignées 1'une de l'autre (revl et rev2), comme Tat.

Nef : Facteur négatif, la protéine Nef joue un role fondamental dans la propagation
du virus et 1'évolution de l'infection vers le stade SIDA [216]. Au niveau des cellules
infectées, elle diminue l'expression du récepteur CD4 et des molécules du CMH de classe 1.
Elle permet aussi, chez les individus infectés [217, 218], de maintenir une charge virale
¢levée.

Vif : Facteur d'infectivité viral, la protéine Vif permet une meilleure maturation des
virions et un nombre réduit de particules virales défectueuses. Vif est impliquée dans la
maturation ou 1’assemblage des protéines de structure, et dans la stabilisation du complexe
de pré-intégration [219]. Cette protéine est également impliquée dans de nombreux
mécanismes au cours du cycle de réplication viral, tels que ’encapsidation [220, 221]. Vif
est responsable de la dégradation, par le protéasome, du facteur antiviral APOBEC3G [222].

Vpr : La protéine Vpr facilite le transfert du complexe viral de pré-intégration (ou
PIC) du cytoplasme de la cellule hdte vers son noyau. En effet, différentes fonctions sont
attribuées a Vpr, entre autres la stimulation de I’expression génique a partir du LTR [223] et
la facilitation du transport nucléaire du complexe de pré-intégration [224].

Vpu : La protéine Vpu n'est exprimée que chez le VIH-1. Chez VIH-2, Vpu est
remplacée par Vpx qui assure des fonctions identiques. Vpu posséde deux fonctions
principales: elle facilite la libération des particules virales lors du bourgeonnement et permet

la dégradation du CD4 et le transfert de gp160 vers la membrane [225].
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2-3) Cycle de réplication viral

La réplication du VIH peut étre décrite en quatre étapes principales : 1) fusion et entrée
du virus, ii) rétrotranscription et intégration de I’ADN viral dans le génome de la cellule héte,
ii1) transcription et traduction des ARNm viraux et iiii) assemblage, bourgeonnement et
maturation des particules virales nouvellement produites. Ces différentes étapes sont

schématiquement représentées dans la figure 13.

Figure 13. Principales étapes du cycle du VIH-1 (D’apres [226])

Comme pour la plupart des rétrovirus, I’infection a VIH commence par l'interaction
des protéines de l'enveloppe virale et des protéines exprimées a la surface de la cellule [227].
L’engagement de gpl20, avec les récepteurs cellulaires, permet son association avec gp41.
Cette association va induire un changement conformationnel de gp120 et le démasquage du
peptide de fusion de gp41 facilitant I’engagement des corécepteurs au VIH pour une fusion
des membranes virale et cellulaire aboutissant ainsi a ’entrée du virus dans la cellule hote.
[228]. Dans le cytoplasme, le VIH est décapsidé, et grace a la transcriptase inverse, I’ARN

viral est rétrotranscrit en ADN double brin linéaire. Le complexe de pré-intégration est
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ensuite transporté vers le noyau au sein duquel il y a intégration de I’ADN double brin viral
en vue de la formation du provirus [229] (cf. figure 13).

Dans le noyau, I’ARN polymérase II catalyse la transcription du provirus pour former les
ARNm viraux ainsi que I’ARN génomique.

Les ARNm (épissé€s et non épissé€s) sont exportés du noyau afin d’étre traduits en précurseurs
de protéines virales.

Puis, viennent 1’assemblage de la particule virale et I’empaquetage du génome viral [230].
Ainsi, aprés structuration, le virion est libéré et maturé pour générer une particule virale
infectieuse. La maturation implique le clivage protéolytique, par la protéase virale, des
précurseurs  Pr35%¢ et Pr160%¢™! pour générer les protéines matures dans le virion

infectieux.
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2-4) Immunopathologie de I’infection a VIH

L’immunopathologie du VIH est caractérisée par trois phases distinctes : la phase de
primo-infection (ou phase aigiie), la phase chronique (ou asymptomatique) et la phase SIDA

(cf. figure 14).

Increasing viral diversity
Chronic AIDS
Gade o8
¥ oy gﬁ:} 3%0’

— Plasma virasmia
— CD4* T lymphocytes

Viral set-point

Years

Figure 14 : Différentes phases de ’immunopathologie liée au VIH. L’infection primaire
est généralement associée a des symptomes cliniques du syndrome rétroviral aigu. Apres les
premiers mois suivant ’infection, la virémie plasmatique se stabilise et le nombre de cellules
T CD4+ se normalise. La phase chronique prolongée est cliniquement silencieuse, malgré la
réplication virale permanente a des niveaux élevés. Le SIDA est caractérisé par la survenue
d’infections opportunistes ou de tumeurs malignes associées au VIH-1. Le risque des
maladies opportunistes augmente, de fagon significative, lorsque le nombre des cellules T
CD4+ tombe sous les 200 cellules/mm”. La diversité virale augmente en conformité avec le
niveau toujours élevé de la réplication virale et de la nature d’erreurs de la transcription

inverse. (D’aprées [231]).

2-4-1) La phase de primo-infection

Apres infection, le VIH atteint rapidement les nodules lymphatiques et stimule aussi

bien la réponse immunitaire humorale que cellulaire. Cette activation se traduit par un nombre
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de plus en plus important de cellules infectées, par une production massive du virus (10° — 10°

copies d’ARN par ml), ainsi qu’une chute de globules blancs (leucopénie) et des lymphocytes
T CD4+ [232-235]. Deux a quatre semaines apres infection, une grande partie du virus est
¢liminée grace entre autres aux réponses cellulaires T CD8+ et T CD4+ [236, 237] et des
anticorps spécifiques du VIH-1, permettant ainsi une remontée du nombre de lymphocytes T
CD4+ (cf. figures 15 & 16). Cependant, le contrdle de la charge virale n’est pas total car elle
reste détectable tout au long de la maladie. Cette phase est souvent accompagnée de
symptdmes, non persistants et pouvant passer inapercus, tels que fievre, céphalées, myalgies.
La sévérité et la durée de ces symptomes ont une valeur pronostique. Le développement de
symptomes coincide avec une virémie plasmatique élevée ayant pour origine une intense

réplication du virus dans les organes lymphoides [238].

Plusieurs travaux ont montré qu’une des caractéristiques de la phase de primo-infection est
I’infection et la déplétion massive des lymphocytes T CD4+ CCR5+ des muqueuses, et en
particulier de I’intestin [239-243].

Le role de la réponse immunitaire humorale dans le contrdle initial de la réplication virale
reste controversé. Les anticorps neutralisants ne sont détectés qu’a partir de 1 a 2 mois post-
infection [244] (cf. figures 15 & 16), c’est-a-dire apres le controdle initial de la réplication
virale [245]. La majorité des virus isolés lors de la primo-infection sont des isolats RS et les
virus X4 n’apparaissent que plus tard dans I’infection. L’amplitude de la réplication virale au
cours de cette phase conditionne largement la rapidité d’évolution vers la maladie [246-248].
Les événements majeurs survenant au cours de cette phase sont résumés dans les figures 15-

17.
2-4-2) La phase chronique (ou asymptomatique)

Pendant cette phase, malgré I’endommagement continuel du systéme immunitaire, les
sujets infectés restent asymptomatiques. La chronicité de ’infection a VIH peut durer en
moyenne 10 ans [234, 249-251]. Au cours de cette phase, le virus subit des mutations qui lui
permettent d’échapper a la pression immunitaire de 1’hote et continue a se répliquer dans les
organes lymphoides. Cette étape est principalement caractérisée par une chute progressive du
nombre et de la fonction des lymphocytes T CD4+ dans le sang et un faible pourcentage des

cellules infectées. En revanche la perte de fonction des cellules T CD4+ se fait
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progressivement. En effet, les cellules T perdent la capacité de réponse aux antigenes, puis

aux alloantigenes et enfin aux mitogenes non spécifiques [252, 253].

Cette phase est également caractérisée par une activation immunitaire généralisée qui serait
responsable de la disparition de I’ensemble des cellules CD4+. L’activation des lymphocytes
T CD4+ génére un environnement propice a la réplication virale, conduisant a une
augmentation du potentiel de destruction du systeme immunitaire. Cet état d’activation
conduit a la consommation des réserves de cellules T naives et mémoires au repos [254]. De
plus, I’activation chronique et la prolifération des lymphocytes T qui s’en suit perturbent le
controle du cycle cellulaire, augmentant ainsi la propension a I’apoptose induite par
I’activation [255]. Cependant, la déplétion des cellules T ne survient pas uniquement a cause
de leur infection directe mais aussi du fait de leur sensibilit¢ aux effets délétéeres de

I’activation généralisée du systéme immunitaire et de leur renouvellement inefficace.

Pendant la phase asymptomatique, le virus est présent non seulement dans les organes
lymphoides mais aussi dans d’autres organes comme le systéme nerveux central et le tractus

génito-urinaire [177].
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Figure 15 : Définition de I’mmunopathologie de I’infection a VIH-1. (a) Les premicres
semaines suivant I’infection peuvent étre divisées en phases cliniques selon la détection des
antigenes et anticorps spécifiques du VIH-1. La phase d’éclipse correspond au temps écoulé
entre I’infection et la premiere détection de I’ARN viral dans le plasma. Au bout de 21 a 28
jours apres infection, les niveaux plasmatiques viraux atteignent leur maximum. Les étapes de
Fiebig (I-VI) sont caractérisées par le diagnostic clinique du matériel li¢ au virus (ARN viral
par PCR, antigeénes viraux p24 et p31 par ELISA, anticorps spécifiques du virus par ELISA
ou Western blotting). (b) Résumé des événements fondamentaux survenant au cours de la

phase aigiie de I’infection a VIH-1. (D’apres [256]).
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Figure 16: Alignement composite des réponses immunitaires innée et adaptative
précoces. Les premicres réponses systématiquement détectables correspondent aux niveaux
plasmatiques élevés des protéines de la phase aigiie retrouvées lorsque la réplication virale
reste restreinte aux tissus mucosaux et ganglions lymphatiques drainants (phase d’éclipse). Le
virus est premiérement détecté (T,), puis 1’augmentation des niveaux plasmatiques de
cytokines est observée. En quelques jours, la virémie augmente exponentiellement et les
premiers complexes immuns sont détectés. Les réponses cellulaires T CD8+ spécifiques
commencent avant le pic de virémie, suivies de la détection des anticorps non neutralisants
spécifiques de gp4l. L’échappement viral survient dans les 10 jours suivant I’expansion
clonale T CD8+, permettant ainsi 1’établissement des réservoirs viraux. Les premiers
anticorps autologues anti-VIH sont détectés 80 jours apres I’infection, et leur échappement

par des virus mutants dans la semaine qui suit. (D’apres [256]).
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Figure 17 : Taux plasmatiques de cytokines au cours de la phase aigiie de I’infection a
VIH-1. La cinétique relative d’augmentation, dans le plasma, des protéines, cytokines et
chimiokines de la phase aigiie de I’infection a VIH-1. La premiére vague est caractérisée par
I’augmentation de I’'IL-15 et I’'I[FNa; puis par la seconde vague constituée de TNF, I’IL-18 et
I’IL-10. (D’apres [256]).

2-4-3) La phase SIDA

L’apparition du SIDA correspond a un épuisement du systéme immunitaire devenu
incapable de contréler les mutants d’échappement, avec pour conséquence principale une
réplication intense du VIH. La chute progressive du nombre et de la fonction des cellules T
CD4+ résulte en une trés forte diminution de la production de certaines cytokines, telles que
I’IL-2, responsable de la baisse de I’activité anti-VIH des cellules CD8+. A ce stade, les
isolats primaires ont changé de phénotype. Un certain nombre d’hypothéses ont été évoquées
pour expliquer cette conversion de phénotype. Une des plus triviales est la disparition des
cellules CD4+CCR5+, conditionnant la sélection de virus se répliquant dans les cellules
CD4+CXCR4+. Ces virus sont retrouves chez au moins 50% des patients au stade SIDA. Ce

passage de virus R5 a des virus X4 est connu sous le nom de conversion phénotypique, et
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indique un mauvais pronostic pour le patient [257-259]. Le SIDA est ainsi déclaré lorsque le
nombre de cellules T CD4+ atteint un seuil inférieur ou égal a 200 cellules/ul, faisant trés
souvent suite a I’apparition des infections opportunistes ou de tumeurs malignes associées au

VIH.
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3. La protéine Tat du VIH

3-1) Géne et structure protéique

Tat est une petite protéine nucléaire de 14 kDa, codée par deux exons (1-72 et 73-101),
qui existe sous deux formes prédominantes, 86 et 101 acides aminés, [260]. La forme longue
est prépondérante dans la plupart d’isolats cliniques de tous les sous types du VIH-1, excepté
le sous type D présentant un polymorphisme nucléotidique qui crée un codon stop dans le
second exon. Cependant, il a ét¢ montré que certains isolats viraux de sous type B possedent
cette forme tronquée de Tat qui reste la plus utilisée en recherche [260, 261]. Tat est une
protéine flexible dont les changements structuraux nécessaires, interviennent probablement au
cours d’interactions avec ses cibles pharmacologiques et surtout avec ses partenaires

biologiques indispensables a sa fonction [262, 263].

3-1-1) Structure primaire

Le géne codant Tat est organisé en deux exons. Le premier exon est organisé en deux
domaines majeurs : le domaine d’activation qui interagit avec de nombreuses protéines
cellulaires, dont la cycline T1 ; et le domaine basique composé principalement d’arginine et
de lysine. Cet exon suffit a induire la transactivation in vitro, mais le second exon est
indispensable pour observer le phénomeéne in vivo [264]. Des travaux montrent que Tat peut

subir jusqu’a 40% de variation de séquence et rester active [265].

Tat est divisée en six domaines fonctionnels: le domaine riche en prolines, le domaine riche
en cystéines, le domaine « cceur », les domaines riche en arginines et en glutamines et le
domaine d’adhésion cellulaire (cf. figure 18). Le domaine I (résidus 1 a 21) est une région
riche en proline possédant le tryptophane en position 11 conservé. La région II (résidus 22-37)
contient sept cystéines bien conservées. Cette caractéristique n’est pas valable pour le sous
type C qui porte une mutation C31S. Il a ét¢ montré que la protéine Tat fonctionnelle a ses
cystéines fixées au zinc [266]. Cependant, d’autres études montrent des résultats similaires
avec un peptide de Tat ne renfermant pas le domaine riche en cystéines [267]. De plus,
d’autres travaux ont montré par ailleurs que la transactivation avec des variants de Tat

synthétiques ne nécessite pas une fixation au zinc [268]. La région III (résidus 38 a 48), ou
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région core, est caractérisée par la conservation d’une phénylalanine en position 38 et de la
séquence LGISYG. Le domaine IV (résidus 49 a 57) est une région riche en résidus basiques.
Les résidus 58 a 72 constituent la région V, riche en glutamine. Cette région posseéde le taux
de variation de séquence le plus €levé. Enfin, la région VI, constituant la partie C terminale de
Tat codée par le second exon, héberge le motif RGD commun aux sous-types viraux B et D

[260].

Nécessaire a
I’induction de NF-kB

. . . 2nd exon
prolin-rich cys-rich core basic gln-rich
1 21 37 48 57 72 86 101
Région de transactivation T Région d’adhésion
aPARN cellulaire

Région de liaison a
I’héparine

Figure 18 : Domaines fonctionnels de la protéine Tat du VIH-1

Le domaine basique est impliqué dans la plupart des fonctions de Tat [269]. Les
¢tudes par résonance magnétique nucléaire (RMN) des variants de Tat biologiquement actifs
montrent que la région basique et les autres régions fonctionnelles sont bien exposées aux
solvants [264, 270, 271]. Au sein de ces régions le tryptophane en position 11 est fortement
conservé et, jouerait un role structural encore peu caractérisé aujourd’hui [262, 272]. Ce
repliement est similaire entre les différents variants de Tat en solution aqueuse, mais il peut
radicalement changer en cas d'exposition a des solvants hydrophobes [268]. Le domaine
basique de Tat intervient dans la localisation nucléaire [273, 274] et la fixation a 1’élément
TAR de I’ARN génomique viral qui, s’étendant du site d’initiation de la transcription a +57,
permet une structure secondaire stable de I’ARN pour des niveaux d’expression élevés du
génome viral et une réplication efficace du VIH [275]. Le domaine basique faciliterait

¢galement d’autres activités de Tat, tels que : la transduction membranaire [276], le soutien de
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la transcription virale [277], et la potentialisation de I’interaction avec le récepteur d’intégrine

[278].

3-1-2) Structure secondaire

Les structures secondaires de Tat dépendent de son environnement, et changent donc
trés fortement au contact de solvants hydrophobes, devenant principalement des structures
secondaires en hélice a [268]. Ces changements montrent que Tat est hautement flexible.
Cette flexibilité conférerait a la protéine virale la capacité de traverser les membranes
cellulaires. Comme la protéine native, les peptides correspondant aux différents domaines de
la séquence de Tat montrent la méme capacité¢ de changement selon 1’environnement [279].
Cependant, les domaines I et VI de Tat sont peu flexibles, probablement du fait de leur
contenu en proline trés important. Au contraire, seul le domaine III est capable d’adopter une
structure en coude P indépendamment des autres domaines. Il faut également noter que la
modification chimique d’une des sept cystéines du domaine II produit des changements

structuraux significatifs [280].

La principale structure secondaire des variants de Tat est en coude 3 [264, 270, 271]. Le cceur
de la protéine Tat est principalement composé de résidus aromatiques organisé€s en un agrégat
hydrophobe impliquant le tryptophane 11 et la phénylalanine 38 hautement conservés [264,
270]. Cet agrégat inclut également une partie de la région I. La région centrale serait
impliquée dans le processus qui survient pendant I’internalisation de Tat et qui nécessite
certainement un changement structurel adapté a cet environnement hydrophobe. Les mémes
travaux montrent que la région basique adopte une structure étendue, alors que les régions II,
III, V et VI sont en coude B, sauf pour la variante Tat Mal qui posséde une hélice a dans la
région V. Ces études de spectre sur les variants de Tat par RMN montrent une structure
flexible de la protéine virale qui serait un pré-requis pour sa capacité a franchir les

membranes.

3-1-3) Structure tertiaire

La premicre étude structurale par RMN a été réalisée avec la variante Tat Z2 de 86 acides
aminés en présence de I’agent réducteur, le dithiothreitol [212] (DTT). L’état d’oxydation des
cystéines de la région II de Tat est un indicateur important de la fonctionnalité de la protéine

virale. En effet, la protéine Tat devient inactive lorsqu’elle est incubée avec de fortes doses
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d’agents réducteurs comme le DTT ou le 2-mercaptoethanol [280]. Des études, de structure
3D par RMN, des variants de Tat (Tat Bru, Tat Eli ou Tat Mal) ont montré que le spectre de
dichroisme circulaire en conditions non réductrices est similaire a celui obtenu avec Tat Z2

(cf. figure 19).

Figure 19 : Structure 3D des variants de Tat. Les structures des variants Tat Z2 (A), Tat
Bru (B), Tat Mal (C) et Tat Eli (D) ont été obtenues par résonance magnétique nucléaire
(RMN). Les régions de Tat (I a VI) sont représentées en rouge, orange, jaune, vert, bleu clair
et bleu, respectivement. Et les résidus supplémentaires a I’extrémité Cter de Tat Eli sont
représentés en rose. Le variant A a ét¢ chimiquement modifié, alors que les trois autres (B, C

et D), biologiquement actifs, affichent un repliement similaire (D’apres [281]).

Certaines des études structurales faites sur les variants de Tat, en considérant I’activité
biologique, montrent que les différents variants ont une conformation similaire en solution
aqueuse. Cette conformation est caractérisée par une poche hydrophobe, composée en partie

de la région I, entourée par les autres régions qui sont bien exposées au solvant. Et que les
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mutations observées, entre variants de Tat de différents sous types de VIH-1, induisent les

variations structurales.

Toutefois, il est important de noter que de nombreux autres travaux ont montré que la protéine
Tat est non structurée en solution a pH acide ou neutre ; et que le tryptophane 11 ne serait pas

contenu dans un cceur hydrophobe [212, 262, 282].

3-1-4) Structure quaternaire

Une étude majeure trés récente a mis en évidence des changements structurels de la
protéine Tat lorsque cette dernicre est liée au complexe P-TEFb (constitué¢ de la cycline T1 et
la kinase CDK9) [283]. En effet, cette étude montre que la protéine Tat acquiert une
conformation étendue lorsqu’elle est surtout associée a la cycline T1. I1 est également montré
que lorsque Tat est liée a P-TEFD et a deux ions zinc son domaine d’activation acquiert une
structure bien ordonnée [283] (cf. figure 20). A I’inverse, la protéine Tat induit également des
changements structurels importants sur le complexe P-TEFb lui conférant une meilleure

efficacité au cours du processus transcriptionnel [331].
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Cyclin T1

Figure 20: Vue d’ensemble de la structure du complexe Tat/P-TEFb/ATP.
Représentation en ruban (a) et représentation de surface (b) de la structure du complexe
Tat/P-TEFb/ATP. Cdk9 est en orange clair, la cycline T1 en vert péle et Tat en magenta. Les
chaines latérales des résidus de Tat interagissant avec Cdk9, la cystéine 261 (Cys 261) de la
cycline T1 et ’analogue de I’ATP sont représentés sous forme sticks. Les atomes de zinc et de
magnésium sont respectivement représentés en spheres azur et bleu clair. Les lignes en
pointillés représentent le chainon manquant entre la lysine 88 (Lys 88) et la glycine 97 (Gly
97) de Cdk9, et entre la leucine 252 (Leu 252) et la cystéine 261 (Cys 261) de la cycline T1.
(D’apres [496])
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3-2) Tat intracellulaire

Tat est une protéine régulatrice du VIH produite trés tot apres infection. Tat est
nécessaire pour I’expression génomique virale, la transmission du virus de cellule a cellule,
ainsi que pour la progression de la maladie [284, 285]. En effet, le géne tat du VIH-1 est
composé¢ de deux exons qui codent pour une protéine de 86 & 101 acides aminés selon les
isolats (130 aa pour VIH-2). L’isolat LAI/Bru du VIH-1 code une protéine de 86 aa du fait de
I’apparition prématurée d’un codon stop au niveau du 2°™ exon. Pendant la derniére étape du
cycle viral, une Tat tronquée (72 aa pour VIH-1 et 99 aa pour VIH-2) est produite. Cette Tat
est codée uniquement par le premier exon et générée lors de I’export cytoplasmique des ARN

non épissés par la protéine Rev.
3-2-1) Réle de Tat dans la transcription du génome viral

Plusieurs fonctions sont dédiées a la protéine Tat, notamment le remodelage de la
chromatine, la phosphorylation de ’ARN polymérase Il impliquée dans la transcription des
ARNm viraux complets, la transactivation des geénes viraux et la fixation a une structure
spécifique des ARNm viraux [286-288]. Cependant, ces différents roles de la protéine Tat
s’inscrivent dans une cascade séquentielle dont le but est la transcription du génome viral. En
I’absence de Tat, I’expression du VIH est limitée par les barrieres cellulaires qui inhibent la
transcription efficace des ARNm. En effet, Tat recrute des protéines cellulaires pour pallier la
répression du LTR viral, permettant ainsi d’induire I’expression des geénes viraux [286, 289].
Tat recrute différentes histones acétyltransférases (HATs), tel que le complexe CBP/p300,
pour acétyler les nucléosomes en vue de pallier la répression du LTR viral. Cette action de Tat
permet, non seulement la levée de la répression du promoteur viral, mais surtout une
transcription plus efficace du génome viral par I’ARN polymérase II [289, 290]. Des études in
vitro ont montré¢ que Tat induit le changement de conformation du complexe CBP/p300,
permettant ainsi une meilleure interaction de celui-ci avec les facteurs de transcription basale,
telle que la protéine liant TATA et le facteur de transcription IIB [290, 291]. En retour, la
lysine 28 du domaine d’activation de Tat, essentiel a la transcription et a la réplication virales,

est acétylée par le facteur associé au complexe protéique CBP/p300 (PCAF) [292].

En conséquence, en I’absence de Tat ou de signaux d’activation cellulaire, 1’efficacité
de ’ARN pol II est réduite de facon dramatique, ce qui résulte en une production de courts

transcrits viraux inachevés [293, 294]. Tat se fixe a la structure TAR située a I’extrémité 5’ de
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tous les transcrits viraux initiés. Tat recrute également le complexe P-TEFb composé de la
cycline T1 et de la kinase CDK9 [295] (cf. figure 21). Le complexe P-TEFb, en effet,
phosphoryle les résidus sérine du domaine C terminal de I’ARN Pol II. Ces événements
potentialisent la polymérase en vue de la synthése des transcrits viraux de taille compléte
[293]. Outre le complexe de ’ARN Pol II, la phosphorylation d’autres facteurs de
transcription, tels que Spl, CREB, elF2a et NF-kB, sont également ciblés par la protéine Tat

[296-299]. Le role de Tat dans la transcription du génome viral est consigné dans la figure 21.

Bien qu’aucune étude n’ait montré jusqu’ici I’incorporation de Tat dans les virions de
VIH-1, Il est toutefois surprenant de constater que les variants du VIH-1 portant les genes fat
mutés sont incapables d’assurer la rétrotranscription efficace de leur ARN génomique.
L’analyse biochimique de ces virus montre des niveaux de type natif de la rétrotranscriptase
(RT), de ’ARN génomique et des protéines Gag et Env [300]. Ce qui suggererait une

implication de Tat au cours de la rétrotranscription.
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(a)

(b)

Figure 21 : Role de Tat dans la transcription du génome viral. (a) En I’absence de Tat, les
complexes NF-kB, p50 et HDACI se fixent sur le LTR viral et empéchent la synthese
d’ARNm de taille compléte. (b) La protéine Tat permet de lever la répression par le
recrutement des complexes CBP/p300 et CycT1-CDKO9, responsables de la phosphorylation
de ’ARN Pol II, favorisant ainsi une synthese efficace et compléte de transcrits viraux
(D’apres [204]).
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3-3) La protéine Tat extracellulaire

La forme extracellulaire de Tat, secrétée par les cellules infectées [301], est capable de
fixer et pénétrer les cellules cibles [302, 303]. Outre son rdle dans la transcription du génome
viral, Tat posséde de nombreuses activités extracellulaires [213]. La protéine Tat est présente
dans le sérum des patients VIH+ a une concentration de I’ordre du nanomolaire [304, 305].
Tat peut alors agir sur des cellules non infectées en interagissant avec des récepteurs
cellulaires et/ou pénétrant dans ces cellules. Aujourd’hui, un faisceau convergent des données
suggere un réle de Tat dans la physiopathologie de I’infection a VIH-1, notamment en
agissant sur les cellules du systéme immunitaire et le systéme nerveux central (SNC) [213,

306].

3-3-1) Reconnaissance de la molécule Tat extracellulaire

En plus de son rdle dans la réplication virale, La forme sécrétée de Tat agirait sur les
cellules non infectées en interagissant avec des récepteurs membranaires. Différents travaux
ont rapporté que la molécule CD26, impliquée dans la prolifération des lymphocytes T en
réponse a un antigéne de rappel, se lie a Tat [307] via son domaine N-terminal. En interférant
avec Dactivit¢ de CD26, la protéine Tat pourrait étre impliquée dans 1’anergie des
lymphocytes T et ainsi exercer une activité immunosuppressive. Tat est capable de se lier aux
récepteurs aux chimiokines CCR2, CCR3 et CXCR4 des monocytes/macrophages, via son
domaine riche en cystéine [305, 308]. La protéine Tat attirerait et activerait ainsi des cibles du
VIH-1 aux lieux de I’infection [309]. Tat inhiberait la phagocytose des corps apoptotiques par
les DC, en interagissant, via son domaine RGD, avec I’intégrine avB3 [310]. Ce mécanisme
participerait fortement a [’altération des fonctions des DC, telle que la présentation

antigénique.

Tat pourrait inhiber I’activité cytotoxique des DC et cellules NK, en se fixant sur les canaux
calciques de type L [311]. La molécule Tat possederait également une activité angiogénique

associée a son interaction avec les récepteurs au VEGF (Flk1/KDR) et au bFGF [312].

Tat pourrait également se lier au récepteur aux lipoprotéines au niveau neuronal [313],
activant ainsi des geénes neuronaux et dérégulant le métabolisme des lipides dans ces cellules.

Hormis les récepteurs spécifiques, Tat serait ¢galement un ligand de lipides membranaires
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[314] et des héparanes sulfates [315]. Les lipides membranaires et les héparanes sulfates

seraient également impliqués dans le processus d’internalisation de Tat dans la cellule [316].

3-3-2) Internalisation de Tat extracellulaire

C’est au cours d’¢études sur les fonctions des protéines codées par le génome du VIH-1
que la protéine Tat fut, pour la premiére fois, identifié¢e comme ayant une capacité

d’internalisation dans les cellules [317, 318].

3-3-2-1) Internalisation médiée par un récepteur

Les mécanismes d’internalisation de Tat, ainsi que d’autres peptides riches en
arginine, étaient considérés comme indépendants des mécanismes d’endocytose [276, 319].
Cependant, plusieurs études ont montré que son internalisation étant fortement réduite a 4°C,
Tat pénetre peu dans les cellules; suggérant I'implication d’un mécanisme actif
d’internalisation [285, 320]. Différents mécanismes d'endocytose ont été décrits, tels que
I’absorption via la clathrine [321], les cavéoles [302] ainsi que la macropinocytose [322-325].
Bien que I’internalisation de Tat via les cavéoles ait été décrite dans les cellules HeLa [326],
ce mécanisme n’aurait pas lieu dans les lymphocytes T qui n’expriment pas la cavéoline [327,
328]. En 2004, les travaux de Vendeville et collegues apportaient déja un éclairage
supplémentaire sur I’implication des mécanismes d’endocytose au cours de I’internalisation
de Tat par les lymphocytes T. Ce mécanisme impliquerait les vésicules de clathrine de facon
dépendante d’Epsl5, de I’intersectine et de la dynamine. La protéine Tat exploiterait le
gradient de pH entre les endosomes et le cytoplasme pour échapper a la dégradation et étre

libérée dans le cytoplasme. Cette translocation de Tat est favorisée par Hsp90.

3-3-2-2) Internalisation par translocation membranaire

La capacité de Tat a entrer dans les cellules dépendrait de I’intégrité de son domaine
basique, contenant une séquence de 9 acides aminés riche en arginine. Cette région
correspondrait également au signal de localisation nucléaire et au domaine de fixation a
I’¢lément TAR de I’ARN viral [260, 329]. Cette séquence nommée domaine de transduction
protéique (DTP), conférerait a la protéine Tat la capacité de pénétrer a I’intérieur des cellules
sans intervention d’un récepteur spécifique [330]. Ce domaine peptidique fusionné a des
macromolécules permettrait leur entrée dans le cytoplasme cellulaire par simple translocation

membranaire [320]. A titre d’exemple, Fawell et collégues ont montré que les protéines de
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fusion, formées du peptide de Tat contenant le DTP et la B-galactosidase (B-gal), la
peroxydase (HRP) ou la RNase A, sont internalisées par translocation membranaire [331]. La
B-gal fusionnée au peptide 37-72 de Tat est détectée dans le foie, le cceur, la rate et dans une

moindre mesure les poumons et les muscles [379].

3-3-3) Propriétés immunomodulatrices de Tat

Outre son role majeur dans la transactivation du génome viral, Tat serait impliquée
dans la modulation des niveaux d’expression de nombreux genes [102, 297]. La dérégulation
du réseau de cytokines observée au cours de I'infection a VIH est en grande partie due a
I’effet de la protéine Tat [332-338]. En effet, la protéine Tat extracellulaire qui entre dans les
cellules non infectées régulerait 1’expression des genes cibles [339]. A titre d’exemple, Tat
régulerait positivement les niveaux d’expression de nombreuses cytokines, du co-récepteur
CCRS du VIH-1 et du récepteur a I'interleukine-2 (IL-2) (CD25) dans les cellules infectées
par le VIH-1 [102, 303, 340]. Tat extracellulaire augmenterait la transcription de I’IL-6 et de
I’IL-2 et induirait la production des cytokines pro-inflammatoires IL-1B et TNF-a par les
monocytes/macrophages [213, 341]. En 1997, Ambrosino et collégues ont identifi¢ une courte
séquence, en 5° de ’ARNm d’IL-6 qui contient une séquence UCU capable de lier Tat ; cette
interaction est indispensable pour une transcription compléte de ’ARNm de I’IL-6. En
revanche, Tat régulerait négativement plusieurs génes, tels que le gene codant pour le

complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH 1) [342].

La protéine Tat extracellulaire induirait D’apoptose ainsi qu’un effet
d’immunosuppression [343-346]. Un des mécanismes par lesquels Tat régule I’expression des
cytokines serait I’activation de NF-kB via la protéine kinase R (PKR) [296]. Toutefois, une
étude récente montre que Tat issue du sous type C du VIH-1 serait meilleur inducteur de la
synthése de cytokines anti-inflammatoires, telles qu’IL-4 et IL-10, par les monocytes
humains, alors que Tat du sous type B, a I’inverse, serait un inducteur préférentiel de

cytokines pro-inflammatoires telles qu’IL-6 et TNF-a [347].

Tat extracellulaire posséderait de nombreuses autres fonctions contribuant également a
I’infectivité et a la pathogenese liées a l’infection par le VIH-1 [260]. Tat induirait la
maturation des DC immatures (augmentation de 1’expression des molécules de co-stimulation
CD40, CD80 et CD86) [348]. Tat bloquerait la production d’IL-12, responsable de la

stimulation des cellules NK et de I’induction de la différenciation des lymphocytes T
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auxiliaires de type Thl [311, 349]. L’inhibition de la production d’IL-12 pourrait ainsi
expliquer la diminution de I’activité des cellules NK et le déséquilibre Th1-Th2 observés chez
les patients séropositifs. Tat inhiberait la phagocytose des corps apoptotiques par les cellules

accessoires [310].

3-3-4) Effets de Tat sur le systéme nerveux central

Le VIH est neurotrope et envahit directement le tissu cérébral peu apres l'infection. En
conséquence, le VIH cause des difficultés cognitives telles que la démence associée au VIH
(HAD). La HAD se développe chez environ 20% des individus a des stades avancés de
I’infection dans les pays industrialisés [350]. Les ROS (ROS pour Reactive oxygen species)
sont naturellement issues du transport d’électrons dans la mitochondrie et des réactions
enzymatiques redox dans le cytoplasme. Les ROS, a cause du stress oxydatif qu’elles
induisent, seraient une cause majeure des maladies neurodégénératives chroniques [351]. Le
stress oxydatif est présent dans le cerveau et le liquide cérébrospinal des patients HAD [352].
De plus, plusieurs études décrivent Tat comme un potentiel contributeur de la démence
associée au VIH-1 [353]. Par ailleurs, Tat peut étre transférée du cerveau a la moelle épinicere.
Ce transfert expliquerait comment la protéine virale peut causer la neurotoxicité¢ et le
dysfonctionnement au niveau des sites distants de la réplication virale [354]. Les tissus du
cerveau sont sensibles a la toxicit¢ de Tat [354]. En effet, Tat augmenterait le calcium
intracellulaire dans les neurones [355] ; conduisant a la génération des ROS, ’activation des
caspases et finalement I’induction de I’apoptose des neurones [356]. Tat est capable de
franchir la barriere hémato-encéphalique. De plus, des niveaux élevés d’ARNm de Tat ont été
retrouvés dans les extraits de cerveau de patients atteints de HAD [357, 358]. Les séquences
de Tat chez ces patients sont mutées, présentant des substitutions de glutamate dans le second
exon. Ces mutations pourraient réduire la capacité de Tat a pénétrer les cellules, ce qui aurait
pour conséquence l’augmentation des concentrations des protéines Tat extracellulaires,

éventuellement associée aux effets neurotoxiques sur les cellules.

La protéine Tat régule positivement I’expression de Par-4 (prostate apoptosis response-4)
dans les neurones, ce qui aurait pour conséquence l’induction de I’apoptose par stress
oxydatif. En effet, I’augmentation d’expression de Par-4 est suivie d’un dysfonctionnement

mitochondrial et de la perturbation des canaux et récepteurs de glutamate, régulés par le
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calcium. Price et collégues. ont montré que Tat cause le stress oxydatif, de fagon dépendante
du temps, en diminuant les niveaux du glutathion intracellulaire et en augmentant les niveaux
du glutathion oxydé [359]. Tat serait capable d’induire une neurotoxicité en interagissant
directement avec le récepteur d’endocytose, le « lipoprotein receptor-related protein » (LRP)
impliqué entre autres dans la signalisation calcique neuronale [360]. Tat pourrait également
agir indirectement en induisant la production des métalloprotéinases de la matrice MMP-2

[361, 362] qui favorisent I’apoptose neuronale.

Outre les neurones, la protéine Tat serait aussi capable de cibler d’autres cellules du systeme
nerveux central, notamment la microglie, les macrophages [363] et les astrocytes [364]. Tat
induirait la production de TNF-a qui est cytotoxique pour les oligodendrocytes. Ainsi, la
production de Tat dans les neurones de souris transgéniques s’accompagne d’une
démy¢linisation, d’une infiltration de lymphocytes, d’une astrogliose et d’une microgliose.
Récemment, il a été montré que la protéine Tat extracellulaire induit 1I’expression de MMP 9

dans les astrocytes via une voie dépendante de NF-kB [339].

Tat jouerait donc un réle important au cours de la neuropathogenése, a la fois comme

médiateur intracellulaire et extracellulaire de la neurotoxicité [365].

3-3-5) Réle de Tat dans P’activation de virus non apparentés au VIH

En plus de la modulation du génome viral et de I’expression de nombreux genes
cellulaires, Tat serait également impliquée dans I’activation de certains pathogenes tels que
des virus non apparentés au VIH [102]. L’activation du papillomavirus humain (HPV) et du
virus de I’herpés associé au syndrome de Kaposi (KSHV) par la protéine Tat conduirait a une
néoplasie [366] Tat serait aussi impliquée dans la stimulation du virus JC, 1’agent étiologique
de la leuco encéphalopathie multifocale progressive, responsable d’une démyélinisation chez
les individus infectés par le VIH. Bien que I'immunosuppression induite par le VIH-1 soit
impliquée dans I’infection du cerveau par le virus JC, une association directe avec ’activité
de Tat aurait été établie. En effet, Tat activerait le TGF-B dans les cellules infectées par le
VIH-1 et stimulerait la transcription et la réplication d’ADN du virus JC dans les
oligodendrocytes. [102]. La protéine Tat pourrait €galement stimuler la pathogenése du
polyomavirus BK, responsable de néphropathie, détectée chez les transplantés rénaux. [367].

L’infection par le polyomavirus BK est asymptomatique chez la plupart des sujets sains mais
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devient un sérieux probléme pour les patients a immunité compromise, tels que les patients

VIH+ [368].

3-3-6) Role de Tat dans le développement des cancers associés au SIDA

Le cancer est généralement li¢ a I’instabilité des voies de réparation de ’ADN qui
maintiennent la stabilité génomique. En effet, un défaut dans les voies de réparation pourrait
étre inducteur de cancer [369, 370]. Le SIDA est accompagné d’une augmentation
significative de I’incidence de tumeurs. Plusieurs raisons telles que I’'immunodéficience, les
virus oncogenes et la protéine Tat du VIH-1, ont été proposées pour expliquer ce phénomene.
De plus, il a également ¢été¢ suggéré que les défauts de réparation d’ADN induits par Tat
pourraient étre impliqués dans le développement de cancers associés au SIDA [371]. Ainsi,
les patients VIH-1/SIDA atteints de cancer présentent de graves réactions tissulaires et
développent souvent des effets toxiques cutanés lorsqu’ils sont soumis a la radiothérapie. Des
expériences in vitro ont montré que les lignées cellulaires humaines exprimant Tat voient leur
capacité a réparer les cassures d’ADN induites par le rayonnement compleétement réduite

[372].

Par ailleurs, Tat favoriserait 1’adhésion, la migration, I’invasion et la croissance des cellules
de sarcome de Kaposi, ainsi que l’activation des cellules endothéliales par les cytokines
inflammatoires de type Thl. Chez les individus infectés par le VIH-1, le sarcome de Kaposi
est plus fréquent et sévere. Cette sévérité serait due a I’action synergique de Tat avec le
facteur de croissance basique de fibroblastes (bFGF) en favorisant 1’angiogenese, la
permeéabilité vasculaire et les cedémes, qui sont les principaux processus impliqués dans la
progression du sarcome de Kaposi [373]. La profusion du sarcome de Kaposi chez les
individus VIH-1+ serait également attribuée au role de Tat dans la facilitation de la réplication
du virus de I’herpés associé au sarcome de Kaposi (KSHV) [366]. De plus, Tat faciliterait
I’infection des cellules par le KSHV [366].

3-3-7) Tat comme cible vaccinale et/ou thérapeutique

Plusieurs arguments seraient en faveur de 1’utilisation de Tat comme cible vaccinale
du fait de son role dans le cycle viral et ses éventuelles implications comme facteur de
pathogénicité. En effet, Tat est rapidement produite au cours du cycle viral [374, 375] et est

essentielle a la transcription virale qui est totalement abolie si la protéine virale est mutée
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[376, 377]. De plus, Tat induirait une immunité humorale et cellulaire antivirale cytotoxique
[376, 377]. Toutefois, les essais de vaccination avec la protéine Tat, dans le modéle
VIS/macaque, semblent donner des résultats controversés [378]. L’utilisation de Tat
biologiquement active comme cible vaccinale mettrait en évidence une réponse immunitaire
cytotoxique médiée par les lymphocytes T CD8+, plutdét qu’une réponse anti-Tat qui reste
absente [379, 380]. Cependant, des études de vaccination menées chez le macaque rhésus
avec la protéine Tat, sous forme native, dénaturée, vectorisée ou utilisant des peptides de Tat
ont montré soit une protection partielle [381] ou non [382, 383], soit une progression de la
maladie [384]. Plusieurs ¢léments, tels que 1’espece de macaque utilisée, I’immunogénicité et
les voies d’administration du vaccin, pourraient expliquer les différences dans les résultats

obtenus.

Aujourd’hui, il est clair que 'utilisation de la protéine Tat seule n’est pas suffisante
pour un vaccin efficace contre le VIH-1. Des hypothéses convergent vers 1’utilisation d’une
combinaison de protéines virales de structure et de régulation, comme semblent le montrer les

essais utilisant différentes protéines du VIH-1 [375, 385, 386].

La séquence ci-dessous est celle de la protéine Tat 133A du VIH-1, issue d’un isolat primaire

de patient hollandais, utilisée pendant mes travaux de these :

10 20 30 40 50 60
MEPVDPRLEP WKHPGSQPRT ACTNCYCKKC CFHCQVCFIR KALGISYGRK KRRQRRRAPQ

70 80 90 100 101
DSETHQVSPP KQPASQPRGD PTGPKESKKK VERETETHPV N
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OBJECTIFS

Le systéme immunitaire est schématiquement divisé en deux volets : un volet inné et
un volet acquis. Alors que la reconnaissance du non soi par I’immunité adaptative implique
des récepteurs spécifiques des antigénes, l'immunité innée, premicre ligne de défense
immunitaire, n'est pas spécifique de micro-organismes. Les cellules impliquées dans la
réponse immunitaire innée sont essentiellement les épithéliums, les polynucléaires
neutrophiles (PNN), les polynucléaires éosinophiles, les polynucléaires basophiles, les
mastocytes, les cellules « natural killer » (NK), les monocytes/macrophages et les cellules
dendritiques. La reconnaissance des micro-organismes ou de composants microbiens par ces
cellules fait intervenir des récepteurs, appelés Pattern Recognition Receptors (PRR). Les PRR
ont été sélectionnés au cours de 1'évolution pour leur capacité a reconnaitre des motifs
hautement conservés a travers les genres et essentiels a la survie des micro-organismes. Ces
motifs microbiens sont appelés Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMP). La
composante moléculaire de 1'immunité innée est composée des PRR associés aux cellules,
impliqués dans les mécanismes d’endocytose et d’activation et des PRR solubles, sécrétés par
les cellules, impliqués dans la capture et 1’élimination des micro-organismes et de composants

microbiens.

La détection virale par les cellules de I'immunité innée implique des PRR solubles et des PRR
associés aux cellules. Certaines glycoprotéines du VIH interagissent avec les membres de la
famille CLR. En effet, la fixation de la glycoprotéine gp120 a DC-SIGN joue un role majeur
dans l'entrée du VIH dans les cellules immunitaires et dans sa diffusion au sein de I'organisme
d’individus infectés. L’interaction de gpl20 avec le récepteur soluble MBL conduit a

I'élimination du virus par la voie lectine du complément.

Aujourd’hui, il est clairement établi que la protéine Tat du VIH-1 est indispensable dans la
synthése de virions infectieux et jouerait un rdle dans la pathogenese. De plus, la forme
extracellulaire de Tat serait impliquée dans la régulation de nombreux geénes cellulaires.
Cependant, I’interaction de cette protéine majeure du VIH, sécrétée par les cellules infectées,

avec les récepteurs de I’immunité innée, en particulier les PRR solubles, reste inexplorée.

Dans un premier temps, j’ai évalué¢ la capacité des protéines du VIH-1 (gp120, Tat, Rev et
p24) a interagir avec les PRR solubles et analysé les conséquences des potentielles

interactions sur la fonction de chaque protéine au cours de I’infection a VIH-1. Nous avons
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ainsi observé que la protéine Tat interagit sélectivement avec les PRR solubles SAP, CRP et
PTX3, tous les trois appartenant a la famille des pentraxines. Cependant, seule la pentraxine
CRP potentialise 1’activité de transactivation de la protéine Tat en la protégeant de la
protéolyse au cours de la translocation membranaire et en permettant son accumulation
nucléaire. Ce travail a été soumis pour publication dans la revue Journal of Biological

Chemestry.

Dans un deuxieme temps, sur la base de cette premicre étude et d’un travail récemment publié
qui montre que Tat issue du sous type C du VIH-1 serait meilleur inducteur de la synthese de
cytokines anti-inflammatoires, telles que IL-4 et IL-10, par les monocytes humains, alors que
Tat du sous type B, a D’inverse, serait un inducteur préférentiel de cytokines pro-
inflammatoires telles que IL-6 et TNF-a [347], j’ai initi¢ I’étude de I’impact des complexes
formés par la protéine Tat et les pentraxines SAP, CRP et PTX3 sur la différenciation des
monocytes en cellules dendritiques, CPA indispensables a [I’initiation d’une réponse
adaptative efficace. Les travaux préliminaires de cette étude m’ont permis de montrer que la
protéine Tat influence la différenciation des monocytes en DC, en empéchant I’acquisition du
récepteur membranaire CD1a par les DC et en orientant ces dernieres vers un phénotype de

type immunosuppresseur.

Par ailleurs, dans le cadre du projet fédératif MAb IMPACT « IMProving ACTivation of
FeyRIIla-expressing effector cells; pharmacogenetic-based optimisation of monoclonal
antibody therapy for cancer », j’ai initi¢ 1’é¢tude sur I’évaluation de la régulation de
I’expression de CD16 par les monocytes, macrophages et DC humains. Les principaux
résultats mettent en évidence, non seulement une augmentation du CD16 membranaire sur les
monocytes/macrophages et une induction sur les DC, mais également une acquisition par la
sous-population de monocytes CD14'CD16", activés par les cytokines IL-1p, IL-6, IL-10 et
IL-21. Ces résultats suggereraient un role des cytokines IL-1B, IL-6, IL-10 et IL-21 dans
I’augmentation du nombre de monocytes CD14 CD16" au cours de processus inflammatoires
et/ou infection. Ce travail a fait 1’objet d’un manuscrit qui sera soumis trés prochainement

pour publication.
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MANUSCRIT 1

La protéine de la phase aigiie de ’'inflammation CRP potentialise I’activité

de transactivation de la protéine Tat du VIH-1

“The acute phase protein CRP potentiates the transactivation activity of the

HIV-1 protein Tat”

Ulrick Mavoungou Bigouagou, Pascale Jeannin, Sébastien Jaillon, Simon Blanchard,

Philippe Hulin, Bernard Verrier, Jean-Claude Sirard, Alberto Mantovani, Michel
Leonetti, Christophe Guillon, Yves Delneste

Manuscrit soumis dans la revue Journal of Biological Chemestry

INTRODUCTION

Les cellules cibles du VIH sont essentiellement les lymphocytes T CD4+ mais aussi, a
un niveau moindre, les monocytes-macrophages, les cellules dendritiques, les cellules NK, les
cellules de Langerhans et les cellules microgliales cérébrales. Les organes lymphoides, en
particulier les ganglions lymphatiques, constituent les principaux sites de réplication du virus.
Le VIH utilise différents récepteurs pour infecter les cellules de I’hote (ex : CXCR4 et CCRS)
[69]. Actuellement, seule une interaction entre des PRRs de la famille des lectines de type C
(DC-SIGN et MBL) et des protéines d’enveloppe glycosylées du VIH (gp120/gp41) a été
rapportée. De nombreuses études ont souligné le role de la liaison de gp120 avec DC-SIGN
dans la dissémination virale [387]. Cependant, les mécanismes d’interaction des protéines
virales avec d’autres types de PRR, tels que les PRR solubles, ne sont pas décrits.

Le VIH a besoin de la protéine Tat pour assurer la transcription efficace et compléte de
son génome et la production de virions infectieux [204]. La protéine Tat compte 86 a 101
acides aminés selon les souches. Sa séquence est divisée en domaines, dont les

caractéristiques sont communes a toutes les souches du VIH-1 : I’extrémité N-terminale riche
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en prolines (résidus 1 a 21), une région riche en cystéines (résidus 22 a 37), un domaine «
ceeur » de séquence fortement conservée (résidus 38 a 48), une région riche en résidus
basiques (résidus 49 a 57), un domaine riche en glutamines (résidus 58 a 76) et la région C-
terminale de longueur variable. Cette derniére partie comprend un tripeptide RGD (résidus
78-80), motif caractéristique d’attachement a des récepteurs cellulaires de type intégrine.

La protéine Tat est un puissant trans-activateur de la transcription du VIH qui utilise la
machinerie transcriptionnelle de la cellule hote et favorise 1’élongation du transcrit viral [388].
Tat agit principalement de fagon endogene dans les cellules infectées mais €galement de
manicre exogene. En effet, la protéine Tat, sécrétée par les cellules infectées, se fixe et est

internalisée par les cellules environnantes non infectées [389].

En plus de son rdle trans-activateur, Tat contribuerait a altérer la réponse immune de 1’hote en
modulant la synthése de nombreux genes impliqués dans la réponse immune antivirale et en
particulier des cytokines comme I’IL-2, I’[L-6 ou I’IL-8 [337], des chimiokines, les molécules
du CMH-I et des protéines de surface qui jouent un réle de co-récepteur pour le virus [390],
’activation des cellules dendritiques [51, 391] mais également dans la prolifération cellulaire
et la modulation des voies apoptotiques [392]. Alors que la molécule Tat extracellulaire
augmenterait la sensibilité des cellules non infectées a la mort par apoptose, en particulier des
lymphocytes T [388, 393], la forme intracellulaire protégerait les cellules infectées [394].
L’ensemble de ces fonctions conférerait a Tat un réle crucial dans la pathogénése du SIDA et

dans les anomalies immunitaires observées chez les individus infectés.

Cependant, les mécanismes d’interaction de la forme extracellulaire de Tat avec les cellules
de I’hote restent mal caractérisés. La protéine Tat étant une protéine du non-soi, nous avons

émis I’hypothése que sa forme soluble pourrait interagir avec des PRR solubles.

Le but de cette étude a été d’évaluer les interactions potentielles entre la protéine Tat du VIH-

1 et les PRR solubles, en particulier les pentraxines.

PRINCIPAUX RESULTATS

Cette ¢étude nous a permis de montrer une interaction sélective de la protéine Tat du VIH-1

avec les pentraxines SAP, CRP et PTX3.

- L’interaction de Tat avec SAP, CRP et PTX3 est dépendante de la dose. Cependant,
aucune interaction de Tat avec d’autres PRR solubles LOX-1-Fc, SR-PSOX ou MBL

n’a été observée. La reconnaissance de Tat nécessite que les pentraxines soient sous
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une forme homopentamérique. En effet, les pentraxines réduites lient trés faiblement
la molécule Tat, en comparaison aux protéines natives. Contrairement a la pentraxine
longue PTX3, l’interaction des pentraxines courtes SAP et CRP est dépendante du

calcium.

L’utilisation de peptides chevauchants de 15 acides aminés couvrant la séquence de
Tat a permis de montrer que les domaines riche en cystéine et basique de Tat
contiennent les sites impliqués dans son interaction avec les pentraxines. L utilisation
de I’héparine, liant Tat sur son domaine basique, a mis en évidence I’inhibition de

I’interaction Tat-PTX, confortant le résultat obtenu avec les peptides.

La phosphocholine, un ligand commun aux trois pentraxines, inhibe 1’interaction de
Tat avec les pentraxines, mettant ainsi en évidence I’interaction de Tat avec les
pentraxines par leur domaine C-terminal, ¢galement impliqué dans la reconnaissance

de leurs autres ligands

L’évaluation de I’'impact des pentraxines sur la transcription du VIH induite par Tat
nous a permis de montrer que seule la protéine de la phase aigiie de I’inflammation

CRP potentialise 1’activité de transactivation de Tat.

Afin de comprendre pourquoi seule CRP avait un effet sur I’activité de transactivation
de Tat, nous avons évalué I’influence des pentraxines sur la fixation et/ou I’entrée de
la molécule Tat dans les cellules épithéliales, my¢loides et lymphoides humaines.
Nous avons observé que la fixation et/ou I’entrée de Tat n’est pas altérée par les
pentraxines, méme lorsque les cellules sont au préalable traitées avec un exces de

pentraxine ou d’immunoglobulines humaines.

Ensuite, nous avons observé que les trois pentraxines protégent Tat de la protéolyse de

la méme fagon. Cette protection concernerait la partie N-ter de la protéine virale.

Enfin, grace a ’analyse de la localisation intracellulaire de Tat seule ou complexée
aux pentraxines, nous avons pu observer par microscopie confocale que CRP permet

une accumulation nucléaire de la molécule Tat.
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Abstract

Soluble Pattern Recognition Receptors (PRR) recognize microbes and are involved in their
elimination and in the activation of immune cells. Virus and viral motifs are recognized by
soluble PRR and regulate their infectivity and the induction of protective responses against
HIV. The aim of this study was to analyze the interaction of extracellular Tat with soluble
PRR. Results showed that Tat interacts selectively with members of the pentraxin family,
SAP, CRP and PTX3 via the cystein-rich and basic domains. Interestingly, CRP, but not SAP
and PTX3, increased the transactivation activity of Tat. Pentraxins did not modulate the
binding of Tat to different cell types and were equivalent to protect Tat from proteolysis. In
contrast, confocal microscopy revealed that CRP, but not SAP and PTX3, favors the nuclear
accumulation of Tat. These results show that the short pentraxin CRP, whose production is
induced during microbial infections, increases the Tat-induced HIV-1 transcription. The
association of Tat with CRP could have pathophysiological consequences by increasing virus
replication and load and evidence a mechanism allowing Tat to exploit the humoral innate

immunity to promote virus propagation.
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Introduction

The transcription of the HIV-1 genes is dependent on the viral protein Tat. Tat is a 86-101
residues protein [1-3] encoded by two exons, which N-ter region (amino acids 1 to 72)
contains the transactivation domain [4-6]. After synthesis, Tat is transported into the nucleus
[7] where it interacts with host factors and the TAR region of viral RNA to induce transcript

elongation and viral gene expression [8,9].

Tat can be secreted from infected cells [10,11] and numerous biological activities have been
dedicated to extracellular Tat. Extracellular Tat may promote virus replication and disease by
increasing the transcriptional activity of HIV-LTR [12] and may transactivate genes encoding
cytokines and cytokine receptors [13-15] in a NF-kB-dependent manner [16]. Exogenous Tat
exhibits angiogenic activity [17-19] and stimulates endothelial cell proliferation [20-22],
chemo-invasion [21] and activation of endothelial cells [23]. Exogenous Tat has been also
reported to interfere with the apoptosis of non infected cells [24-26], even though this
property remains debated [27]. Dysfunction of the central nervous system, neurotoxicity and
vascular abnormalities in the course of HIV infection have been associated to Tat [28-30].
Whether the activity of exogenous Tat is related to receptor-mediated signaling or to
internalization and transport to the nucleus remains unclear [31-33]. Interestingly, exogenous
Tat is present in the serum of HIV-infected subjects at concentrations similar to the one

inducing in vitro biological activities [34-36].

Innate immune cells are sensors that discriminate self from non self via innate immunity
receptors, also called pattern recognition receptors (PRR) [37]. PRR recognize highly
conserved motifs expressed by large families of microbes and called pathogen-associated
molecular patterns or PAMPs [38]. PRR can be classified into three families, based on their
functions. Endocytic receptors, expressed at the cell surface, mediate recognition and
internalization of microbes and/or microbial moieties. Signaling receptors, expressed at the
cell surface or intracellularly, are involved in cell activation in response to microbial moieties.
Soluble PRR, also called opsonins, bind microbes and facilitate their elimination by

phagocytes.

Accumulating evidences show that, among the soluble PRR, members of the pentraxin family

are important partners in the innate immune response and in the initiation of adaptive immune
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responses. They are mainly involved in the early phases of the immune response. Pentraxins
(PTX) are highly conserved proteins characterized by a cyclic homopentameric structure.
PTX are classified in two subfamilies, based on the length of the N-terminal domain. In
addition to the C-terminal pentraxin domain which contains the pentraxin signature, long
pentraxins contain an extra N-terminal domain unrelated to other known proteins. The short
pentraxins serum amyloid P (SAP) and C-reactive protein (CRP), also known as acute phase
proteins, are produced in the liver in response to IL-6 [39]. PTX3, the prototypic long
pentraxin [39], is produced by numerous cell types, except hepatocytes, in response to
proinflammatory cytokines and PAMPs. More recently, a new member of the long pentraxin
subfamily, PTX4, has been described [40]. Pentraxins bind numerous microbes and microbial
moieties and favour their elimination by phagocytes. Pentraxins also actively participate to the

inflammatory [41] and adaptative immune responses [42].

The interaction of viruses with PRR may have opposite consequences, i.e. a protective
response or an escape from the immune response [43,44]. Pentraxins bind viruses and viral
proteins. SAP binds influenza A virus and inhibits the virus-induced erythrocyte agglutination
[45]. SAP also inhibits the production of haemagglutinin (HA) and the cytopathogenic effect
of influenza A virus on MDCK cells [45,46]. PTX3 binds human cytomegalovirus and
inhibits virus-cell fusion and internalization [47]. More recently, PTX3 has been reported to
inhibit hemagglutination and viral neuraminidase and to neutralize virus infectivity [48]. Even
though Tat plays a pivotal role in the replication and in the pathogenesis of HIV-1, the
interaction of its soluble form with soluble PRR, and especially pentraxins, remains
undetermined. This study aimed to determine whether Tat may interact with pentraxins and

the consequences on the transactivation activity of Tat.
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Results

Tat binds to pentraxins. The potential interaction of the HIV-1 proteins Tat, p24, Rev and
gp120 with some soluble PRRs was evaluated by ELISA. Results showed that, among the
HIV-1 proteins tested, only immobilized Tat selectively bound the pentraxins SAP, CRP and
PTX3 (Fig. 1A). No binding of pentraxins was observed on p24, Rev and gp120, whatever the
concentration used (Fig. 1A and data not shown). In contrast, Tat did not bind the other
soluble PRR tested, MBL, SR-PSOX and LOX-1-Fc (Fig. 1B). The binding of PTX to Tat
was dose-dependent, detectable at 0.4 nM (except SAP at 4 nM) and maximal at the highest
concentration used (400 nM) (Fig 1C). Pentraxins also bind Tat in solution, as evidenced by
diffraction light scattering (Fig. 1D and data not shown). In contrast, no binding of pentraxins
to flagellin, used as a control, was observed (Fig. 1A). Pentraxins are homopentameric
proteins which binding capacity is significantly diminished upon reduction. Results showed a
marked decrease in the binding of reduced pentraxins to immobilized Tat, compared to non
reduced proteins (Fig. 1E). Collectively, these results showed a specific interaction of Tat

with the functional pentameric forms of the pentraxins SAP, CRP and PTX3.

Identification of the Tat/pentraxin binding domain. Eighteen 15-mer overlapping peptides
covering the whole amino acid sequence of Tat were used to determine the domains of Tat
involved in its interaction with pentraxins. Results showed that SAP, CRP and PTX3 bind
peptide corresponding to amino acids 25-40 (cystein-rich domain) and three contiguous
peptides corresponding to amino acids 35-60, covering the basic and glutamine-rich domains.
The short pentraxins SAP and CRP, but not PTX3, also bind the peptide 35-50, corresponding
to a linking sequence between the cystein-rich and basic domains (Fig. 2A). Heparin, that
binds the basic domain of Tat [49,50], inhibited, in a dose-dependent manner, the interaction
of Tat with pentraxins, confirming the involvement of this domain in the interaction with
pentraxins (Fig. 2B). The interaction of Tat with pentraxins was also inhibited, in a dose-
dependent manner, by phosphocholin (Fig. 2C), suggesting that the binding site of Tat is
localized within or close to the binding site of pentraxins to bacterial moieties [5S1]. These

results showed that PTX interact with the cystein-rich and basic domains of Tat.
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CRP, but not SAP and PTX3, increases Tat-induced HIV-1 transcription. Extracellular
Tat is a potent inducer of HIV-1 transcription. We thus evaluated whether the binding of Tat
to pentraxins may modulate its transcription activity. As expected [52], extracellular Tat
induced HIV-1 transcription (Fig. 3). Surprisingly, CRP, but not SAP and PTX3, increased, in
a dose dependent manner, the transactivation of HIV-1 induced by extracellular Tat (Fig. 3).
This effect was significant using 8 nM CRP and maximal at the highest amount tested (400
nM) (Fig. 3). These results demonstrate that, even though Tat binds pentraxins in a similar

manner, only CRP potentiates its transactivation activity.

Pentraxins do not modulate the binding of Tat to human cells. Tat binds, in a similar
manner, the three prentraxins but only CRP potentiates its transcriptional activity. We thus
evaluated whether this mechanism may be related to differences in the binding of Tat to cells
when complexed to pentraxins. The binding of biot-Tat, complexed or not to pentraxins, to
monocytes, HeLa cells and Jurkat cells was evaluated by FACS. As previously reported, biot-
Tat binds in a similar manner the three cell types (Fig 4A). The binding of biot-Tat complexed
to pentraxins was equivalent to the one observed with biot-Tat alone, whatever the

concentrations of pentraxins used (Fig. 4B and data not shown).

Previous studies have reported that pentraxins bind FcyR [53,54]. We thus evaluated whether
pentraxins may favour the entry of Tat via FcyR. To respond to this question, we used
myeloid cells as they express the three types of FcyR [55]. Human monocytes, macrophages
and DC were incubated with biot-Tat, alone or complexed to pentraxins, in the presence of
increasing concentrations of pentraxins or human immunoglobulins. Whatever the
concentrations used, exogenous pentraxins did not modulate the binding of Tat, alone or
complexed to SAP, CRP or PTX3, to monocytes (Fig. 4C), macrophages and DC (data not
shown). Moreover, human immunoglobulins did not modulate the binding of biot-Tat and
biot-Tat/pentraxin complexes to human myeloid cells (Fig. 4D and annexe 5), whatever the
concentration used (1-100 pg/ml). These results demonstrate that the binding and/or entry of

Tat into human cells is not affected by PTXs and does not involve PTX-binding structures.

CRP protects Tat from in vitro proteolysis and favours its nuclear accumulation. We
next hypothesized that the potentiating activity of CRP could be related to a protection against

proteolysis. In the absence of pentraxins, a 30 min incubation with thermolysin induced the
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degradation of Tat, as evidenced by Western Blotting (Fig. 5A). Interestingly, the three
pentraxins protected Tat from degradation by thermolysin (Fig. 5A). Two types of profiles
were obtained, depending on the monoclonal antibodies used. The N-ter specific mAb
11F8C5 evidenced high molecular weight products (Fig 5A). In contrast, no degradation
product was detectable using the C-ter specific mAb 14C12BS5, except in the presence of SAP
(Fig 5A). These results suggest that the pentraxins mainly protect the N-ter domain of Tat

from proteolysis.

Finally, we evaluated whether CRP may potentiate the transactivation activity of Tat by
favouring its accumulation in the nucleus. Confocal microscopy showed that Tat is efficiently
internalized, as previously reported [56]. The preincubation with pentraxins did not
significantly modulate the intracellular accumulation of Tat after 1 h of incubation. In
contrast, the levels of Tat in the cytoplasm and nucleus were increased after 3 h when

associated with CRP, compared to SAP or PTX3 (Fig. 5B).

Collectively, these results suggest that the binding of Tat to CRP may increase the half life of

Tat and its accumulation in the nucleus.
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Discussion

Tat interacts with immune cells and exhibits immunomodulatory properties. However, the
role of PRR in the biological activities of Tat remains undetermined. We report here that
extracellular Tat interacts selectively with members of the PTX family. Interestingly, the
interaction of Tat with CRP, but not with SAP and PTX3, potentiates the transactivation
activity of Tat. These results highlight a mechanism allowing Tat to divert the immune system

for virus propagation.

Previous studies have reported that some HIV moieties interact with PRR, and especially
members of the CLR family. The binding of gp120 to DC-SIGN plays a major role in the
entry of HIV in immune cells and in the dissemination of the virus in the body of infected
individuals. The glycoprotein gp120 also interacts with MBL, leading to the elimination of the
virus by the lectin complement pathway [57]. In this study, we evaluated the ability of some
HIV-1 proteins to interact with soluble PRR. Results showed that, among the viral proteins

tested, only Tat binds the pentraxins SAP, CRP and PTX3.

Pentraxins are soluble PRR produced during the acute phase of inflammation, in response to
pro-inflammatory mediators and microbes/microbial moieties. Pentraxins favour the
elimination of microbes (via the activation of the complement or via their internalization by
phagocytes) and may modulate the adaptive immune response against selected pathogens
[58]. Previous studies have reported that PTXs may interact with viruses or viral components.
SAP binds the mannose-rich glycans on the influenza virus hemagglutinin (HA) and blocks
the binding of HA to its cell surface receptor [45,46]. PTX3 inhibits hemagglutination and
viral neuraminidase and neutralizes virus infectivity [48]. Moreover, PTX3-/- mice are more
susceptible than wild type mice to an infection with influenza. PTX3 also binds human

cytomegalovirus and inhibits virus-cell fusion and internalization [47]

As previously reported for different short PTXs ligands [58], the binding of Tat to SAP and
CRP, but not to the long pentraxin PTX3, was calcium-dependent (annexe 2). Interestingly,

the binding of Tat to the PTXs was evidenced using PTXs in solution, suggesting that the
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interaction of extracellular Tat with PTXs may occur in the extracellular milieu.

Tat exhibits different functional domains. The use of overlapping peptides covering the whole
sequence of Tat allowed determining the binding sites to PTXs. Results showed that the
cystein-rich and basic domains of Tat contain the PTX-binding domains. Accordingly, the
interaction of Tat with PTXs was inhibited by heparin, a ligand of Tat that binds to the basic
domain [49]. Supporting these data, we observed that PTXs do not interact with Tat mutated
in its basic and cystein-rich domains (annexe 1). The cystein-rich and basic domains are
important in the transactivation activity of Tat. Indeed, a single mutation in one of the seven
conserved cystein residues localized within the cystein-rich domain induces a loss of Tat
transactivating function, resulting from its inability to interact with CDK9 and the cyclin
T1[59,60]. We also determined the domain of PTXs involved in their interactions with Tat.
The fact that Tat binds in a similar manner to the short and long PTXs is in favour of a
binding site within the C-terminal domain of PTXs. This hypothesis was confirmed by the
fact that phosphocholin, a bacterial component that binds PTXs [58], inhibited the binding of
PTXs to Tat.

Tat enters most cell types, but the mechanism remains undetermined. Tat acts as a cell-
penetrating peptide able to translocate across membranes in an energy-and receptor-
independent manner. The translocation activity of Tat has been localized within the basic
domain, especially in a 9 amino acids arginin-rich sequence [61,62], called protein
transduction domain [63]. Tat has been also reported to interact, via its basic domain, with
heparan sulfates located at the cell surface [64]; however, the role of heparan sulfates in the
internalization of Tat is still controversial [65,66]. We then evaluated whether PTXs may
modulate the binding capacity of Tat and/or its cell entry. Results showed that the interaction
of Tat with the PTXs did not alter its binding capacity to different cell types (epithelial cells,
myeloid and lymphoid cells). Moreover, the binding of Tat was not affected by human
immunoglobulins, suggesting that the internalization of the Tat/PTX complexes was not
mediated via the FcyR, the recently described PTX-binding elements [53]. Supporting this
result, the binding of the Tat/PTX complexes was not affected by a large excess of SAP, CRP
or PTX3. Collectively, these results suggest that PTXs do not modify the mechanism of entry
of Tat within the cells.
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Tat is a crucial component of the HIV life cycle and pathogenesis. We then assessed the
ability of PTXs to modulate the transactivation activity of Tat. Surprisingly, we observed that,
even though the three PTXs bound in a similar manner Tat, only CRP increased its
transactivation activity. Because of the intrinsically disordered nature of Tat [52] that renders
it sensitive to proteases [67], we first hypothesized that CRP may protect Tat from
proteolysis. However, results showed that the three PTXs were equivalent to prevent and/or
delay in vitro Tat proteolysis, although degradation products differ between SAP and
CRP/PTX3. It is also important to underline that the N-ter domain of Tat, which contains the
regions involved in its transactivation activity, is protected by its interaction with the PTXs.
However, and unexpectedly, confocal microscopy revealed that CRP, but not SAP and PTX3,
favoured the accumulation of Tat in the nucleus. This result suggests that the ability of CRP to
potentiate the transactivation activity of Tat may result from its accumulation in the nucleus,

rather than an increase of Tat entry into the cells.

In conclusion, this study shows that the short pentraxin CRP potentiates the transactivation
activity of Tat. This mechanism appears related to a protection from proteolysis and from an
accumulation of Tat within the nucleus. HIV-infected individuals with high circulating CRP
levels exhibit a worse response to antiviral therapy [68], a quicker progression towards AIDS
[69,70] and a higher HIV-related mortality [71-73]. Based on these data and our results, it is
tentative to speculate that the interaction of Tat with CRP, whose production is induced
during microbial infections, could have physiopathological consequences by increasing virus

replication and load during the course of HIV infection.
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Materials and Methods

Reagents. The Tat protein derived from the primary isolate 133A sequence (Genbank
accession number DQ459120) [74] was obtained by peptide synthesis (Synprosis, Marseille,
France). The 15 mers overlapping peptitides of Tat were obtained and used as previously
described [75]. Rev and gp120 (HXB?2 strain) were obtained through the NIH AIDS reagent
program. Recombinant p24 was produced and purified from Escherichia coli; endotoxins
were removed, as previously described [75]. The anti-Tat antibodies 11F8C5 and 14C12B5
were raised against the N-terminal and C-terminal domains of Tat, respectively [52]. Purified
human CRP and SAP were purchased from Chemicon (Temecula, CA) and Sigma-Aldrich (St
Louis, MO), respectively. Soluble LOX-1-Fc was produced, as previously described [76].
MBL (US Biological, Swampscott, MA), zymosan (Molecular Probes, Oregon, CA),
mannosylated BSA (Sigma-Aldrich), soluble SR-PSOX (R&D Systems, Abingdon, UK) and
human Hsp70 (Stressgen, San Diego, CA) were purchased from the respective manufacturers.
Flagellin was purified from Salmonella typhimurium, as previously described [77]. Heparin,
phosphocholine, chloroquine and human immunoglobulins were from Sigma-Aldrich. Anti-
SAP, peroxidase-conjugated anti-CRP (both from Sigma-Aldrich), biotin-labeled anti-MBL
(US Biological), anti-SR-PSOX (R&D Systems) and anti-LOX-1 (HyCult Biotechnology,
Uden, The Netherland) antibodies were purchased from the indicated manufacturers. The
peroxidase-labeled anti-rabbit immunoglobulin and anti-mouse immunoglobulin antibodies

were from Biosource (Camarillo, CA).

Cell lines. Hela and Jurkat cell lines were from ATCC (Manassas, VA) and cultured
according to the manufacturer’s recommendations. The HL3T1 cell line [78], obtained
through the NIH AIDS Reagent Program, was cultured in DMEM containing 4.5 g glucose
and supplemented with 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin (all from Cambrex,

Saint-Beauzire, France) and 10% heat-inactivated FCS (Biowest, Nuaille, France).

PBMC isolation and cell generation. Blood samples from healthy subjects were obtained
from the ‘Etablissement Francais du Sang (EFS) Pays de la Loire” (agreement number ANG-
2003-02) in accordance with the Angers University Hospital ethical committee requirements.

PBMC were isolated from blood by standard Ficoll-Paque density-gradient (Amersham
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Biosciences, Uppsala, Sweden) and resuspended in complete medium consisting in RPMI
1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS, 2 mM L-glutamine, 1 mM
sodium pyruvate, 0.1 mM non essential amino acids, 10 mM Hepes, and antibiotics (all from
Cambrex). Monocytes were isolated from PBMC by magnetic sorting using anti-CD14 mAb-
coated microbeads (Myltenyi biotec, Bergish Gladbach, Germany). Dendritic cells (DC) were
generated in vitro by culturing monocytes for 5 days at 106 cells/ml in complete medium
containing 20 ng/ml GM-CSF and 20 ng/ml IL-4 (both from R&D Systems). Macrophages
were generated in vitro by culturing monocytes for 5 days at 106 cells/ml in complete medium

containing 2 ng/ml GM-CSF plus 20 ng/ml M-CSF (R&D Systems).

Analysis of the interaction of soluble PRR with HIV-1 proteins by ELISA. The
interaction of the HIV-1 proteins Tat, Rev, gp120 and p24 with the pentraxins CRP, SAP and
PTX3 or with the soluble PRR LOX-1, SR-PSOX and MBL, used as controls, was analyzed
by ELISA. Briefly, viral proteins or eighteen 15-mer overlapping peptides covering the whole
amino acid sequence of Tat were immobilized at 10 pg/well in 96-well ELISA plates
(Immulon; Nunc, Roskilde, Denmark) by overnight incubation at 4°C in 50 mM
NaHCO3/Na2CO3 buffer, pH 9.6. After a 2 h saturation at 37°C with PBS containing 1%
BSA (v:w) (PBS/BSA), wells were washed with PBS containing 0.05% Tween 20 (v:v)
(Sigma-Aldrich) (300 pl/well) before addition of the soluble PRR at the indicated
concentrations (100 pl/well). In some experiments, pentraxins were first incubated for 3 h at
37°C in 0.1 M Tris buffer pH 8.5 containing 30 mM DTT, before addition of iodoacetamide
(120 mM final concentration) for a further 1 h incubation at room temperature in darkness.
The reaction was stopped by addition of 2 N H2SO4. Pentraxins were then dialyzed against
PBS before use in ELISA. In others, ELISA was performed in the presence of 250-15000
U/ml heparin or 10-400 pg/ml phosphocholin. After a 2 h incubation at 37°C, wells were
washed with PBS/Tween before detection of the bound PRR. CRP was detected using a
peroxidase-conjugated anti-CRP antibody; and PTX3 and SAP were detected using specific
mAbs. Bound Abs were revealed by peroxidase-conjugated anti-rabbit immunoglobulin and
anti-mouse immunoglobulin antibodies, respectively. LOX-1, SR-PSOX and MBL were
detected with specific antibodies. Bound antibodies were revealed using TMB substrate
(Sigma-Aldrich). Results were expressed as OD values or as a percentage of inhibition of
binding determined as follows: (A-B/B)x100 where A and B correspond to the OD values

without or with competitors, respectively.
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DLS measurement of Tat/Pentraxin interaction in solution. Diffraction light scattering
(DLS) allows determining the hydrodynamical diameter of proteins. Measures were
performed on Tat (60 uM) or pentraxins alone (400 uM) in 10 mM PBS, pH 7.4, containing 2
mM CaCl2. Tat and pentraxin solutions were then mixed and incubated 30 minutes at room
temperature before measuring the diameter of the complexes using a NanoS Zetasizer

(Malvern Instruments, Malvern, UK).

In vitro transcription assay. The HL3T1 cell line is a derivative of HeLa cells, stably
transfected with the CAT reporter gene under the control of the HIV-1 promoter (LTR) [78].
Tat (70 nM) was incubated at room temperature with different amounts of pentraxins (8, 40,
200 and 400 nM) in PBS containing 3.6 mM CaCl2 for at least 30 minutes. The Tat/pentraxin
complexes were then added to HL3T1 cells, cultured for 4 h in the presence of 100 uM
chloroquine. After washing, cells were cultured for a further 48 h. Cells were then collected
and resuspended in 100 pul TEN buffer (40 mM Tris-HCI pH 7.5, 1 mM EDTA, 150 mM
NaCl), submitted to one freeze-thaw step before incubation for 20 min at 65°C, as previously
described [74,79]. The concentration of CAT in the cell lysates was determined using a CAT
ELISA, according to the manufacturer’s protocol (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland).
Total protein concentrations were determined using the BCA assay, according to the
manufacturer recommendations (Thermo Scientific, Rockford, IL). Results were standardized

as the concentration of CAT per ng of total proteins.

Binding of Tat to human cells. The binding of Tat to monocytes, macrophages, DC, HeLa
and Jurkat cells was evaluated by FACS. C-ter-biotinylated Tat (biot-Tat; Synprosis), used at
70 nM, was incubated with the cells for 30 min at 4°C. In some experiments, 70 nM biot-Tat
was pre-incubated for 1 h at 37°C with SAP, CRP or PTX3 at the indicated concentrations in
PBS/BSA containing 2 mM CaCl2. In others, cells were first incubated with 1-100 pg/ml
human immunoglobulins (Sigma-Aldrich) for 30 min at room temperature, or with pentraxins
(5 or 50 pg/ml) before incubation with biot-Tat or biot-Tat prealably incubated with
pentraxins (biot-Tat/PTX). Biot-Tat was detected using Alexa488-labeled streptavidin
(Invitrogen, Carlsbad, CA). After washing, the fluorescence was analyzed using a FACScan

cytofluorometer (BD Biosciences, Erembodegem, Belgium).
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Analysis of Tat sensitivity to proteolysis. We evaluated whether pentraxins may protect Tat
from in vitro proteolysis. Tat (70 nM) was incubated or not with 400 nM pentraxins for 1 h at
37°C before addition of 10 or 60 ng thermolysin in the presence of 2 mM CaCl2. Samples
were collected at 30 and 60 min, boiled for 5 min at 95°C in a migration buffer containing j3-
mercaptoethanol and EDTA. Samples were then electrophoretically separated on a 20% SDS-
PAGE and transferred to a membrane (Immobilon; Millipore, Billerica, MA). After
saturation, membranes were incubated for 16 h at 4°C with 5 pg/ml anti-Tat mAbs 11F8CS5 or
14C12B5. After washing, membranes were incubated with 1 pg/ml peroxidase-labeled anti-
mouse immunoglobulin mAb; bound antibodies were detected using the ECL system (GE

Healthcare, Piscataway, NJ).

Analysis of the intracellular localization of Tat by confocal microscopy. Intracellular
localization of Tat, alone or associated with pentraxins, was evaluated by confocal
microscopy. Tat (70 nM) was first incubated with 400 nM SAP, CRP or PTX3 for 30 min at
37°C in PBS/BSA containing 2 mM CaCl2. PBMC were incubated for 1 or 3 h at 37°C with
Tat alone or Tat-PTX. Cells were then fixed with 4% PFA for 10 minutes at room temperature
before permeabilization with PBS containing 0.05% Tween 20 and 0.05% Triton (v/v/v) (both
from Sigma-Aldrich) for 10 minutes at room temperature. After washing, cells were incubated
with a FITC-labeled anti-Tat polyclonal antibody (ImmunoDiagnostics, Woburn, MA) for 2 h
at 4°C. Nuclei were labeled with the TOPRO-3 iodide dye (Invitrogen). Cells were thus fixed

using the ProLong Gold polymerizing medium (Invitrogen).

85



Acknowledgements

This work was supported by institutional grants from Inserm and the University of Angers, by
a grant from the Agence Nationale de Recherche sur le SIDA (ANRS, http://www.anrs.ft/),
and by a grant from the Agence Nationale pour la Recherche (ANR, http://www.agence-
nationale-recherche.fr/). I state that the funders had no role in study design, data collection
and analysis, decision to publish, or preparation of the manuscript. Ulrick Mavoungou
Bigouagou is the recipient of an ANRS doctoral fellowship. The HL3T1 cell line was
obtained from B. Felber and G. Pavlakis through the AIDS Research and Reference Reagent
Program, Division of AIDS, NIAID, NIH.

Author contributions: UMB designed and performed the experiments and wrote the paper;
SJ, SB and PH performed experiments; BV, JCS and AM provided reagents and intellectual
contribution; CG performed experiments and wrote the paper; ML, PJ and YD supervised the

study and wrote the paper.

86



Bibliography

1. Kilareski EM, Shah S, Nonnemacher MR, Wigdahl B (2009) Regulation of HIV-1
transcription in cells of the monocyte-macrophage lineage. Retrovirology 6: 118.

. Jones KA (1993) Tat and the HIV-1 promoter. Curr Opin Cell Biol 5: 461-8.

. Vaishnav YN, Wong-Staal F (1991) The biochemistry of AIDS. Annu Rev Biochem 60:
577-630.

W N

N

. Cullen BR (1990) The HIV-1 Tat protein: an RNA sequence-specific processivity factor?
Cell 63: 655-7.

5. Romani B, Engelbrecht S, Glashoff RH Functions of Tat: the versatile protein of human
immunodeficiency virus type 1. J Gen Virol 91: 1-12.

. Arya SK, Guo C, Josephs SF, Wong-Staal F (1985) Trans-activator gene of human T-
lymphotropic virus type III (HTLV-III). Science 229: 69-73.

7. Schwartz S, Felber BK, Benko DM, Fenyo EM, Pavlakis GN (1990) Cloning and
functional analysis of multiply spliced mRNA species of human
immunodeficiency virus type 1. J Virol 64: 2519-29.

8. Rosen CA, Sodroski JG, Goh WC, Dayton Al Lippke J, et al. (1986) Post-transcriptional
regulation accounts for the trans-activation of the human T-lymphotropic virus
type III. Nature 319: 555-9.

9. Taylor JP, Cupp C, Diaz A, Chowdhury M, Khalili K, et al. (1992) Activation of
expression of genes coding for extracellular matrix proteins in Tat-producing
glioblastoma cells. Proc Natl Acad Sci U S A 89: 9617-21.

10. Ptak RG, Fu W, Sanders-Beer BE, Dickerson JE, Pinney JW, et al. (2008) Cataloguing the
HIV type 1 human protein interaction network. AIDS Res Hum Retroviruses 24:
1497-502.

11. Ensoli B, Buonaguro L, Barillari G, Fiorelli V, Gendelman R, et al. (1993) Release,
uptake, and effects of extracellular human immunodeficiency virus type 1 Tat
protein on cell growth and viral transactivation. J Virol 67: 277-87.

(@)

12. Mann DA, Frankel AD (1991) Endocytosis and targeting of exogenous HIV-1 Tat protein.
Embo J 10: 1733-9.

13. Gupta S, Mitra D (2007) Human immunodeficiency virus-1 Tat protein: immunological
facets of a transcriptional activator. Indian J Biochem Biophys 44: 269-75.

14. Nabell LM, Raja RH, Sayeski PP, Paterson AJ, Kudlow JE (1994) Human
immunodeficiency virus 1 Tat stimulates transcription of the transforming

growth factor alpha gene in an epidermal growth factor-dependent manner. Cell
Growth Differ 5: 87-93.

15. Milani D, Zauli G, Neri LM, Marchisio M, Previati M, et al. (1993) Influence of the
human immunodeficiency virus type 1 Tat protein on the proliferation and
differentiation of PC12 rat pheochromocytoma cells. J Gen Virol 74 ( Pt 12):
2587-94.

16. Demarchi F, d'Adda di Fagagna F, Falaschi A, Giacca M (1996) Activation of
transcription factor NF-kappaB by the Tat protein of human immunodeficiency
virus type 1. J Virol 70: 4427-37.

87



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Albini A, Fontanini G, Masiello L, Tacchetti C, Bigini D, et al. (1994) Angiogenic
potential in vivo by Kaposi's sarcoma cell-free supernatants and HIV-1 tat
product: inhibition of KS-like lesions by tissue inhibitor of metalloproteinase-2.
Aids 8: 1237-44.

Albini A, Barillari G, Benelli R, Gallo RC, Ensoli B (1995) Angiogenic properties of
human immunodeficiency virus type 1 Tat protein. Proc Natl Acad Sci U S A
92: 4838-42.

Corallini A, Campioni D, Rossi C, Albini A, Possati L, et al. (1996) Promotion of tumour
metastases and induction of angiogenesis by native HIV-1 Tat protein from BK
virus/tat transgenic mice. Aids 10: 701-10.

Ensoli B, Barillari G, Salahuddin SZ, Gallo RC, Wong-Staal F (1990) Tat protein of HIV-
1 stimulates growth of cells derived from Kaposi's sarcoma lesions of AIDS
patients. Nature 345: 84-6.

Albini A, Soldi R, Giunciuglio D, Giraudo E, Benelli R, et al. (1996) The angiogenesis
induced by HIV-1 tat protein is mediated by the Flk-1/KDR receptor on vascular
endothelial cells. Nat Med 2: 1371-5.

Barillari G, Buonaguro L, Fiorelli V, Hoffman J, Michaels F, et al. (1992) Effects of
cytokines from activated immune cells on vascular cell growth and HIV-1 gene
expression. Implications for AIDS-Kaposi's sarcoma pathogenesis. J Immunol
149: 3727-34.

Hofman FM, Dohadwala MM, Wright AD, Hinton DR, Walker SM (1994) Exogenous tat
protein activates central nervous system-derived endothelial cells. J
Neuroimmunol 54: 19-28.

Cossarizza A (2008) Apoptosis and HIV infection: about molecules and genes. Curr
Pharm Des 14: 237-44.

McCloskey TW, Ott M, Tribble E, Khan SA, Teichberg S, et al. (1997) Dual role of HIV
Tat in regulation of apoptosis in T cells. J Immunol 158: 1014-9.

Misumi S, Takamune N, Ohtsubo Y, Waniguchi K, Shoji S (2004) Zn2+ binding to
cysteine-rich domain of extracellular human immunodeficiency virus type 1 Tat
protein is associated with Tat protein-induced apoptosis. AIDS Res Hum
Retroviruses 20: 297-304.

Roshal M, Zhu Y, Planelles V (2001) Apoptosis in AIDS. Apoptosis 6: 103-16.

Neri E, Musante V, Pittaluga A (2007) Effects of the HIV-1 viral protein TAT on central
neurotransmission: role of group I metabotropic glutamate receptors. Int Rev
Neurobiol 82: 339-56.

Nath A, Conant K, Chen P, Scott C, Major EO (1999) Transient exposure to HIV-1 Tat
protein results in cytokine production in macrophages and astrocytes. A hit and
run phenomenon. J Biol Chem 274: 17098-102.

Hudson L, Liu J, Nath A, Jones M, Raghavan R, et al. (2000) Detection of the human
immunodeficiency virus regulatory protein tat in CNS tissues. J Neurovirol 6:
145-55.

Andras [E, Pu H, Deli MA, Nath A, Hennig B, et al. (2003) HIV-1 Tat protein alters tight

88



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

junction protein expression and distribution in cultured brain endothelial cells. J
Neurosci Res 74: 255-65.

Pu H, Tian J, Flora G, Lee YW, Nath A, et al. (2003) HIV-1 Tat protein upregulates
inflammatory mediators and induces monocyte invasion into the brain. Mol Cell
Neurosci 24: 224-37.

Toborek M, Lee YW, Pu H, Malecki A, Flora G, et al. (2003) HIV-Tat protein induces
oxidative and inflammatory pathways in brain endothelium. J Neurochem 84:
169-79.

Goldstein G (1996) HIV-1 Tat protein as a potential AIDS vaccine. Nat Med 2: 960-4.

Westendorp MO, Shatrov VA, Schulze-Osthoff K, Frank R, Kraft M, et al. (1995) HIV-1
Tat potentiates TNF-induced NF-kappa B activation and cytotoxicity by altering
the cellular redox state. Embo J 14: 546-54.

Xiao H, Palhan V, Yang Y, Roeder RG (2000) TIP30 has an intrinsic kinase activity
required for up-regulation of a subset of apoptotic genes. Embo J 19: 956-63.

Gough PJ, Gordon S (2000) The role of scavenger receptors in the innate immune system.
Microbes Infect 2: 305-11.

Medzhitov R (2007) Recognition of microorganisms and activation of the immune
response. Nature 449: 819-26.

Bottazzi B, Garlanda C, Salvatori G, Jeannin P, Manfredi A, et al. (2006) Pentraxins as a
key component of innate immunity. Curr Opin Immunol 18: 10-5.

Martinez de la Torre Y, Fabbri M, Jaillon S, Bastone A, Nebuloni M, et al. Evolution of
the pentraxin family: the new entry PTX4. J Immunol 184: 5055-64.

Deban L, Russo RC, Sironi M, Moalli F, Scanziani M, et al. Regulation of leukocyte
recruitment by the long pentraxin PTX3. Nat Immunol 11: 328-34.

Jeannin P, Bottazzi B, Sironi M, Doni A, Rusnati M, et al. (2005) Complexity and
complementarity of outer membrane protein A recognition by cellular and
humoral innate immunity receptors. Immunity 22: 551-60.

Brennan K, Bowie AG Activation of host pattern recognition receptors by viruses. Curr
Opin Microbiol.

Bowie AG, Unterholzner L (2008) Viral evasion and subversion of pattern-recognition
receptor signalling. Nat Rev Immunol 8: 911-22.

Andersen O, Vilsgaard Ravn K, Juul Sorensen I, Jonson G, Holm Nielsen E, et al. (1997)
Serum amyloid P component binds to influenza A virus haemagglutinin and
inhibits the virus infection in vitro. Scand J Immunol 46: 331-7.

Horvath A, Andersen I, Junker K, Lyck Fogh-Schultz B, Holm Nielsen E, et al. (2001)
Serum amyloid P component inhibits influenza A virus infections: in vitro and in
vivo studies. Antiviral Res 52: 43-53.

Bozza S, Bistoni F, Gaziano R, Pitzurra L, Zelante T, et al. (2006) Pentraxin 3 protects
from MCMV infection and reactivation through TLR sensing pathways leading
to IRF3 activation. Blood 108: 3387-96.

Reading PC, Bozza S, Gilbertson B, Tate M, Moretti S, et al. (2008) Antiviral activity of
the long chain pentraxin PTX3 against influenza viruses. J Immunol 180: 3391-
8.

89



49

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

. Rusnati M, Coltrini D, Oreste P, Zoppetti G, Albini A, et al. (1997) Interaction of HIV-1
Tat protein with heparin. Role of the backbone structure, sulfation, and size. J
Biol Chem 272: 11313-20.

Hakansson S, Caffrey M (2003) Structural and dynamic properties of the HIV-1 tat
transduction domain in the free and heparin-bound states. Biochemistry 42:
8999-9006.

Thompson D, Pepys MB, Wood SP (1999) The physiological structure of human C-
reactive protein and its complex with phosphocholine. Structure 7: 169-77.

Foucault M, Mayol K, Receveur-Brechot V, Bussat MC, Klinguer-Hamour C, et al. UV
and X-ray structural studies of a 101-residue long Tat protein from a HIV-1
primary isolate and of its mutated, detoxified, vaccine candidate. Proteins 78:
1441-56.

Lu J, Marnell LL, Marjon KD, Mold C, Du Clos TW, et al. (2008) Structural recognition
and functional activation of FcgammaR by innate pentraxins. Nature 456: 989-
92.

Mold C, Baca R, Du Clos TW (2002) Serum amyloid P component and C-reactive protein
opsonize apoptotic cells for phagocytosis through Fcgamma receptors. J
Autoimmun 19: 147-54.

Kacskovics I (2004) Fc receptors in livestock species. Vet Immunol Immunopathol 102:
351-62.

Sahaf B, Atkuri K, Heydari K, Malipatlolla M, Rappaport J, et al. (2008) Culturing of
human peripheral blood cells reveals unsuspected lymphocyte responses relevant
to HIV disease. Proc Natl Acad Sci U S A 105: 5111-6.

Ji X, Gewurz H, Spear GT (2005) Mannose binding lectin (MBL) and HIV. Mol Immunol
42: 145-52.

Bottazzi B, Doni A, Garlanda C, Mantovani A An integrated view of humoral innate
immunity: pentraxins as a paradigm. Annu Rev Immunol 28: 157-83.

Rice AP, Carlotti F (1990) Mutational analysis of the conserved cysteine-rich region of
the human immunodeficiency virus type 1 Tat protein. J Virol 64: 1864-8.

Koken SE, Greijer AE, Verhoef K, van Wamel J, Bukrinskaya AG, et al. (1994)
Intracellular analysis of in vitro modified HIV Tat protein. J Biol Chem 269:
8366-75.

Jeang KT, Xiao H, Rich EA (1999) Multifaceted activities of the HIV-1 transactivator of
transcription, Tat. J Biol Chem 274: 28837-40.

Marcello A, Cinelli RA, Ferrari A, Signorelli A, Tyagi M, et al. (2001) Visualization of in
vivo direct interaction between HIV-1 TAT and human cyclin T1 in specific

subcellular compartments by fluorescence resonance energy transfer. J Biol
Chem 276: 39220-5.

Ezhevsky SA, Nagahara H, Vocero-Akbani AM, Gius DR, Wei MC, et al. (1997) Hypo-
phosphorylation of the retinoblastoma protein (pRb) by cyclin D:Cdk4/6
complexes results in active pRb. Proc Natl Acad Sci U S A 94: 10699-704.

Tyagi M, Rusnati M, Presta M, Giacca M (2001) Internalization of HIV-1 tat requires cell
surface heparan sulfate proteoglycans. J Biol Chem 276: 3254-61.

90



65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

Nakase I, Takeuchi T, Tanaka G, Futaki S (2008) Methodological and cellular aspects that
govern the internalization mechanisms of arginine-rich cell-penetrating peptides.
Adv Drug Deliv Rev 60: 598-607.

Fittipaldi A, Giacca M (2005) Transcellular protein transduction using the Tat protein of
HIV-1. Adv Drug Deliv Rev 57: 597-608.

Lecoq A, Moine G, Bellanger L, Drevet P, Thai R, et al. (2008) Increasing the humoral
immunogenic properties of the HIV-1 Tat protein using a ligand-stabilizing
strategy. Vaccine 26: 2615-26.

Dehovitz JA, Feldman JG, Holman S, Minkoff H (2006) High sensitivity C-reactive
protein and response to highly active antiretroviral therapy in women with HIV-
1 infection. J Acquir Immune Defic Syndr 42: 383-4.

Drain PK, Kupka R, Msamanga GI, Urassa W, Mugusi F, et al. (2007) C-reactive protein
independently predicts HIV-related outcomes among women and children in a
resource-poor setting. Aids 21: 2067-75.

Lau B, Sharrett AR, Kingsley LA, Post W, Palella FJ, et al. (2006) C-reactive protein is a
marker for human immunodeficiency virus disease progression. Arch Intern Med
166: 64-70.

Feldman JG, Goldwasser P, Holman S, DeHovitz J, Minkoft H (2003) C-reactive protein
is an independent predictor of mortality in women with HIV-1 infection. J
Acquir Immune Defic Syndr 32: 210-4.

Chaudhary M, Kashyap B, Gautam H, Saini S, Bhalla P (2008) Role of C-reactive protein
in HIV infection: a pilot study. Viral Immunol 21: 263-6.

Kuller LH, Tracy R, Belloso W, De Wit S, Drummond F, et al. (2008) Inflammatory and
coagulation biomarkers and mortality in patients with HIV infection. PLoS Med
5:e203.

Guillon C, Stankovic K, Ataman-Onal Y, Biron F, Verrier B (2006) Evidence for CTL-
mediated selection of Tat and Rev mutants after the onset of the asymptomatic
period during HIV type 1 infection. AIDS Res Hum Retroviruses 22: 1283-92.

Guillon C, Mayol K, Terrat C, Compagnon C, Primard C, et al. (2007) Formulation of
HIV-1 Tat and p24 antigens by PLA nanoparticles or MF59 impacts the breadth,
but not the magnitude, of serum and faecal antibody responses in rabbits.
Vaccine 25: 7491-501.

Delneste Y, Magistrelli G, Gauchat J, Haeuw J, Aubry J, et al. (2002) Involvement of
LOX-1 in dendritic cell-mediated antigen cross-presentation. Immunity 17: 353-
62.

Steiner TS, Nataro JP, Poteet-Smith CE, Smith JA, Guerrant RL (2000) Enteroaggregative
Escherichia coli expresses a novel flagellin that causes IL-8 release from
intestinal epithelial cells. J Clin Invest 105: 1769-77.

Felber BK, Pavlakis GN (1988) A quantitative bioassay for HIV-1 based on trans-
activation. Science 239: 184-7.

Mayol K, Munier S, Beck A, Verrier B, Guillon C (2007) Design and characterization of
an HIV-1 Tat mutant: inactivation of viral and cellular functions but not
antigenicity. Vaccine 25: 6047-60.

91



Figure legends

Figure 1. Binding of Tat to the pentraxins CRP, SAP and PTX3. A. The binding of SAP,
CRP and PTX3 to immobilized HIV proteins (Tat, p24, Rev and gp120) was determined by
ELISA. Flagellin (Flag) was used as a control protein. Results are expressed in OD values
(mean + sd, n=10). B. The binding of MBL, SR-PSOX and soluble LOX-1-Fc to immobilized
HIV proteins (Tat, p24, Rev and gpl120) was determined by ELISA. Human Hsp70 and
maleylated BSA (mBSA) were used as control of scavenger receptor ligands. Results are
expressed in OD values (mean £ sd, n=10). C. Dose-dependent analysis of the binding of
SAP, CRP and PTX3 on immobilized Tat or flagellin (Flag). Results are expressed in OD
values (mean + sd, n=5). D. Analysis by diffraction light scattering of the binding of Tat with
CRP in solution Results are expressed in diameter values (mean £ SEM, n=3). E. Analysis by
ELISA of the binding of native or reduced SAP, CRP and PTX3 on immobilized Tat. Results

are expressed in OD values (mean + sd, n=5).

Figure 2. Identification of the binding sites of Tat with pentraxins. A. Analysis of the
binding of SAP, CRP or PTX3 to Tat and 15-mer overlapping peptides of Tat. Results are
expressed in OD values (mean + sd, n=5). B. Evaluation of the capacity of heparin to inhibit
the binding of SAP, CRP or PTX3 to immobilized Tat. C. Evaluation of the capacity of
phosphocholin to inhibit the binding of SAP, CRP or PTX3 to immobilized Tat. B & C,

results are expressed as a percentage of inhibition (mean =+ sd, n=5).

Figure 3. CRP increases the transactivation activity of Tat. Tat, complexed or not to the
pentraxins SAP, CRP and PTX3, was added to the HL3T1 cells. After 48 h, the concentration
of CAT in the cell lysates was determined by ELISA. Results are expressed as a CAT/total

protein ratio (mean + sd, n=5). * p<0.05.

Figure 4. Analysis of the binding of Tat to human cells. A. The binding of biotinylated Tat
(biot-Tat) was evaluated by FACS on human monocytes, Jurkat cells and Hela cells. Results
are representative of one of 6 experiments. B. Analysis by FACS of the binding of biot-Tat

used alone or complexed to pentraxins (used at the indicated concentrations) to Hela and
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Jurkat cells. C. Analysis by FACS of the binding to monocytes of biot-Tat used alone or
complexed to pentraxins (used at the indicated concentrations), in the absence or presence of
5 pg/ml or 50 pg/ml pentraxins. D. Analysis by FACS of the binding to monocytes of biot-
Tat, alone or complexed to pentraxins, in the absence or presence of 10 pg/ml human

immunoglobulins. B-C, results are expressed in MFI values (mean + sd, n=5).

Figure 5. CRP protects Tat from proteolysis and favours its accumulation in the
nucleus. A. Tat alone or prealably complexed to pentraxins was incubated for 30 min or 60
min with 60 ng thermolysin. The degradation of Tat was assessed by Western Blotting using
anti-Tat mAb specific for the N-terminal (top panel) or C-terminal (bottom panel) domains of
Tat. Results are representative of one of five experiments. B. Tat, alone or complexed with
CRP, SAP or PTX3, was incubated for 1 h or 3 h with human PBMC. After fixation with PFA
and permeabilization, Tat was detected using FITC-labeled anti-Tat mAb. Nuclei were stained

with TOPRO-3. Results are representative of one out of five experiments.
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Figure 4
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Figure 5
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Evaluation de I’'impact de Tat et des complexes Tat/pentraxines sur la

différenciation des cellules dendritiques

INTRODUCTION

Les DC résident sous forme immature dans les tissus non lymphoides et, comme
telles, sont hautement adaptées a la capture antigénique via des mécanismes médiés ou non
par un récepteur. En effet, la capture antigénique et ’activation par des cytokines pro-
inflammatoires induisent des changements phénotypiques et fonctionnels des DC immatures,
conduisant ainsi a leur maturation [38]. Les DC immatures expriment des récepteurs aux
chimiokines inflammatoires, tels que CCR2, CCRS et CXCR1, qui permettent leur migration
au niveau des sites inflammatoires [46]. Une fois, au niveau de ces sites, les DC matures
migrent vers les ganglions drainants pour présenter les antigenes aux lymphocytes T naifs. Le
panel de cytokines qu’elles produisent participe a 1’orientation de la réponse immunitaire
adaptative.

Les DC sont les CPA les plus efficaces. Elles jouent un role clé dans l'induction des
réponses immunitaires contre les infections virales [395]. Leur fonction est associée a une
forte expression des molécules du CMH, des molécules de costimulation (CD40, CD80,
CD86) et a la production de cytokines (IL-1f, TNF-a, IL-12, IL-15), impliquées dans
I’activation des lymphocytes T. Les DC produisent également des chimiokines telles que
MIP-1a, MIP-1B et RANTES. La maturation des DC implique ainsi une réduction de leur
capacité de phagocytose et pinocytose [2] et une perte de I’expression de CCRS5 au détriment
de CCR7 impliqué dans leur migration vers les lymphocytes naifs.

Au cours de I’inflammation, les monocytes sont capables de se différencier en DC. La
migration des monocytes vers les tissus, ainsi que leur différenciation en DC sont
probablement déterminées par le milieu inflammatoire et les PRR engagés [8].

De plus, au cours de I’infection a VIH, la phase aigiie (ou de primo-infection) est caractérisée
par le développement de symptdmes coincidant avec une virémie plasmatique élevée ayant
pour origine une intense réplication du virus dans les organes lymphoides [238]. Le role
crucial de Tat dans la transcription du génome viral et la production de virons infectieux a été
largement évoqué dans I’introduction. La présence de Tat dans le sérum d’individus infectés

[396, 397] pourrait donc jouer un rdle dans la différenciation des monocytes en DC.
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Dans cette ¢tude, le but était d’évaluer le role de Tat, seule ou complexée aux pentraxines,
dans la différenciation des monocytes en DC, ainsi que I’impact des DC ainsi différenciées

sur la nature de la réponse immune adaptative.

RESULTATS PRELIMINAIRES

Cette ¢tude ayant été initiée récemment, nous n’avons qu’un nombre limit¢ de données a
présenter.

L’évaluation du role de la protéine Tat ou des complexes Tat-PTX dans la différenciation des
monocytes en DC a été réalisée en cultivant des monocytes en présence des cytokines IL-4 et
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor (ou GM-CSF) en présence ou en
I’absence de Tat ou complexes Tat-PTX. Le phénotype des cellules générées a été déterminé
en analysant I’expression de marqueurs membranaires et la production de cytokines. Nous
avons ¢galement analysé la fonction des cellules générées.

- Nous avons observé que la molécule Tat empéche [’acquisition du récepteur
membranaire CD1a, spécifique des DC immatures.

- Nous avons également observé que les DC immatures différenciées en présence de Tat
expriment de manicre plus élevée la molécule de costimulation CD86 . Cependant,
cette différence n’est pas significative.

- Apres activation avec le LPS, nous avons observé une différence non significative
dans I’expression de CD40 (expression réduite pour les DC générées en présence de
Tat) et de CD86 (augmentation sur les DC différenciées en présence de Tat). En
revanche, les niveaux d’expression de CD80, CD83 et CCR7 sont similaires pour les
DC générées ou non en présence de Tat

- Nous avons également évalué la production d’IL-10 et IL-12 par les DC générées ou
non en présence de Tat et activées avec le LPS. Nous avons observé que les DC
obtenues en présence de Tat produisent 3 fois moins d’IL-12 que celles obtenues sans
Tat. La production d’IL-10 par les DC obtenues en présence de Tat est réduite.

- En revanche, lorsque les DC sont générées en présence du complexe Tat-CRP, la
production d’IL-12 est totalement inhibée, alors que la production d’IL-10 est
restaurée ; suggérant ainsi 1’orientation des cellules générées vers un phénotype

immunosuppresseur.
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Comme souligné plus haut, les résultats de cette étude restent préliminaires. Toutefois, ils
indiquent clairement des différences significatives entre les DC différenciées ou non en
présence de Tat. Ces résultats suggerent que les DC générées en présence de Tat

s’orienteraient vers un phénotype de type tolérogéne et/ou immunosuppresseur.
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Figure 1. Evaluation de D’expression de CDla et CD86 par les monocytes et DC
immatures. Les monocytes humains ont été isolés des cellules mononucléées du sang
périphérique par tri magnétique a 1’aide de billes recouvertes d’anticorps anti-CD14

(technologie MACS; Myltenyi biotech, Bergish Gladbach, Allemagne). Les DC ont été
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générées in vitro a partir des monocytes fraichement isolés et cultivés, pendant 5 jours, en
milieu complet en présence de 20 ng/mL GM-CSF et 20ng/mL IL-4 en I’absence ou en
présence de Tat. A. Les monocytes fraichement isolés n’expriment pas le récepteur
membranaire CDla. B. Analyse de DI’expression de CDla, CD14 et CD86 par les DC
immatures générées ou non en présence Tat. La protéine Tat empéche 1’acquisition de CDla
et favorise le maintien de I’expression de CD14 et une expression augmentée de CD86 par les
DC immatures. Les résultats, représentatifs de six donneurs différents, sont exprimés en
pourcentage des DC immatures exprimant le marqueur étudié en fonction de Tat (moyenne =+

sd, n=4).
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Figure 2. Evaluation de I’expression des récepteurs CD40, CD80, CD83, CD86 et CCR7
par les DC. Les DC de 5 jours générées ou non en présence de Tat (10 ng/ml) sont activées,
pendant 48 h, avec le LPS (25 ng/ml). L’expression des différents récepteurs est évaluée par

cytométrie en flux en utilisant des anticorps spécifiques. Aucune différence significative n’a
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¢té observée dans 1’expression des marqueurs testés Les résultats sont exprimés en intensité

de fluorescence moyenne (MFI) en fonction de la concentration de Tat (moyenne + sd, n=5).
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Figure 3. Evaluation de la production d’IL-10 et d’IL-12 par les DC générées ou non en
présence de Tat. Les DC sont activées avec le LPS (25 ng/ml) pendant 48 h. La production
d’IL-10 et d’IL-12 par les DC est évaluée par ELISA (kits Diaclone). La production d’IL-10
est diminuée (A) et celle d’IL-12 inhibée de facon dépendante de la dose (B) lorsque les DC

ont été différenciées en présence de Tat en comparaison des cellules générées en son absence.
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Les résultats sont exprimés en concentration d’IL-10 et d’IL-12 en fonction de Tat (moyenne

+ sd, n=5). [Correspondances : CRP1 =1 pg/ml CRP ; CRP10 = 10 pg/ml CRP)].
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Figure 4. Evaluation de la production d’IL-10 et d’IL-12 par les DC en présence de Tat
ou du complexe Tat/CRP. Les DC sont activées pendant 48 h, avec le LPS (25 ng/ml). La
production d’IL-10 et d’IL-12 par les DC est évaluée par ELISA. A. La production d’IL-10
diminuée en présence de Tat est restaurée lorsque les DC ont été générées en présence du
complexe Tat/CRP. L’association de Tat 8 CRP permet ainsi de maintenir les niveaux d’IL-10

produits par les cellules générées en 1’absence de Tat. B. La production d’IL-12 reste inhibée
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lorsque les DC ont été générées en présence du complexe Tat/CRP. L’association de Tat avec
CRP inhibe la production d’IL-12, atteignant les niveaux de base des cellules générées en
I’absence de Tat. Les résultats sont exprimés en concentration de cytokine en fonction de Tat

(moyenne =+ sd, n=5). [Correspondances : CRP1 =1 pg/ml CRP ; CRP10 =10 pg/ml CRP)].
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IL-1p, IL-6 et IL-21 favorisent I’expression de CD16 par les monocytes,
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Introduction

Les récepteurs aux immunoglobulines G (FcyR) sont exprimés par de nombreux types
cellulaires, tels que les cellules NK, les mastocytes, les polynucléaires (basophiles,
¢osinophiles, neutrophiles), les plaquettes, les lymphocytes B, les monocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques (dendritic cells ou DC) [398]. Ils représentent un lien
essentiel entre le bras humoral et le bras cellulaire de la réponse immunitaire. En effet, la
réticulation des FcyR induite par la fixation des IgG a leur cible antigénique induit différents
types de réponses effectrices telles que la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ou
ADCC), la phagocytose, la sécrétion de métabolites de 1’oxygéne (ROI) et de médiateurs
inflammatoires. La capture des antigénes via les IgG fixées aux FcyR des cellules
présentatrices d’antigene (CPA) permet également d’induire leur présentation dans les
molécules de CMH de classe I et de classe II.

La nature des réponses dépend, entre-autre, de I’expression différentielle des FcyR par les

différents types cellulaires [399]. La diversit¢ des fonctions médiées par les FcyR est
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¢galement li¢e a des polymorphismes génétiques [400], a la génération de formes solubles des
FcyR [401], et des synergies établies avec d’autres systemes de récepteurs [402].

Les FcyR sont classés en trois familles [FcyRI ou CD64, FcyRII ou CD32 et FcyRIII ou
CD16) en fonction de leur affinité pour les IgG. FcyRI et FcyRIII sont des récepteurs
activateurs formant des complexes multimériques avec la sous-unité de transduction du signal
(chaine y) caractérisée par la présence d’un motif activateur (ITAM) dans sa partie
cytoplasmique [403]. La famille FcyRII se distingue des autres FcyR par la diversité des
séquences présentes dans sa partie cytoplasmique qui définissent plusieurs isoformes
présentant des capacités différentes d’endocytose, de phagocytose et de signalisation. Les
isoformes FcyRIla et FcyRIIb se distinguent également par la présence, respectivement, de

motifs de signalisation activateurs (ITAM) et inhibiteurs (ITIM) [404].

Les monocytes représentent une population cellulaire hétérogene de cellules. Les monocytes
« classiques » sont caractérisés par une expression constitutive de CDI14 et 1’absence
d’expression de CD16. Cependant, une population de monocytes exprimant la molécule CD16
et de faibles niveaux de CD14 a été décrite [405]. Comparativement aux monocytes CD14"
CDI16,, ces cellules expriment des niveaux ¢élevés des molécules HLA-DR, « epidermal
growth factor module-containing mucin-like receptor 2 » (EMR2), «Ig-like transcript 4 »
(ILT-4), CD43 et CD45RA [406-409]. De plus, une fraction des monocytes CD14" CD16"
exprime également la molécule MDCS [409].

Les monocytes sont des cellules plastiques qui peuvent se différencier en macrophages ou en
DC, selon la nature des signaux qu’ils regoivent. Les DC générées a partir des monocytes
CD14" CD16" induisent préférentiellement des réponses cellulaires de type Th2 [410]. Les
monocytes CD14" CD16" se différencient en DC présentant des propriétés de stimulation
allogénique élevées [13]. La stimulation de monocytes CD14" CD16" par un ligand de TLR2
induit la génération préférentielle de DC CDIb" ayant une grande capacité de présentation
antigénique [411]. Collectivement, ces données suggerent que la sous-population de
monocytes CD14" CD16" présente des propriétés immunitaires particuliéres. Le but de cette
¢tude a été d’évaluer la régulation par les cytokines de 1’expression de CDI16 par les

monocytes, macrophages et DC humaines.
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Principaux résultats

La capacité des cytokines a moduler I’expression de CD16 a été¢ évaluée sur les monocytes
totaux et les monocytes CD14" CD16', ainsi que sur les macrophages et DC générés & partir
de ces cellules. Les monocytes ont été isolés du sang de donneurs sains (EFS Pays de la Loire,
Angers, France) par tri magnétique positif (technologie Miltenyi) ; la pureté était en moyenne
>98%. Les monocytes sont maintenus en culture en présence de 2 ng/ml GM-CSF. Les DC et
les macrophages ont été générés a partir de monocytes cultivés, respectivement, en présence
de 25 ng/ml IL-4 + 25 ng/ml GM-CSF et 20 ng/ml M-CSF + 2 ng/ml GM-CSF.

Les cellules ont été activées en présence de différentes cytokines et 1’expression de CD16 a

été évaluée par cytométrie en flux.

Nous avons montré que, parmi les 22 cytokines testées, seules les molécules IL-1f, IL-
6, IL-10 et IL-21 augmentent 1’expression de CD16 sur les monocytes, les macrophages et les
DC. Les niveaux d’expression de CD16 varient d’une cytokine a |’autre. Nous avons
¢galement observé que la cinétique d’acquisition de CDI16 est variable d’une cytokine a
I’autre et différente en fonction du type cellulaire.

Les cytokines IL-1pB, IL-6, IL-10 et IL-21 induisent 1’acquisition de CD16 par les
monocytes CD14" CD16". Cette acquisition est dépendante du temps et de la concentration de
cytokines. Toutefois, 1’augmentation de CD16 est 2 fois plus importante sur les monocytes
totaux que sur les monocytes CD14" CD16, suggérant que 1’augmentation de CD16 sur les
monocytes totaux serait le fait de I’acquisition de CD16 par les monocytes CD14" CD16 et
non d’une augmentation d’expression de CD16 sur les monocytes CD14" CD16".

Les DC acquicrent I’expression de CD16 lorsqu’elles sont activées par IL-1B, IL-6,
IL-10 et IL-21. Pour déterminer si les DC générées a partir de monocytes totaux et de
monocytes CD14" CD16™ présentent des caractéristiques phénotypiques différentes, nous
avons évalué I’expression de marqueurs membranaires CDla, CD14 et CD86 sur les DC
immatures. Nous avons ensuite évalué la production d’IL-10 et d’IL-12 ainsi que 1’expression
de CD40, CD80, CD83 et CD86 en réponse au LPS. Les résultats montrent que 1’expression
des différents marqueurs, avant ou aprés activation avec le LPS, est équivalente sur les DC
générées a partir des monocytes totaux et de monocytes CD14" CD16". Cependant, les DC
générées a partir des monocytes totaux produisent 2 fois plus d’IL-10 et d’IL-12 que celles

dérivées des monocytes CD14" CD16™ aprés stimulation par le LPS.
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Nous n’avons également observé aucune différence phénotypique des macrophages, a
I’exception de la production d’IL-10 significativement plus élevée pour les macrophages issus

de monocytes totaux.

Ces résultats montrent que les cytokines IL-1P, IL-6, IL-10 et IL-21 augmentent 1’expression
de CDI16 par les monocytes, les macrophages et DC et suggerent un role de ces cytokines
dans la modulation de la fréquence de monocytes CD14" CD16" au cours de la réponse

immunitaire.
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Abstract

Immunoglobulins receptors (Fcy receptors or FcyR) play a central role in immune response,
as they link the humoral and cellular components of immunity. The engagement of FcyR by
IgG-antigen complexes initiates a complex range of immunoregulatory processes. The aim of
this study was to evaluate the regulation of FcyRIII (CD16) expression by human monocytes,
macrophages and dendritic cells (DC) in response to cytokines. Results showed that among
the molecules tested; only the pro-inflammatory cytokines IL-1p, IL-6 and IL-21 and the anti-
inflammatory cytokine IL-10 increased the expression of CDI16 on monocytes and
macrophages. Moreover, they induced the acquisition of CD16 by DC and CD14" CD16
monocytes. Finally, CD16-expressing monocyte-derived DC produce lower levels of 1L-12
and IL-10 compared to DC generated from total monocytes. These data suggest that IL-1,
IL-6, IL-10 and IL-21 regulate the expression of CD16 by human monocytes, macrophages

and dendritic cells.
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Introduction

The binding of IgG to Fcy receptors (FcyR) mediate key immune functions. Fcy receptors are
structurally related molecules. They belong to the Ig superfamily and exhibit multiple Ig-like
domains. Fcy receptors are classified into three groups: FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) and
FcyRIII (CD16) wich exhibit distinct structural and functional properties. FcyRI binds
monomeric IgG with a high affinity. FcyRI is constitutively expressed by monocytes,
macrophages and myeloid progenitor cells [1]. Unlike FcyRI, FcyRII and FcyRIII display low
affinity for monomeric IgG. FcyRII and FcyRIII bind aggregated IgG through multimeric
low-affinity and high-avidity interactions, which are important in the binding of antibody-
antigen complexes. FcyRIII is encoded by the FCGR3A and FCGR3B genes. FcyRIIla and
FcyRIIlb share high levels of sequence homology but exhibit distinct structural
characteristics. FcyRIlla is a transmembrane protein that associates with the FcRy chain. In
contrast, FcyRIIIb is post-translationally processed as a GPI-anchored protein lacking
transmembrane and intracellular domains. This difference results from a gene duplication
followed by point mutation in the membrane proximal region of the extracellular domain that
created a GPl-anchor signal sequence. The FcyRIlla isoform is expressed by several
leukocyte cell types, including macrophages, NK cells and subsets of T cells and monocytes,
while constitutive FcyRIIIb expression is restricted to neutrophils [2].

The binding affinity of FcyRIIl for IgG subclasses is affected by single nucleotide
polymorphisms. Allelic FcyRIlla variants having either a valine (V) or a phenylalanine (F) at
position 158 are co-dominantly expressed. This single amino acid substitution increases the
affinity of the V158 allotype for IgG1 and IgG3 compared to F158 and confers the capacity to
bind 1gG4 [3:4]. Furthermore, IgG-induced NK cell activation is significantly increased in
158V/V compared to 158F/F individuals. FcyRIIIb is characterized by the presence of the
human neutrophil antigen (HNA or NA), a polymorphic variant that comprises four non-
synonymous and one synonymous mutations within the membrane distal Ig-like domain of
the receptor. These differences between the two NA allotypes (NA1 or HNA-1a and NA2 or
HNA-1b) modify the N-linked glycosylation of the receptor and, consequently, affect the
affinity for IgG subclasses. In particular, the NA1 allotype displays increased binding and
phagocytosis of IgG1l- and IgG3-coated particles and exhibits higher affinity for IgG3
compared to the NA2 allotype [5]. Apart from NA-1 and NA-2, the SH polymorphism (also
called HNA-Ic) has been added to the NA family of FcyRIIIb polymorphisms [6]. The SH

allele determines the alanine to aspartic acid substitution at position 78 (A78D) and is linked
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mainly to the NA2 allele; however, the precise role of this polymorphism in IgG binding is
unknown.

Monocytes can be divided into two subclasses based on differential expression levels of CD14
and CD16 (FcyRII) [7]. CD14" CD16° monocytes represent 90-95 % of the total monocytes
in healthy individuals. The CD14" CD16" subpopulation (5-10 % of total monocytes) produce
low levels of IL-10 in response to a TLR4 agonist and high amounts of TNFa in response to
TLR4 and TLR2 agonists [8; 9; 10]. In a model of transendothelial trafficking, CD14" CD16"
monocytes have been shown to differentiate into dendritic cells (DC), suggesting that they
might represent the physiologically relevant blood precursors of migrating DC [11].
Monocyte subpopulations also differ by means of other surface molecules such as the
chemokine receptors CCR5 and CX3CR1, which are highly expressed on the CD14" CD16"
cells, while CCR2 and lower levels of CX3CR1 characterize the classical CD14" CD16
monocytes [12; 13; 14].

The frequency of CDI4" CDI16  monocytes increases during inflammation (such as
rheumatoid arthritis) [15], diabetes [16; 17] or during infections [18; 19; 20]. However, the
mechanisms responsible for the modulation of the number of CD14" CD16"™ monocytes are
not elucidated. This study aimed to analyze the ability of cytokines to regulate the expression

of CD16 by human monocytes, macrophages and DC.
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Material and methods

Reagents. The cytokines IL-1p, IL-2, IL-8, IL-10, IL-12 and IL-17E were from Immunotools
and the cytokines IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-13, IL-15, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-
23, 1L-24, 1L-26, IL-28A, IL-29 and IL-31 were from R&D systems. FITC-labeled anti-
CD16, -CD40, -CD64, -CD80, -CD83 and -CD86 mAbs antibodies were from BD
Pharmingen. PE-labeled anti-CD14 (DAKO) and FITC-labeled anti-CD32 (Serotec) mAbs
were purchased from the indicated manufacturers. FITC-labeled IgG1 and PE-labaled IgG2a
isotype controls were obtained from BD Pharmingen. LPS was purchased from Sigma-

Aldrich.

PBMC isolation and cell generation. Blood samples from healthy subjects were obtained
from the EFS Pays de la Loire (Angers, France) in accordance with the Angers University
Hospital ethical committee requirements. PBMC were isolated from blood by standard Ficoll-
Paque density-gradient (Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden) and resuspended in
complete medium consisting in RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated
FCS, 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM non essential amino acids, 10 mM
Hepes, and antibiotics (all from Cambrex). Monocytes were isolated from PBMC by magnetic
sorting using anti-CD14 mAb-coated microbeads (Myltenyi biotec, Bergish Gladbach,
Germany). Dendritic cells (DC) were generated in vitro by culturing monocytes for 5 days in
complete medium containing 20 ng/ml GM-CSF and 20 ng/ml IL-4 (both from R&D
Systems). Macrophages were generated in vitro by culturing monocytes for 5 days in

complete medium containing 2 ng/ml GM-CSF and 20 ng/ml M-CSF (R&D Systems).

Monocyte subpopulations separation. Freshly isolated monocytes were incubated with
FITC-labeled anti-CD16 mAb (clone 3G8) for 30 min at 4°C. CD16- monocytes were isolated
by FACS sorting using a FACSAria cytometer.

Cytokine production by macrophages and DC. DC and macrophages generated from total
CD14" monocytes and from the CD14" CD16 subpopulation were stimulated for 48 h with
25 ng/ml and 200 ng/ml LPS, respectively. After activation, supernatants were harvested to
assess cytokine production and cells were collected for membrane receptor expression by
FACS. IL-10 and IL-12 production was evaluated using ELISA from Diaclone (Besangon,

France).
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Analysis of CD16 mRNA expression by RT-PCR. CD16 mRNA expression was evaluated
by RT-PCR in total monocytes, macrophages and DC stimulated or not for 48 h with IL-1,
IL-6, IL-10 or IL-21. Total RNA was extracted from using TRIzol® reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s recommendations. CD16 mRNA expression was analyzed
using specific primers (F: 5 GGC CTC GAG CTA CTT CAT TG 3’; R: GGT TGA CAC
TGC CAA ACC TT 3’); mRNA quality was evaluated by amplifying GAPDH cDNA (F: 5’
GAA GGT GAA GGT CGG AGT C 3’; R: 5° GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC 3°).
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Results and Discussion

IL-1B, IL-6, IL-21 potentiate CD16 expression by human monocytes, macrophages and
DC. CD16 expression by myeloid cells was determined by FACS. CDI16 is constitutively
expressed by a subpopulation of monocytes and macrophages, but not by immature DC.
Among the cytokines tested, only the pro-inflammatory IL-1p, IL-6 and IL-21 and the anti-
inflammatory IL-10 cytokines increased, in a dose-dependent manner, CD16 expression by
human monocytes, macrophages, and induced CD16 expression on DC (Fig. 1A and data not
shown). The increase of CD16 expression was time-dependent and different from one to one
cytokine (Fig. 1C-E). The induction of CD16 expression on DC by IL-1f, IL-6, IL-10 and IL-
21 is consecutive to an induction of mRNA expression (Fig. 1B). The acquisition of CD16

was more important when immature DCs were cultured for 48 h with IL-1p (Fig. 1E).

Up to now, only a limited number of cytokines has been shown to regulate FcyR expression
on immune cells. IFN-y and IL-10 have been reported to increase human FcyRI-III while, in
contrast, TGF-f and IL-4/IL-13 decreased their expression [2; 21]. IL-1p and IL-6 are key
mediators of inflammation. Moreover, the number of CD14" CD16" monocytes is increased in
some inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis and HIV infection ([15; 19; 20]. The
presence of IL-6 and IL-1B during inflammation may thus participate to the increase of
CD14" CD16" monocytes during some infections. Moreover, human circulating CD16-
expressing myeloid DC exhibit a strong proinflammatory activity, whereas CD1c myeloid DC

appeared to be mainly involved in chemotaxis [22].

IL-1p, TL-6, IL-10 and IL-21 induce CD16 on CD14" CD16" monocytes. To determine
whether the increase of CD16 expression observed on total monocytes may result from the
acquisition of CD16 by CD14" CD16™ monocytes, this population was isolated by FACS
sorting (annexe 4) and assessed for CD16 expression upon cytokine stimulation. Results
showed that the cytokines not only increased CD16 expression on total monocytes (Fig. 2A)
but also induced the acquisition of CD16 by CDI14" CD16 monocytes (Fig. 2B). FACS
analysis showed that total monocytes expressed twice as much CD16 as the CD14" CD16’
monocyte subset, suggesting that the increase of CD16 expression on total monocytes was not
due to an increase of CD16 expression by CD14" CD16" monocytes but to an acquisition of

CD16 by CD14" CD16 monocytes.
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These results suggest that IL-6, IL-1p, IL-10 and IL-21, which expression is increased during
inflammation, may play an important role in the increase of CD14" CD16" monocytes during

inflammation.

CD16 and CD16" DC produce different levels of cytokines. We next evaluated whether
DC generated from total monocytes or from CD14™ CD16 monocytes showed phenotypic
differences. Results showed that both immature and mature DC, generated either from total or
from CD14" CD16 monocytes, exhibit similar levels of CD1a and CD14 (Fig. 3A&B), and
CD40, CD80, CD83 and CD86 (Fig. 4A-D). In contrast, DC generated from total monocytes
produced higher levels of IL-10 and IL-12 compared with DC generated from CD14" CD16°
monocytes (Fig. 4F). Macrophages generated from the same cells, as for DC, exhibit similar
levels in CD1a and CD14 expression. However, macrophages obtained from total monocytes
produce higher levels of IL-10 compared with macrophages generated from CD14" CD16
monocytes (Fig. 4E).

The number of CD14"™ CD16" monocytes is dramatically increased in a variety of systemic
diseases, including hemolytic uremic syndrome, bacterial sepsis, and HIV [18; 25; 26; 27; 28;
29]. A similar increase in the number of CD14" CD16" monocytes has been also observed
during localized infections. In a localized skin infection caused by Leishmania braziliensis,
monocytes express higher levels of CD16 and the increase of CD14" CD16" monocytes
correlated with larger lesion size and with elevated levels of circulating TGFp [30]. As TGFp
has been previously reported to induce CD16 expression on monocytes [31], the authors
suggested that the production of TGF was responsible for the induction of CD16. In our
experiments, we did not observe any modulation of CD16 by TGFp. The potential role of the
immunoregulatory cytokine IL-10, which plays a key role in the pathogenesis of human
visceral leishmaniasis [32; 33] and reported to increase CD16 expression on human
monocytes [34], was not evaluated by the authors. During erysipelas, a skin infection caused
by B-hemolytic Group A streptococci, an elevation in CD14" CD16 monocytes was
observed; these cells produce lower levels of TNFa relative to cells from healthy subjects
[35]. In contrast, an elevation on CD16 expression on monocytes was associated with elevated
serum TNFo levels during pulmonary tuberculosis [36]. It may therefore be an
oversimplification to state unequivocally that the CD14" CDI16 monocytes act as
proinflammatory monocytes. Moreover, CD14" CD16" monocytes have been described as an
important source of circulating DC. CD16 has been also involved in the recognition of

immune complexes and in antigen presentation [37; 38].
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In conclusion, this study highlights the role of IL-1p, IL-6, IL-10 and IL-21 in the acquisition
and potentiation of CD16 expression by human monocytes, macrophages and DC. The
increase induced in total monocytes was related, at least in part, to an acquisition of CD16 by
the CD14" CD16 subpopulation. Together, these data suggest that IL-1p, IL-6, IL-10 and IL-
21 may be involved in the increase of CD16 expression observed during inflammation or
some infections and that these cytokines may modulate the CD16-mediated immune

functions.
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Figure legends

Figure 1. Analysis of CD16 expression by human monocytes, macrophages and DC. A.
The expression of CD16 was evaluated on monocytes non stimulated or stimulated for 48 h
with 25 ng/ml of the indicated cytokines. Results are expressed in MFI values (mean =+ sd,
n=6). B. Analysis of CD16 mRNA expression in monocytes, macrophages and DC activated
or not with 25 ng/ml IL-1p, IL-6, IL-10 and IL-21 for 24 h. GAPDH amplification was used
as a control. Results are representative of five experiments. C-E. Kinetics analysis of CD16
expression (D1 to D5) on monocytes (C), macrophages (D) and DC (E) stimulated with 25
ng/ml IL-1B, IL-6, IL-10 and IL-21. Results are expressed as a percentage of increase of

CD16 expression (mean = sd, n=5).

Figure 2. Analysis of CD16 expression by monocytes. The expression of CD16 was
evaluated on total monocytes (A) and CD14" CD16 monocytes (B) in a time-dependent
manner in response to a stimulation with 25 ng/ml IL-1p, IL-6, IL-10 and IL-21. Results are

expressed in MFI values (mean + sd, n=5).

Figure 3. Analysis of the phenotype of monocyte-derived macrophages and DC. Analysis
of membrane CDla and CD14 expression by macrophages and DC generated from total
monocytes (A) or from CD14" CD16 monocytes (B). Results are representative of one of five

independent experiments.

Figure 4. Analysis of membrane and cytokine phenotype by DC. The expression of CD40
(A), CD80 (B), CD83 (C) and CD86 (D) was evaluated on DC generated from total or CD14"
CD16™ monocytes, non stimulated or stimulated with LPS. Results are expressed in MFI
values (mean + sd, n=5). IL-10 and IL-12 production by macrophages (E) and DC (F)
generated from total or CD14" CD16™ monocytes, non stimulated or stimulated with LPS.

Results are expressed in pg/ml (mean + sd, n=4).

Correspondences

(CD14+)-DC and (CD14+)-Mo respectively correspond to DC and macrophages generated
from total monocytes, and ((CD14+ CDI16-)-DC and (CD14+ CDI16-)-M¢ respectively
correspond to DC and macrophages differentiated from the CD14" CDI16 monocyte

subpopulation.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Discussion

L’immunité innée et I’'immunité adaptative constituent les deux volets du systéme
immunitaire. Alors que I’immunité acquise est dotée d’une mémoire immunologique et
s’appuie sur une grande variabilit¢ de récepteurs obtenus par réarrangements géniques,
I’immunité innée intervient sans mémoire et avec la méme intensité lors d’une nouvelle
rencontre avec le méme microorganisme. Le role de sentinelle de I’immunité innée lui permet
non seulement d’assurer I’¢limination des microbes, mais également de sensibiliser
I’immunité adaptative a ceux-ci. Pour remplir ces fonctions, I’immunité innée s’appuie sur la
composante cellulaire et la composante moléculaire.

L’activation des cellules de I’'immunité innée implique des récepteurs associés aux cellules ou
sécrétés, constituant la composante moléculaire de I’'immunité innée. Ces récepteurs
représentent une famille de molécules appelées « Pattern Recognition Receptors » ou PRR.
Les PRR reconnaissent des motifs hautement conservés au cours de 1’évolution, appelés
« Pathogen-Associated Molecular Patterns » ou PAMP, et exprimés de facon exclusive par les
microorganismes. Les PRR sont également capables de reconnaitre les structures du soi
modifié, telles que les cellules apoptotiques.

Les PRR associés aux cellules sont divisés en deux sous classes selon leur fonction
d’endocytose ou de signalisation. Les PRR solubles constituent le bras humoral de I’immunité
innée et agissent comme des ponts moléculaires entre le non soi ou le soi modifié et les
phagocytes, facilitant ainsi la clairance microbienne ou des structures du soi modifié
potentiellement immunogenes.

La famille des PRR solubles est essentiellement composée des collectines, ficolines et
pentraxines. Les pentraxines représentent une famille de protéines divisée en deux sous
classes en fonction de leur structure primaire: les pentraxines courtes et les pentraxines
longues. Les pentraxines courtes « Serum Amyloid P » (SAP) et « C-Reactive Protein »
(CRP) sont les protéines de la phase aigiie de I’inflammation produites par le foie. Les
pentraxines longues sont constituées de « Pentraxin 3 » (PTX3) et de « Pentraxin 4 » (PTX4),
décrite trés récemment. Contrairement 8 SAP et CRP, la molécule PTX3 est produite par de
nombreux types cellulaires, tels que les DC, les macrophages, les cellules épithéliales et les
neutrophiles, en réponse a des médiateurs pro-inflammatoires (e.g IL-1B, TNFa, composants
microbiens) ; mais par le foie.

La détection de virus ou des composants viraux par les cellules de I’'immunité innée implique

des PRR solubles et des PRR associés aux cellules. La reconnaissance virale peut avoir des
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conséquences opposées, a savoir une réponse protectrice ou un échappement a la pression
immunitaire.

La détection du VIH par I'immunité innée implique la mobilisation des PRR membranaires et
solubles. La fusion du VIH avec la membrane plasmique des cellules cibles est médiée par
l'interaction de sa glycoprotéine d'enveloppe gp120 avec CD4 ou DC-SIGN, et des récepteurs
aux chimiokines. Ces interactions facilitent l'entrée et la dissémination du virus dans
'organisme d’individus infectés [51]. La molécule gp120 interagit également avec la lectine

sérique MBL, facilitant ainsi 1'élimination du virus par le complément [412].

La molécule Tat du VIH est une protéine multifonctionnelle qui joue un role crucial dans la
réplication virale et contribuerait a plusieurs des symptomes pathologiques de l'infection par
le virus [204, 260, 285]. En l'absence de Tat, le VIH est incapable d'assurer la synthese de
transcrits de taille compléte et de produire des virions infectieux [204]. La protéine Tat peut
également étre sécrétée par les cellules infectées. Des études ont montré que Tat est présente
dans le sérum d’individus infectés par le VIH a la concentration de 1’ordre du nanomolaire,
suffisante pour son implication dans la régulation de nombreux geénes cellulaires. Cependant,
de fagon inattendue, méme si Tat joue un rdle essentiel dans la réplication et la pathogenése
du VIH-1, l'interaction de sa forme soluble avec les PRR, en particulier les PRR solubles, était
encore inexplorée au commencement de ma these. Toutes ces observations nous ont donc
conduit a nous intéresser aux interactions potentielles de la protéine Tat extracellulaire avec
les PRR solubles. Nous avons ainsi initié¢ 1’étude de potentielles interactions des protéines du
VIH-1 (gp120, Rev, p24 et Tat) avec les récepteurs solubles de I'immunité innée, et en

particulier avec les PRR de la famille des pentraxines.

Nous avons montré que la protéine Tat du VIH-1 interagit sélectivement avec les PRR
solubles appartenant a la famille des pentraxines, médiateurs clés du bras humoral de
I'immunité innée et impliqués dans la capture et la destruction des microbes ou de composants
microbiens [152, 413]. L’interaction de Tat avec SAP et CRP, mais pas avec PTX3, est
dépendante du calcium. Cette caractéristique des pentraxines courtes a déja été mise en
¢vidence avec d’autres ligands dans des études antérieures [152, 413]. Les pentraxines sont
fonctionnelles sous leur structure homopentamérique. En effet, I’interaction de Tat avec les
pentraxines chimiquement réduites est trés faible en comparaison des protéines natives. Nous

avons également montré que Tat est capable de lier les pentraxines en solution, suggérant
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fortement que des complexes Tat/Pentraxines pourraient étre présents dans le sérum

d’individus infectés par le VIH.

Tat posséde six domaines fonctionnels, chacun jouant un role dans ses différentes activités.
L’utilisation de peptides chevauchants couvrant toute la séquence de Tat nous a permis de
montrer que les sites de liaison aux pentraxines sont principalement les domaines riche en
cystéines et basique. De plus, I’héparine, un ligand de Tat se fixant sur le domaine basique,
inhibe I’interaction de Tat avec les pentraxines ; confirmant ainsi I’implication du domaine
basique de Tat dans son interaction avec les pentraxines. Ces deux domaines sont
indispensables dans D’internalisation de Tat dans les cellules et pour son activité de
transactivation et la régulation de nombreux génes. Le domaine riche en cystéine contient sept
cystéines parmi lesquelles six sont hautement conservées. Il a ét¢ montré que la mutation
d’une de ces cystéines abolit totalement la transcription du VIH induite par Tat. Ce type de
mutation empéche le recrutement par Tat des cofacteurs cellulaires nécessaires a la
phosphorylation de I’ARN polymérase II pour une synthése efficace et compléte du génome
viral. De plus, les mutations dans le domaine basique empéchent la fixation de Tat a I’ARN
viral. Ces données de la littérature sont cohérentes avec nos résultats montrant que les
pentraxines sont incapables d’interagir avec la protéine Tat mutée sur ses domaines basique et
riche en cystéine.

Nous avons montré que la phosphocholine, un ligand commun aux trois pentraxines inhibe
I’interaction de Tat avec SAP, CRP et PTX3. Cette inhibition suggere fortement que le
domaine des pentraxines impliqué dans la reconnaissance de Tat est la partie C-terminale.
Nous avons ensuite évalu¢ I’'impact des pentraxines sur la transcription in vitro du VIH
induite par Tat. De fagon surprenante, nous avons observé que CRP, mais pas SAP et PTX3,
potentialise la transcription du VIH induite par Tat. Cette observation était étonnante du fait
que les trois pentraxines lient Tat de la méme fagon et sur les mémes domaines. Cette
particularité de CRP nous a conduits a formuler I’hypothése d’une différence d’influence des
pentraxines dans la fixation et/ou I’entrée de Tat dans les cellules.

Nous avons ainsi évalué la capacité de Tat a fixer les cellules épithéliales, my¢loides et
lymphoides humaines en présence des pentraxines. Nous avons observé que les trois
pentraxines n’altérent pas la fixation de Tat aux cellules. Nous avons montré que, méme en
présence d’un exces de pentraxine, la fixation cellulaire des complexes Tat/pentraxines n’est
pas altérée. Une étude a récemment a mis en évidence que les récepteurs de la partie Fc des

immunoglobulines (ou FcyR) sont des structures se liant aux pentraxines [414]. Nous avons
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montré que la fixation et/ou I’entrée des complexes Tat/pentraxines ne sont pas médiées via
les FcyR. Ces observations suggeérent que l’internalisation des complexes formés par la
molécule Tat et les pentraxines ne serait pas médiée via les structures membranaires de
reconnaissance de SAP, CRP ou PTX3. L’entrée de ces complexes dans les cellules serait
donc déterminée par la protéine virale Tat.

Ces deux hypothéses n’ont pas permis de discriminer des fonctions particulieres de CRP
versus SAP/PTX3. La protéine Tat étant dégradée au cours de son internalisation dans les
endosomes acides, nous avons alors formulé I’hypothese selon laquelle CRP protégerait Tat
au cours de ce processus. Nous avons montré que les trois pentraxines protegent la protéine
Tat et que la partie N-ter de Tat est protégée de maniere privilégiée par les pentraxines.
Finalement, I’évaluation de la localisation cellulaire nous a permis de montrer que, parmi les
trois pentraxines, seule CRP, en plus de protéger Tat de la protéolyse, favorise son
accumulation nucléaire.

L’ensemble de ces données suggere que la potentialisation de I’activité de transactivation de

at résulterait principalement d’une accumulation nucléaire.
Tat lterait | td’ lat |

Apres exposition de 1’organisme a des pathogenes ou des médiateurs pro-inflammatoires, les
hépatocytes produisent et libérent SAP et CRP en réponse principalement a 1I’IL-6 produite
par les cellules de I'immunité innée. SAP et CRP, au cours de la phase aigiie de
I’inflammation, atteignent des concentrations plasmatiques tres €levées (de 1000 a 10000 fois
plus importantes pour CRP). Les pentraxines sont en effet des protéines qui sont rapidement
libérées au cours du processus inflammatoire. Si les pentraxines n’interagissent pas avec les
protéines d’enveloppe du VIH, leur liaison avec la protéine Tat souléve un certain nombre
d’interrogations. Car, si dans nos travaux, les complexes formés par Tat et SAP/PTX3 ne
montrent aucune influence sur I’activité principale de Tat qui est de potentialiser la
transcription du VIH, il serait judicieux de prendre en considération ces interactions dans les
nombreux autres effets de la protéine Tat extracellulaire.

Cependant, seule la protéine de la phase aigiie de I’inflammation CRP potentialise la
transcription du VIH induite par la protéine Tat. Malgré le fait que seule CRP augmente la
transcription du VIH induite par Tat suite a I’accumulation nucléaire du facteur de
transcription viral, ces données suggerent que I’interaction de Tat avec CRP permet la
stabilisation du complexe et ne cacherait pas les résidus nécessaires au recrutement des
cofacteurs CDK9 et la cycline T1 par Tat, ou son interaction avec I’é¢lément TAR de I’ARN

viral, pour son acticité de transactivation. Toutefois, si des travaux ont montré que Tat peut
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étre utilisée comme une protéine cargo avec des effets physiologiques avérés des molécules
transportées, a 1’inverse, peu d’études ont été¢ réalisées pour évaluer le role du facteur de
transcription viral une fois complexé.

De nombreuses ¢tudes montrent une corrélation entre les niveaux sériques de CRP et la
progression de la maladie chez les personnes infectées par le VIH. En effet, chez ces
individus, des niveaux élevés de CRP sont associés a une mauvaise réponse a la thérapie
antivirale [415], une progression rapide de la maladie vers le stade SIDA [416, 417] et une
mortalité plus élevée [418-420]. Les résultats de notre étude suggereraient que la formation
des complexes entre Tat et les pentraxines dans le milieu extracellulaire, et plus
particulierement avec CRP, augmenterait son activité de transactivation. Cette hypothése est
cohérente avec les résultats que nous avons obtenus avec la technique DLS permettant
d’évaluer I'interaction en solution. En effet, nous avons observé que la protéine Tat est
capable de lier les pentraxines SAP, CRP et PTX3 en solution. Ce résultat nous permet de
suggérer la présence des complexes Tat/pentraxine dans le sérum d’individus infectés par le
VIH. Ainsi, le mauvais pronostic corrélé aux niveaux sériques de CRP s’expliquerait en partie
par le détournement de CRP par Tat pour maintenir un niveau ¢€levé de réplication virale,
malgré la thérapie antivirale. L’interaction entre Tat et les pentraxines, et plus
particulierement avec CRP, ouvrirait ainsi de nouvelles perspectives visant a évaluer le rdle
des complexes formés lors du développement des maladies opportunistes liées a I’infection a
VIH au cours de la phase SIDA.

D’autre part, malgré de nombreuses ¢tudes montrant que la protéine Tat est peu immunogene
au regard des résultats de son utilisation comme cible vaccinale, la protéine régulatrice de la
transcription virale demeure un facteur important dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques mis en jeu par le VIH pour échapper et détourner le systeme

immunitaire.

Dans un second temps, nous avons initi¢ 1’étude de I’impact des complexes Tat/pentraxines,
et plus particuliecrement Tat/CRP, sur la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques.

Bien que cette étude en soit a un stade trés préliminaire, les premiers résultats montrent que la
protéine Tat pourrait avoir un role au cours de la différenciation des DC chez les personnes
infectées par le VIH. Les cellules différenciées en présence de Tat montrent une faible
acquisition du récepteur CD1a, spécifique des DC immatures, et un maintien assez important

du récepteur CD14. Ce résultat suggérerait que Tat empéche la différenciation des monocytes
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en DC. Toutefois, I’évaluation de certains marqueurs membranaires par les cellules générées
en présence ou non de Tat, activées avec le LPS, ne montrent pas des différences
significatives ; méme si les cellules différenciées en présence de Tat expriment un peu plus le
CD86 et moins de CD40.

Le profil cytokinique nous a permis d’observer qu’en présence de Tat, les cellules produisent
moins d’IL10 lorsqu’elles sont activées avec le LPS. Cette production d’IL-10 est restaurée
lorsque les cellules on été différenciées en présence du complexe Tat/CRP. En revanche, la
production d’IL-12 est significativement diminuée pour des cellules générées en présence de
Tat. Cette production est totalement inhibée lorsque les cellules ont été différenciées en
présence du complexe Tat/CRP. Ce profil des cellules générées en présence de Tat, mieux
encore en présence du complexe Tat/CRP, suggere ['orientation de celles-ci vers un

phénotype de type tolérogéne ou immunosuppresseur.

En parallele de I’étude sur I’interaction de la molécule Tat avec les pentraxines humaines
ainsi que leurs conséquences sur la transcription du VIH induite par Tat et sur la
différenciation de monocytes en DC, j’ai initi¢ 1’analyse de la régulation de I’expression du
RFcylll (CD16) par les monocytes, macrophages et DC humains. Cette étude a permis de
montrer que, parmi toutes les cytokines testées, seules les molécules pro-inflammatoires IL-
1B, IL-6 et IL-21 et la molécule anti-inflammatoire IL-10 augmentent I’expression de CD16
sur les monocytes/macrophages et induisent son expression sur les DC. Afin de déterminer si
I’absence de CD16 sur les DC immatures était corrélée au niveau de son ARNm, nous avons
¢valu¢ sa synthése par RT-PCR. Nous avons observé que les DC générées a partir de
monocytes ne synthétisent pas de fagon constitutive le CD16, mais que sa synthese est induite
lorsque les cellules sont stimulées avec les cytokines IL-1f, IL-6, IL-21 et IL-10. Si les DC
n’expriment pas CD16 constitutivement, une étude assez récente a mis en évidence des DC
my¢loides circulantes exprimant le CD16 et présentant une spécialisation fonctionnelle et une
forte activité pro-inflammatoire [421]. De plus, des études ont montré que les monocytes
CD14+CD16+, fréquemment impliqués au cours de processus inflammatoires ou lors de
certaines infections, se différencient préférentiellement en DC [408]. Nous avons également
observé que IL-1B, IL-6, IL-21 et IL-10 induisent I’acquisition de CD16 par la sous-
population de monocytes CD14+CD16-. L’expression de CD16 sur les monocytes totaux est
en moyenne deux fois plus élevée que pour la sous-population de monocytes CD14+CD16-,
suggerant un role de ces cytokines dans I’augmentation du nombre des monocytes

CD14+CDI16+ au cours de certaines pathologies comme I’infection a VIH-1 [422] ou
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’arthrite rhumatoide [423]. Des travaux ont rapporté I’implication du récepteur CD16 dans la
reconnaissance des complexes immuns et la présentation antigénique par les cellules
effectrices [424].

Afin de déterminer si les DC générées a partir des monocytes totaux ou la sous-population de
monocytes CD14+CD16- présentent des différences phénotypiques, nous les avons activées
avec le LPS et analysé I’expression des marqueurs membranaires et la production de
cytokines. Aucune différence significative n’a été observée dans I’expression des marqueurs
de surface évalués (CD40, CD80, CD83 et CD86) apres activation avec le LPS. Cependant,
les DC générées a partir des monocytes totaux produisent presque 2 fois plus d’IL-10 et d’IL-
12 que celles dérivées des monocytes CD14'CD16". Le méme résultat a été obtenu avec les
macrophages générés a partir des mémes cellules.

L’ensemble de résultats de cette ¢tude a permis de mettre en évidence 1’augmentation de
CD16 sur les monocytes/macrophages et son induction sur les DC stimulés avec les cytokines
IL-1B, IL-6, IL-10 et IL-21. Ces quatre cytokines permettent également 1’acquisition de CD16
par la sous-population de monocytes CD14+CD16-. Ces résultats suggéreraient ainsi un role
de ces cytokines dans la modulation du nombre de monocytes CD14+CD16+ au cours de

processus inflammatoires ou pendant certaines infections.

En conclusion, I’ensemble de mes travaux de these a principalement permis de montrer une
interaction sélective de la protéine virale Tat avec les récepteurs solubles de I’immunité innée
SAP, CRP et PTX3. L’interaction avec CRP augmente 1’activité transcriptionelle de Tat en la
protégeant de la protéolyse et en favorisant son accumulation nucléaire. Ces données illustrent
un nouveau moyen pour le VIH d’échapper au systéme immunitaire. Ces résultats ouvrent de
nouvelles perspectives dans la recherche de la compréhension des mécanismes mis en jeu par
le VIH pour résister et échapper a la pression immunitaire.

Il serait ainsi intéressant d’évaluer le mécanisme moléculaire impliqué dans I’accumulation
nucléaire de Tat une fois complexée a CRP et de rechercher la présence des complexes
Tat/pentraxines, et plus particuliecrement Tat/CRP, chez les personnes infectées par le VIH
afin d’établir une corrélation avec les infections opportunistes, et donc la progression de la
maladie. Il serait également intéressant d’évaluer les conséquences de l’interaction de Tat
avec les pentraxines sur I’initiation des réponses immunitaires humorale et cellulaire,

spécifiques de Tat
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Ces travaux ont ¢galement permis d’ouvrir de nouvelles perspectives sur le role potentiel de
Tat et des complexes Tat/pentraxines sur la différenciation des monocytes en cellules
dendritiques. En effet, les résultats préliminaires suggerent que Tat pourrait affecter de
manicre significative la différenciation des monocytes en DC en favorisant la génération de
cellules présentant des propriétés immunosuppressives. Il serait donc intéressant de compléter
I’étude du role de Tat ou des complexes Tat/pentraxines sur la polarisation des DC générées et
les conséquences sur la polarisation des lymphocytes T naifs en utilisant un mode¢le spécifique

d’antigeénes tel que le modele NS3 disponible au laboratoire.

Enfin, ces travaux ont aussi permis de mettre en évidence 1’augmentation et I’acquisition de
I’expression de CD16 par les monocytes/macrophages et DC humains stimulés avec les
cytokines IL-1B, IL-6, IL-10 et IL-21. Ces données suggerent une voie qui permettrait
d’expliquer, du moins en partie, I’augmentation du nombre de monocytes CD14+CD16+
impliquées dans la plupart des processus inflammatoires et au cours de certaines pathologies.

Il serait intéressant d’investiguer la corrélation entre les niveaux de ces quatre cytokines et le
nombre de monocytes CD14+CD16+ dans le cadre de certaines pathologies ou au cours des
processus inflammatoires pendant lesquels des niveaux élevés d’IL-1p et d’IL-6 sont produits
par les cellules du systeme immunitaire. Il conviendrait également d’analyser le role potentiel
de ces quatre cytokines dans le développement des DC circulantes exprimant spécifiquement
le récepteur CD16. Enfin 1l serait intéressant d’évaluer 1’efficacité de la reconnaissance des
complexes immuns et la capacit¢ de présentation antigénique par les cellules effectrices

préalablement sensibilisées avec les cytokines IL-1p, IL-6, IL-10 et IL-21.
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Evaluation par ELISA de linteraction des pentraxines SAP, CRP et PTX3 avec
différentes protéines Tat. Les protéines Tat 133 STLA (protéine synthétique de 101 acides
aminés mutée sur les domaines riche en proline, core, basique et RGD) et Tat86 BHI10
(protéine de 86 acides aminés obtenue a partir d’une souche de laboratoire) perdent leur
capacité d’interaction avec les pentraxines en comparaison de la molécule synthétique Tat

133. Les résultats sont exprimés sous forme de densité optique (mean =+ sd, n=5)
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Evaluation de interaction de la protéine Tat avec les pentraxines SAP, CRP et PTX3 en
présence ou non de calcium. L’interaction des pentraxines avec Tat a été évaluée par
ELISA. Les pentraxines courtes (SAP et CRP) perdent leur capacité a interagir avec Tat en
I’absence de calcium. L’interaction de la pentraxine longue PTX3 avec Tat n’est pas
déterminée par le calcium. Les résultats sont exprimés sous forme de densité optique (mean +

sd, n=5)
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Evaluation par western blotting de la dégradation de PTX3 et CRP par la thermolysine.
PTX3 est dégradée par la thermolysine. L’association de Tat avec PTX3 n’empéche pas cette
dégradation (profil de gauche). La molécule CRP n’est pas dégradée par la thermolysine

(profil de droite). Les résultats sont représentatifs de trois expériences indépendantes.
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Séparation des populations monocytaires. La séparation des sous populations de monocytes
(CD147°CD16 et CD14'CD16") a été réalisée par trieur de cellules FACSaria a partir de

monocytes totaux fraichement isolés puis marqués avec 1’anticorps anti-CD16 (clone 3GS,

BD pharmingen)
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Analyse de ’'impact des immunoglobulines humaines sur la fixation et/ou ’entrée des
complexes Tat/PTX sur les monocytes. Les cellules ont été incubées avec Tat seule couplée
a la biotine ou les complexes Tat/PTX. La fixation a été évaluée par cytométrie en flux. Les
résultats sont exprimés sous forme de MFI. La protéine Tat se fixe aux monocytes ; cependant
sa complexation avec chaque pentraxine n’altére pas sa fixation méme en présence d’un exces

d’immunoglobulines.
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The IL-27 p28 Subunit Binds Cytokine-Like Factor 1 to Form
a Cytokine Regulating NK and T Cell Activities Requiring
IL-6R for Signaling’
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IL-27 is formed by the association of a cytokine subunit, p28, with the soluble cytokine receptor EBV-induced gene 3 (EBI3). The
IL-27R comprises gp130 and WSX-1. The marked difference between EBI3~'~ and WSX-1~'~ mice suggests that p28 has functions
independent of EBI3. We have identified an alternative secreted complex formed by p28 and the soluble cytokine receptor
cytokine-like factor 1 (CLF). Like IL-27, p28/CLF is produced by dendritic cells and is biologically active on human NK cells,
increasing IL-12- and IL-2-induced IFN-y production and activation marker expression. Experiments with Ba/F3 transfectants
indicate that p28/CLF activates cells expressing IL-6R« in addition to the IL-27R subunits. When tested on CD4 and CD8 T cells,
p28/CLF induces IL-6Ra-dependent STAT1 and STAT3 phosphorylation. Furthermore, p28/CLF inhibits CD4 T cell prolifer-
ation and induces IL-17 and IL-10 secretion. These results indicate that p28/CLF may participate in the regulation of NK and T
cell functions by dendritic cells. The p28/CLF complex engages IL-6R and may therefore be useful for therapeutic applications
targeting cells expressing this receptor. Blocking IL-6R using humanized mAbs such as tocilizumab has been shown to be ben-
eficial in pathologies like rheumatoid arthritis and juvenile idiopathic arthritis. The identification of a new IL-6R ligand is

therefore important for a complete understanding of the mechanism of action of this emerging class of immunosuppressors. The

Journal of Immunology, 2009, 183: 7692-7702.

ation of a four helix bundle cytokine, p28, with a soluble

receptor, Epstein-Barr virus-induced gene (EBI3) (1). IL-27
is produced by activated APCs (1) and signals through a receptor
formed by WSX-1 and gp130 (2). Initial characterization of IL-27
indicated multiple activities, such as the capacity to sustain naive
CD4 T cell proliferation, to induce NK cell coactivation, to mod-
ulate B cell Ig class switching, and to induce mast cell activation
(1-3). Further analysis of IL-27 function using WSX-/ '~ mice
pointed toward a role in Thl differentiation (4, 5). Recent data
indicate an important role in controlling the extent of Th1, Th2 and
Th17 responses during acute or chronic infection as well as in-
flammation (4-12). The molecular mechanisms underlying the
IL-27 anti-inflammatory functions on T cells are starting to be
deciphered. IL-27 can limit IL-2 production (13, 14), inhibit Th17
differentiation (10, 11), and induce the production of the anti-

I nterleukin 27 is a composite cytokine formed by the associ-
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inflammatory cytokine IL-10 (15-17). Experimental autoimmune
encephalomyelitis, a model of multiple sclerosis in which Th17
plays a key role, is exacerbated in WSX-1"/" mice and prevented
by IL-27 administration, suggesting that the properties of IL-27
may be clinically relevant (10, 18).

IL-27 functions have also been studied using EBI3 knockout.
Marked differences have been observed between mice deficient in
EBI3 and WSX-1. EBI3™'~ mice are protected from Con A-induced
liver injury, whereas WSX-/ '~ mice showed exacerbated hepatitis
(19, 20). Similarly, naive T cells from WSX-/~'~ and EBI3 ~/~ mice
showed opposites phenotypes with respect to IFN-y production (5,
21). This suggests that p28 exerts biological activities independently
of EBI3. Substantiating this hypothesis, p28 can inhibit Th17 differ-
entiation induced by IL-6 and TGF-f in vitro (11).

The IL-27 p28 subunit shares closest homology with IL-11 and
cardiotrophin-like cytokine (CLC)* (1). Like p28, CLC requires a
soluble cytokine receptor, cytokine-like factor (CLF), to be se-
creted (22). This prompted us to investigate whether CLF could
form a secreted, biologically active complex with p28.

Materials and Methods
Generation of stable HEK-293 transfectants expressing human
p28, CLF, p28/CLF, or GFP

The human p28 cDNA (IRAUp969H1198D; Deutsches Ressourcenzen-
trum fiir Genomforschung) was modified by introducing the sequence cod-
ing for a carboxyl-terminal protein C epitope (EDQVDPRLIDGK). The

# Abbreviations used in this paper: CLC, cardiotrophin-like cytokine; CLF, cytokine-
like factor 1; CNTF, ciliary neurotrophic factor; EBI3, Epstein-Barr virus-induced
gene 3; MFI, mean fluorescence intensity; DC, dendritic cell; BM, bone marrow.

Copyright © 2009 by The American Association of Immunologists, Inc. 0022-1767/09/$2.00
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CLF cDNA (23) was modified by introducing a sequence coding for a
FLAG epitope (DYKDDDD) at the COOH terminus of the protein. The
p28-protC and CLF-FLAG cDNAs were cloned in the vector pcDNAS
(Invitrogen) alone or as a bicistronic insert containing an internal ribosome
entry site and used to generate stable Flp-In-293 (Invitrogen) transfectants
as previously described (24).

Purification of human p28/CLF complex

Human p28/CLF was produced using Flp-In-293 cells stably transfected
with the p28-protC/CLF-FLAG bicistronic construct. Transfectants were
expanded and recombinant p28/CLF was isolated from the culture medium
following the procedure described previously for CLC/CLF (24) using
LPS-free reagents and glassware. Purified protein batches were dialyzed
against RPMI 1640 medium (Invitrogen). LPS contamination was deter-
mined using the Limulus amebocyte lysate test (QCL-1000; Cambrex) and
was always <0.1 ng/ug (1 endotoxin unit/ug). Protein concentrations were
determined by SDS-PAGE and Coomassie blue staining using BSA as
standard.

Production of mouse p28/CLF and mouse “hyper-IL-6"

To generate a bicistronic vector encoding mouse p28 and mouse CLF, the
mouse p28 ¢cDNA (RIKEN clone I830047N17) was obtained from the
FANTOM Consortium, Institute of Physical and Chemical Research
(RIKEN, Saitama, Japan) Genome Exploration Research Group (provided
by K. K. DNAFORM, Ibaraki, Japan). The cDNAs were modified by PCR
to generate a bicistronic insert encoding for mouse CLF (23) fused at the
carboxyl-terminal to the FLAG epitope and the T2A “self-cleaving” pep-
tide followed by mouse p28 tagged at the CHOO terminus by a protein C
epitope and 6 His. For the production of a mouse hyper IL-6 (25), the
c¢DNAs coding for mouse IL-6Ra and IL-6 (IMAGE ID 5135770 and
40130735; Open Biosystems) were modified by PCR to generate a single-
chain fusion protein encoding for the extracellular domain of IL-6R« fused
to the mature form of IL-6 by a GGG(SGGGG)*SHHHHHH linker. The
inserts were recloned in the insect expression vector pIB/V5-His (Invitro-
gen). Stable High Five (Invitrogen) transfectants were generated and ex-
panded in Express Five Medium (Invitrogen) according to the supplier’s
recommended procedure. The p28/CLF complex and hyper-IL-6 were pu-
rified by immobilized metal-affinity chromatography on Ni-NTA agarose
(Qiagen) following Qiagen protocol using LPS-free reagent and glassware.
Purified proteins were dialyzed, quantified, and analyzed by Western blot
for the presence of p28, CLF, or hyper-IL-6 and were tested for LPS con-
tamination as described above for human p28/CLF. Western blot analysis
of hyper-IL-6 was revealed using anti-penta His mAb (Qiagen). No CLF/
p28 unprocessed fusion protein contamination could be detected in the
p28/CLF preparations.

Immunoprecipitations and Western blotting

Flp-In-293 transfectants expressing human p28-protC, CLF-FLAG, and
p28-protC/CLF-FLAG were grown as described elsewhere (24). Superna-
tants were concentrated by ultrafiltration and incubated overnight at 4°C
with anti-protein C agarose (Roche Applied Sciences) or anti-FLAG M2-
agarose (Sigma-Aldrich). Following extensive washing, the precipitates
were analyzed by Western blotting using HRP-conjugated anti-protein C
(Roche Applied Sciences) or anti-FLAG mAbs (M2; Sigma-Aldrich) as
described previously (22).

Generation of monocyte-derived human dendritic cells (DC)

Human CD14™ monocytes were purified by positive selection from PBMC
using the MACS technology according to the manufacturer’s instructions
(Miltenyi Biotec). Cells were cultured in culture medium consisting of
RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1
mM sodium pyruvate, 0.1 mM nonessential amino acids, 10 mM HEPES,
100 U/ml penicillin, and 100 ug/ml streptomycin supplemented with 20
ng/ml GM-CSF (R&D Systems). Immature DC were differentiated from
monocytes cultured for 5 days at 10° cells/ml by incubation with 20 ng/ml
IL-4 (R&D Systems) for 4 days. DC were activated with 20 ng/ml LPS
(Sigma-Aldrich) for 48 h.

Generation of bone marrow (BM)-derived mouse DC

Four- to 6-wk-old female C57BL/6 mice were purchased from The Jackson
Laboratory. Femurs and tibiae were removed and the marrow was isolated
by flushing. RBC-depleted BM cells were suspended in complete medium
(RPMI 1640 supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 1% non-
essential amino acids, 100 U/ml penicillin, and 100 ug/ml streptomycin).
Cells were adjusted to 2 X 10° cells/ml and incubated in the presence of 20
ng/ml GM-CSF (PeproTech) for 7 days. DC were isolated by centrifuga-
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tion on a 14.5% (w/v) Nicodenz cushion (26). To induce maturation, DC
isolated at day 7 were cultured in the presence of 1 wg/ml LPS for 18 h.

Analysis of p28 and CLF mRNA expression by RT-PCR

Expression of p28 and CLF mRNA in human and mouse DC was analyzed
by RT-PCR. Briefly, total RNA was extracted using TRIzol reagent (In-
vitrogen). Single-strand cDNA was synthesized by reverse transcription
using 1 pg of total RNA and random priming. PCR amplification was
performed with an amount of cDNA corresponding to 25 ng of starting
total RNA using specific oligonucleotides (human CLF, 5'-TACAAGCT
TAGGTGGTATGGC-3" and 5'-GGTGGCTCCACTCACTCCAG-3'; hu-
man p28. 5'-GAGTTCACAGTCAGCCTGCATCTC-3" and 5'-TGAATC
CTGCAGCCAGCACCTG-3'; mouse CLF. 5'-CCTATGAGATCTGGGT
GGA-3" and 5'-TGACTTCTGCATCCAAGCAC-3'; and mouse p28. 5'-
CTGAATCTCGATTGCCAGGAGT-3" and 5'-GGAGTGAAGGAGCT
GGTAGGTA-3"). RNA integrity was assessed by agarose gel electro-
phoresis and GAPDH or 18S ¢cDNA amplification. The PCR products were
analyzed by electrophoresis on a 1% agarose gel.

Human NK cell purification and activation

CD3 CD56" NK cells were purified from PBMC by magnetic-activated
cell sorting positive selection followed by FACS sorting using FITC-la-
beled anti-CD3 and PE-labeled anti-CD56 mAbs (both from BD Bio-
sciences). Throughout the study, the purity of the NK cell populations used
was >99%. NK cells at 1 X 10° cells/ml were stimulated with 50 ng/ml
human p28/CLF in the absence or presence of either 100 or 500 U/ml IL-2
and either 5 or 25 ng/ml IL-12 (both from R&D Systems) for 48 h in
48-well plates. IFN-y was then quantified in the cell-free supernatants us-
ing capture and detection Abs from Mabtech; sensitivity 4 pg/ml). Mem-
brane CD54 and CD69 expression was evaluated by flow cytometry with
FITC-labeled anti-CD54 and CD69 mAbs (Serotec). Results are expressed
as mean fluorescence intensity (MFI) after subtracting the MFI obtained
with the control Ab.

Cytokine-binding assays

Mouse IL-13R, WSX-1, or IL-6Ra ¢cDNA were recloned in the vector
pcDNAS and used to generate Flp-In-293 stable transfectants. IL-13R-,
WSX-1-, or IL-6Ra-expressing Flp-In-293 transfectants were incubated
for 1 h on ice with p28-protC/CLF-FLAG (at 1 ug/ml). For competition
assays, binding was performed in the presence of IL-27 (10 wg/ml) or
mouse ciliary neurotrophic factor (10 wg/ml). Binding was then revealed
with mouse anti-protein C mAb (5 ug/ml) and Alexa Fluor 633-labeled
goat anti-mouse IgG Ab. Dead cells were excluded by propidium iodide
staining (1 wg/ml). Fluorescence was assessed by flow cytometry.

Generation of stable Ba/F3 transfectants

The ¢cDNA coding for mouse gp130 (IMAGE ID 6834623; Open Biosys-
tems) was recloned in the expression vector pMG (InvivoGen/Medicorp).
The ¢cDNAs encoding mouse IL-6Ra (IMAGE ID 40130735) and IL-
11Ral (IMAGE ID 3585497) were recloned in the expression vector
pSFFV-Neo (27). Linearized plasmids were transfected in Ba/F3. Stable
transfectants were selected using hygromycin (1 mg/ml) and/or geneticin
(1 mg/ml). Clones were expanded using mouse IL-6 (25 ng/ml), IL-11 (25
ng/ml), or in-house produced hyper-IL-6 (5 ng/ml).

Measurement of STATI and STAT3 activation by flow cytometry

Ba/F3 cells were serum- and cytokine-starved for 4 h. Lymph node cells
or Ba/F3 cells were activated for 15 min at 37°C with mouse IL-27 (50
ng/ml; R&D Systems), p28/CLF (50 ng/ml), IL-11 (50 ng/ml), IL-6 (50
ng/ml), or hyper-IL-6 (10 ng/ml). Cells were fixed with 2% formalde-
hyde for 10 min at 37°C, washed with cold PBS, resuspended in ice-
cold Perm-IIT (BD Biosciences), and incubated on ice for 30 min. After
two washes in PBS/2% FBS, cells were stained in PBS/2% FBS for 1 h
with either FITC-labeled anti-phospho-STAT1 (Y701) or FITC-labeled
anti-phospho-STAT3 (Y705) mAbs at room temperature, washed, and
fluorescence analyzed by flow cytometry. When used, anti-IL-6Ra and
anti-gp130 mAbs (R&D Systems) were added 10 min before cytokine
stimulation.

Proliferation assays

Ba/F3 transfectants (5 X 10* cells/well in 96-well plates) were incubated
in triplicates with indicated dilutions of recombinant proteins for 72 h in
RPMI 1640 supplemented with 5% FBS. Proliferation was measured using
a fluorometric assay (Alamar blue; Serotec). Fluorescence was measured at
590 nm (excitation wavelength, 530 nm) with a Wallac Victor2 1420 Mul-
tilabel Microplate Reader (PerkinElmer Life and Analytical Sciences).
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CDA4 T cell differentiation assays

Spleen and lymph node CD4 T cells were enriched by magnetic bead
depletion of CD8 and NK cells according to the manufacturer’s instruc-
tions (StemCell Technologies). Cells were plated in 96-well round-bottom
plates (Corning) at a density of 5 X 10° cells/ml. Cells were stimulated
with plate-coated anti-CD3 and soluble anti-CD28 (both at 1 wg/ml; BD
Biosciences). Cultures were supplemented with anti-IFN-y and anti-IL-4
(both at 10 ug/ml; eBioscience). IL-17 production was induced using hu-
man TGF-$ (1 ng/ml; Sigma-Aldrich) and IL-6 (10 ng/ml; PeproTech).
When added, IL-27 (R&D Systems) and p28/CLF were used at 50 ng/ml.
CD4 T cells were supplemented with fresh medium and reagents at day 3.
After 4 days of culture, enriched CD4 T cells were restimulated with PMA
(50 ng/ml) and ionomycin (1 wg/ml) for 4 h. During the last 2 h, cytokine
secretion was blocked with brefeldin A (5 ug/ml). Cells were collected and
fixed with formaldehyde (2%) for 30 min at room temperature. Cells were
permeabilized with saponin (0.5%) and stained with FITC-labeled anti-CD4
(BD Biosciences), allophycocyanin-labeled anti-IFN-y (BD Biosciences), and
PE-labeled anti-IL-17 (eBioscience) for 1 h at room temperature. Fluorescence
was measured using a FACSCalibur (BD Biosciences) and data were analyzed
with the FlowJo software (Tree Star).

IL-10 secretion assays

For IL-10 secretion assays with purified CD4 T cells, cells were isolated by
FACS sorting and stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 as described in
the previous section. IL-6, IL-27, and p28/CLF were used at 33 ng/ml. For
secretion assays with unfractionated splenocytes, cells were activated with
plate-coated anti-CD3 and soluble anti-CD28 (both at 1 wg/ml) with con-
centrations of IL-6, IL-27, and p28/CLF ranging from 0 to 600 ng/ml. After
4 d of culture, IL-10 secretion was measured by ELISA (BD Biosciences
or R&D Systems) following the manufacturer’s instructions.

Proliferation measurements using CFSE

CD4 T cells purified by FACS sorting were stained with CFSE (Molecular
Probes) following the manufacturer’s instructions. Cells were stimulated
with plate-coated anti-CD3 and anti-CD28 mAbs (both at 1 ug/ml; BD
Biosciences) at 2 X 10° cells/ml in 96 round-bottom well plates. For cer-
tain experiments, CD4 T cells were mixed with APCs at 1:3 ratios. APCs
were obtained by FACS sorting and were negative for CD8, CD4, and
NK1.1 markers. Cultures were supplemented with anti-IFN-vy and anti-IL-4
(both at 10 pg/ml; eBioscience). IL-27, IL-6 and p28/CLF were used at 50
ng/ml. Proliferation was assessed by flow cytometry at day 3.

Results
The IL-27 p28 subunit and CLF form a secreted complex

To study whether p28 can be secreted as a complex with CLF, we
generated HEK-293 transfectants expressing epitope-tagged deriv-
atives of p28 and CLF alone or in combination. GFP cDNA trans-
fectants were used as a control. The culture medium were sub-
jected to immunoprecipitation with tag-specific mAbs and the
isolated fractions were analyzed by Western blot. When culture
medium from transfectants coexpressing epitope-tagged deriva-
tives of human p28 (p28-protC) and CLF (CLF-FLAG) were im-
munoprecipitated with beads coupled to an anti-protein C mAb
(recognizing the p28 tag) and the purified fractions assayed by
Western blot, the CLF-FLAG protein was reproducibly detected
(Fig. 1A). This result indicated the presence of a p28/CLF complex
in the cotransfectant cell culture supernatants. The p28/CLF com-
plex could also be detected using beads coupled to anti-FLAG
mAb followed by revelation using the anti-protein C mAb
(Fig. 14).

Secretion of p28 was observed in HEK-293 cells transfected
with p28 cDNA in the absence of CLF cDNA (Fig. 1A upper
panel). This could indicate that formation of a complex with a
soluble cytokine receptor is not strictly required for p28 secretion
in these cells. In line with this observation, secretion of p28 in the
absence of EBI3 was reported (1). Alternatively, it could reflect the
formation of a complex between p28 and endogenous CLF as
HEK-293 can express CLF (23).

THE IL-27 p28/CLF COMPLEX
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FIGURE 1. CLF forms a complex with the IL-27 p28 subunit. A, Hu-
man p28-protC alone, the CLF-FLAG/p28-protC complex, and CLF-
FLAG alone or a GFP control were immunoprecipitated with beads cou-
pled to anti-protein C or anti-FLAG mAbs. Proteins were revealed by
Western blot using mAbs specific for the indicated epitope tags. WB,
Western blot; IP, immunoprecipitation. B and C, Human monocyte (B)-
derived and mouse BM-derived DC (C) were left unstimulated (iDC) or
stimulated (mDC) with LPS (20 ng/ml or 1 wg/ml, respectively). RNA was
isolated at 48 h (human DC) or 18 h (mouse DC). Expression of p28 and
CLF mRNA was assessed by RT-PCR. The control without reverse tran-
scriptase is indicated as “~RT”. D, BM-derived DC were left unstimulated
(iDC) or stimulated for 18 h with LPS (mDC). After lysis, the p28/CLF
complex was immunoprecipitated with anti-CLF Ab (lanes +) or isotype
control (lanes —) and analyzed by Western blot with anti-p28 mAb. Mouse
3T3 fibroblasts were used as negative control.

The p28/CLF complex is produced by DC

As experiments with HEK-293 transfectants indicated that p28 and
CLF can be secreted as a complex, we investigated whether p28/
CLF could be produced by immune cells. Activated APCs, such as
DC express p28 mRNA (1, 28). As expected (1), LPS-induced DC
maturation up-regulated p28 mRNA levels in both human and
mouse DC (Fig. 1, B and C). We analyzed human and mouse DC
for concomitant CLF mRNA expression. We observed that DC
constitutively express CLF mRNA (Fig. 1, B and C). No p28 was
detected in 3T3 fibroblasts used as a negative control (Fig. 1C).
Together, these data indicate that activated DC have the potential
to produce the p28/CLF complex.

We next investigated whether p28 and CLF form a complex in
DC. As the commercial anti-mouse p28 mAb suitable for Western
blot analysis was more sensitive than the anti-human p28 (supple-
mentary Fig. S1A% and data not shown), experiments were per-
formed with mouse BM-derived DC. When immature or mature
DC were lysed and subjected to immunoprecipitation with an anti-
CLF Ab, a p28 signal was detected by Western blot in the purified

5 The online version of this manuscript contains supplemental material.
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fractions (Fig. 1D). No signal was detected in lysates from p28-
negative 3T3 cells used as a control. These data indicate that CLF
and p28 can form a complex in primary DC.

The p28/CLF complex stimulates human NK cells

The observation that DC produce the p28/CLF complex (Fig. 1D)
prompted us to test whether p28/CLF was biologically active. As
NK cells respond to DC signals (29) and are activated by IL-27 (1),
we tested whether p28/CLF could affect NK cell function. NK
cells are negative for EBI3 mRNA even after activation, allowing
us to exclude a contribution of EBI3 secreted by target cells (1).

Highly purified human NK cells were incubated with human
p28/CLF alone or in combination with IL-2 or IL-12. The produc-
tion of IFN-y was measured by ELISA. Incubation with p28/CLF
up-regulated IFN-vy production by NK cells stimulated with sub-
optimal concentrations of IL-2 or IL-12 in a dose-dependent man-
ner (Fig. 2, A and B). We analyzed the effect of p28/CLF on the
expression of the NK cell activation markers CD54 and CD69.
Expression of both CD54 and CD69 was up-regulated by p28/CLF
in NK cells stimulated with IL-2 or IL-12 (Fig. 2C). Incubation
with p28/CLF did not modulate NK cell proliferation, perforin/
granzyme B expression, and cytotoxic activity on K562 target cells
(Fig. 2D and data not shown).

Together, these observations indicate that p28/CLF is biologi-
cally active: it increases IFN-vy production by activated NK cells.

The p28/CLF complex activates cells expressing IL-6R
and IL-27R

IL-27R is made up of gpl130 and WSX-1 (2). WSX-1 alone is
sufficient for IL-27 binding (1). The formation of a complex be-
tween p28 and EBI3 is required for receptor recognition, as neither
p28 nor EBI3 alone bind to IL-27R (2). We examined whether
CLF could substitute for EBI3 in forming an alternative complex
activating IL-27R. Experiments with mouse HEK-293 transfec-
tants expressing WSX-1 indicated that p28/CLF binds WSX-1 and
that the binding could be prevented by competition with IL-27,
suggesting that WSX-1 was involved in the p28/CLF receptor
(supplementary Fig. S1B). We next used the IL-3-dependent
mouse pro-B cell line Ba/F3 to study functional responses to p28/
CLF. Ba/F3 cells can be rendered responsive to cytokines by trans-
fection with receptor chain cDNAs and have been used to charac-
terize both the IL-27R and CLC/CLF receptors (1, 2, 22). Ba/F3
cells express endogenous WSX-1 and can be rendered IL-27 re-
sponsive by introducing gp130 cDNA (2). We transfected Ba/F3
cells with mouse gp130 cDNA and tested the effect of purified
mouse recombinant p28/CLF on STAT1 and STAT3 phosphory-
lation. Incubation of Ba/F3-gp130 transfectants with p28/CLF led
to a detectable induction of STAT3 phosphorylation but no STAT1
activation, suggesting that p28/CLF receptor activation was in-
complete in these cells (Fig. 3A, left panels). The Ba/F3-gp130
cells responded robustly to both mouse IL-27 and the gp130 ligand
hyper-IL-6 (25), indicating that the lack of response was not due to
insufficient expression of WSX-1 or gp130 (supplemental Fig. S2A
and Fig. 3A).

IL-6 family members like p28 have three potential receptor
binding sites (30, 31). According to the current IL-27/IL-27R com-
plex model, p28 binds EBI3 through site I, WSX-1 through site II,
while gp130 recruitment is mediated by site III (30). EBI3 func-
tions as a soluble a-chain, required for receptor recognition and
activation (2, 30). Whereas CLF was initially considered a soluble
a-chain, it does not play this role in the CLC/CLF complex which
requires the nonsignaling CNTFR« chain in addition to two signal-
transducing subunits for functional responses (22). Mutagenesis
analysis indicated that, whereas CNTFRa binds CLC site I (the
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FIGURE 2. The p28/CLF complex enhances NK cell activation. A, NK
cells purified from three independent donors were stimulated with the in-
dicated concentrations of IL-2 or IL-12 in the presence or absence of pu-
rified p28/CLF (100 ng/ml) for 48 h and IFN-vy production was measured
by ELISA. B, Purified NK cells were incubated for 48 h with medium
alone, IL-2 (100 U/ml), or IL-12 (5 ng/ml) and various concentrations of
p28/CLF (2-50 ng/ml). Errors bars indicate the SEM of triplicate cultures.
C, NK cells were incubated for 24 or 48 h with medium alone, IL-2 (100
U/ml), p28/CLF (100 ng/ml), or a combination of the two cytokines. Ex-
pression of CD64 and CD69 was assessed by flow cytometry. D, NK cells
stimulated with IL-2 (100 U/ml), IL-2 and p28/CLF (100 ng/ml), or IL-2
and IL-27 (100 ng/ml) for 48 h were incubated for 4 h at 37°C with K562
target cells at the indicated E:T ratios and the fraction of specific lysis was
determined. Errors bars indicate the SEM of triplicate cultures.

site interacting with a-chains in the IL-6 family (31)), CLF binds
the CLC site III (32). Therefore, if p28/CLF is structurally similar
to CLC/CLF, its receptor requires an c-chain in addition to WSX-1
and gp130. To investigate this hypothesis, we introduced cDNAs
encoding mouse IL-6Ra or IL-11Ra into gp130-transfected Ba/F3
cells. These transfectants express functional receptors for either
IL-27 and IL-6 (i.e., WSX-1, gp130, and IL-6Ra) or IL-27 and
IL-11 (i.e., WSX-1, gp130, and IL-11R«). As expected, introduc-
tion of IL-6Ra or IL-11R«a rendered the Ba/F3-gp130 cells re-
sponsive to IL-6 or IL-11, respectively. when analyzed for STAT1
and STAT3 phosphorylation (Fig. 34). Strikingly, introduction of
the IL-6Ra chain strongly increased p28/CLF-induced STAT3
phosphorylation (Fig. 34). In the presence of IL-6Ra, STATI1
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Ba/F3 transfected with gp130 and
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FIGURE 3. Both p28 and the p28/CLF complex induce STAT1 and STAT3 phosphorylation in Ba/F3 cells transfected with gp130 and IL-6Ra. A, Ba/F3
transfectants expressing endogenous WSX-1 in combination with either gp130, gp130, and IL-11Ra or gp130 and IL-6Ra were stimulated with the
cytokines indicated for 15 min, then fixed and permeabilized. STAT phosphorylation was assessed by flow cytometry. B and C, Ba/F3-IL-6R cells were
preincubated with blocking anti-IL-6Ra mAb (0.5 pg/ml; B) or anti-gp130 mAb (1 ug/ml; C) before stimulation. MFI values are indicated in the
histograms. Data are representative of three independent experiments. D, Representation of the putative p28/CLF receptor based on the current models of
the IL-27-IL-27R and CLC/CLF-CNTFR complexes (2, 30, 32). According to this model, the CLF Ig-like domain would engage the p28 binding site III.
The p28/CLF complex would bind IL-6Ra and WSX-1 through cytokine-binding homology regions (CHR)-p28 site I and site II interactions, respectively.
Recruitment of the gp130 subunit would require an exchange between the Ig-like domains of CLF and gp130. Fn III, Fibronectin III domains.
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phosphorylation was comparable to the one induced by IL-6 (Fig.
3A). The effect of IL-6Ra cDNA transfection was specific, as no
difference in the response induced by p28/CLF was observed be-
tween Ba/F3 transfected with gp130 alone or with gp130 plus IL-
11R« (Fig. 3A). These results suggest that the receptor for p28/
CLF is tripartite and that the a-chain required for functional
activity is IL-6Ra (Fig. 3D). In accordance with this model, we
could detect p28/CLF binding on HEK-293 transfectants express-
ing mouse IL-6Ra (supplemental Fig. S1C).

To further assess the involvement of IL-6Ra and gp130 in the
p28/CLF receptor complex, we preincubated Ba/F3-gp130-IL-
6Ra« cells with blocking Abs specific for these two receptor chains
(Fig. 3, B and C). Incubation with either anti-IL-6R« (Fig. 3B) or
anti-gp130 (Fig. 3C) Abs resulted in a clearly decreased level of
STAT3 and STAT1 phosphorylation in response to p28/CLF, con-
firming the contributions of these two chains. No inhibition was
observed when Ba/F3-gp130-IL-6Ra cells were stimulated with
IL-27 in the presence of an anti-IL-6Ra Ab, indicating that the
effect observed was specific for p28/CLF (supplementary Fig.
S2B). The involvement of WSX-1 could not be directly tested due
to the lack of availability of suitable anti-WSX-1 Abs and the
inefficiency of soluble mouse WSX-1-Fc in blocking IL-27-in-
duced responses in Ba/F3 cells transfected with gp130 at the con-
centrations of IL-27 required to induce a detectable STAT3 and
STAT1 phosphorylation or cellular proliferation (data not shown).
Together, these results indicate that p28/CLF can activate JAK/
STAT signaling pathways in cells expressing IL-6Ra, gp130, and
WSX-1. A putative model of the p28/CLF receptor is depicted in
Fig. 3D.

To study the functionality of the STAT signaling in response to
p28/CLF in the Ba/F3 transfectants, we measured cell prolifera-
tion. A clear proliferation was observed when Ba/F3 cells trans-
fected with gp130 and IL-6Ra were incubated with p28/CLF (Fig.
4B). This proliferation could be inhibited by blocking anti-IL-6R«
or anti-gp130 Abs (Fig. 4C). The blocking Abs had no effect on
IL-3-induced Ba/F3 proliferation, indicating that the effect on the
p28/CLF was specific (data not shown). Whereas Ba/F3-gp130
cells proliferated strongly when cultured with IL-27, their prolif-
eration in response to p28/CLF was very limited (Fig. 4A). As
expected, almost no proliferation was induced by p28/CLF in Ba/
F3-gp130-IL-11Re cells (data not shown). This indicates that the
STAT3 phosphorylation induced by the p28/CLF complex in the
absence of IL-6Ra (Fig. 3A) triggers minimal proliferation and

that the STAT3 and STAT! phosphorylation induced in Ba/F3
transfectants expressing WSX-1, gp130, and IL-6Ra is followed
by a robust proliferation.

CLF is not required for the activation of cells expressing
IL-6R«

In the case of CLC/CLF, CLF is required for CLC secretion but is
dispensable for CNTFR activation (22). It was previously reported
that p28 is biologically active (11). We therefore compared p28
and p28/CLF using Ba/F3 transfectants expressing IL-27R or IL-
27R plus IL-6Rc. Interestingly, unlike p28/CLF, p28 neither in-
duced detectable STAT3 or STAT1 phosphorylation nor prolifer-
ation in Ba/F3 transfectants expressing IL-27R (Figs. 3A and 4A).
This indicates that CLF is involved in the activation leading to
low-level STAT3 phosphorylation in the absence of IL-6R« (Fig.
3A). In Ba/F3-gp130-IL-6Ra cells (expressing IL-27R and IL-
6Ra), p28 induced STATI1 and STAT3 phosphorylation followed
by a proliferation comparable to that induced by the p28/CLF com-
plex (Figs. 3A and 4B). STAT activation and proliferation could be
inhibited using blocking anti-IL-6R« and anti-gp130 Abs (Figs. 3B
and 4C). These results indicate that although p28 and p28/CLF
have comparable activities on transfectants expressing WSX-1,
gpl130, and IL-6Ra, p28/CLF might have additional functions
linked to its ability to induce STAT3 activation in cells expressing
only IL-27R.

The p28/CLF complex induces STATI and STAT3
phosphorylation in CD4 and CD8 T cells and cytokine
production in CD4 T cells

To evaluate whether p28/CLF could induce signaling in T cells, we
assessed the effect of p28/CLF stimulation on STAT1 and STAT3
phosphorylation in lymph node cells. Stimulation with p28/CLF
induced an increase in STAT1 and STAT3 phosphorylation in both
CDS8 and CD4 T cells (Fig. 5A). Interestingly, no effect could be
detected on the cells negative for CD4 or CDS8 (Fig. 5A). This
suggests that the requirement for the IL-6Ra chain may render
p28/CLF more specific for T cells than IL-27. To verify that the
IL-6Ra chain was required for p28/CLF activity on T cells, we
preincubated lymph node cells with an anti-IL-6Ra mAb (Fig.
5B). The blocking mAb markedly reduced the response induced by
IL-6 or p28/CLF (Fig. 5B). As expected, no effect was observed on
the induction of STAT1 and STAT3 phosphorylation by IL-27
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(Fig. 5B). This indicates that IL-6R« constitutes an essential part
of the p28/CLF receptor in primary immune cells.

The levels of STAT1 and STAT3 phosphorylation in T cells
were lower than those observed following IL-27 stimulation. How-
ever, the rIL-27 used might have a higher potency than native
IL-27 because it is a fusion protein structurally analogous to hyper-
IL-6, which is two orders of magnitude more potent than the IL-
6-soluble IL-6Ra complex (25).

Because p28/CLF induced STAT signaling in CD4 T cells, we
investigated whether p28/CLF had a functional effect on these
cells. Purified CD4 T cells stained with CFSE were stimulated with
anti-CD3 and anti-CD28 in the presence or absence of APCs and
proliferation was assessed by flow cytometry (Fig. 5C). Under
both culture conditions, CD4 T cell proliferation was inhibited by
p28/CLF. Growth inhibition was stronger in the absence of APCs,
indicating a direct effect of p28/CLF on CD4 T cells. We next
investigated whether the inhibition of CD4 T cell proliferation was
paralleled by an effect on differentiation. Since Th17 differentiation
has been shown to be induced by IL-6 plus TGF-£ and inhibited by
IL-27 (10, 11, 33-35), we assessed IL-17 and IFN-vy expression in
CD4 T cells expanded with anti-CD3 and anti-CD28 in the pres-
ence of p28/CLF and TGF-B. When cells were activated in the
presence of p28/CLF and TGF-$ or IL-6 and TGF-$ and subse-
quently restimulated with ionomycin and PMA, the fraction of
cells expressing IL-17 was comparable (Fig. 6A). This indicates
that p28/CLF, like IL-6, can drive Th17 differentiation in vitro

(Fig. 6A). Interestingly, both IL-6- and p28/CLF-driven Th17 dif-
ferentiation was suppressed by IL-27 (Fig. 6A, lower panels).

Both IL-27 and IL-6 have been shown to induce the production
of the anti-inflammatory cytokine IL-10 (15-17). This production
is involved in the beneficial effect of IL-27 administration in the
experimental autoimmune encephalomyelitis model of multiple
sclerosis (16). We therefore investigated whether p28/CLF could
also induce IL-10 production by activated CD4 T cells (Fig. 6B).
When tested on purified CD4 T cells, p28/CLF, IL-6, and IL-27
induced similar peak levels of IL-10 (Fig. 6B). We compared the
potency of p28/CLF, IL-6, and IL-27 in inducing IL-10 produc-
tion. When tested on splenocytes, the potency of p28/CLF was
similar to that of IL-6 but markedly lower than that of IL-27
(Fig. 6C).

Discussion

The difference between the phenotype of EBI3 '~ and WSX-1~'~
mice suggests that WSX-1 has additional ligands or that p28 forms
complexes capable of activating IL-27R with alternative cytokine
receptors (5, 19-21). We observed that tagged derivatives of p28
and CLF coexpressed in HEK-293 transfectants form a stable, se-
creted complex. As activated APCs have been shown to synthesize
IL-27 p28 (1, 28, 36), we used mouse BM-derived DC to show that
a p28/CLF complex could also be formed between the endogenous
cytokine and the soluble cytokine receptor.
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We examined whether CLF could substitute for EBI3 in forming
an alternative complex activating IL-27R. To investigate the acti-
vation of cells expressing IL-27R by p28/CLF, we used the mouse
pro-B cell line Ba/F3. This cell line expresses WSX-1 and can be
rendered IL-27 responsive by solely introducing gp130 cDNA (2).
Ba/F3 transfected with gp130 showed a partial response to p28/
CLF: incubation with the complex led to STAT3 phosphorylation
but was insufficient to induce STATI activation and resulted in
minimal cell proliferation, suggesting that the receptor required an
additional chain. In accordance with this hypothesis, p28/CLF
binds to HEK-293 transfectants expressing IL-6Ra. Introduction
of IL-6Ra and gp130 cDNAs to generate Ba/F3 cells expressing
IL-27R and IL-6R« led to transfectants responding to p28/CLF by
STATI1 and STAT3 phosphorylation and proliferation. This re-
sponse could be blocked using anti-IL-6R« or anti-gp130 Ab. This
indicates that p28/CLF can engage the two receptor chains of IL-6.
It has already been shown that IL-6Ra binds CNTF and can sub-
stitute for CNTFR« in the CNTFR (37). Therefore, these results
bring to three the number of IL-6R« ligands. We observed that
p28/CLF binds to WSX-1 transfectants. This suggests that, in con-
trast to IL-6, the p28/CLF receptor is tripartite and comprises,
besides gp130 and IL-6Ra, WSX-1 (Fig. 3D). However, the im-
plication of this IL-27R signaling chain remains to be directly
established using cells from WSX-1 knockout mice. An alternative
model in which p28/CLF would signal by recruiting two gp130
chains cannot be excluded.

In the CLC/CLF complex, CLF is required for CLC secretion
but dispensable for cytokine activity (22, 38). Furthermore, it was
reported that p28 is biologically active (11). We therefore com-
pared p28 and p28/CLF activities using Ba/F3 cells transfected
with gp130 or gp130 plus IL-6Ra. The activity of p28 and p28/
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CLF was indistinguishable in transfectants expressing IL-27R and
IL-6R e, indicating that, like in the CLC/CLF complex, CLF is not
required for receptor recognition (22, 39). However, unlike p28,
p28/CLF induced a STAT3 phosphorylation in transfectants ex-
pressing only IL-27R. We confirmed this observation using HEK-
293 cells transfected with gp130 and WSX-1 (data not shown).
These observations suggest that in cells expressing IL-27R but not
IL-6Ra, CLF could confer specific properties to p28. These p28/
CLF-specific effects are likely related to those induced by IL-6
family members activating preferentially STAT3, such as IL-6
(40). The mechanism by which CLF is modifying p28 activity
remains to be determined. CLF could potentially increase the af-
finity of p28 for the WSX-1/gp130 receptor signaling chains in the
absence of the IL-6R« chain.

The observation that the p28/CLF complex could be detected in
DC prompted us to evaluate whether the composite cytokine could
act on NK cells. The function of these cells is known to be mod-
ulated by DC in vitro and in vivo (41-46). NK cells respond to
IL-27 and do not express EBI3 (2). This excludes the neo forma-
tion of an IL-27 complex comprising the p28 subunit of p28/CLF
and EBI3 released by target cells. Whereas no p28/CLF-induced
response was detected in unstimulated human NK cells, reproduc-
ible up-regulation of IL-2- or IL-12-induced production of IFN-y
was observed. Coincubation of NK cells with p28/CLF led to in-
creased expression of the activation markers CD54 and CDG69.
p28/CLF did not modulate the NK cell cytotoxic activities as-
sessed by measuring the killing of the cell line K562. These ob-
servations suggest that the perforin/granzyme B-based pathway,
which has been reported to be the main pathway mediating K562
cytolysis (47), is not affected by the composite cytokine.
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The increase in IFN-y production detected indicates that the
production of one of the key NK cell-DC cross-talk mediator is
regulated by p28/CLF. The observation that NK cell activation and
IFN-vy production is up-regulated by p28/CLF (whereas cytotoxic
activity is not affected) is in line with previous reports analyzing
the effects of DC-produced cytokines on NK cells, indicating that
the regulation of cytotoxicity is mediated by type I IFNs, whereas
production of IFN-vy is regulated by cytokines such as IL-12 and
IL-18 (42, 48).

The role of cytokines produced by DC in the activation of NK
cells is well established (42, 44, 45, 49, 50). This comprises se-
creted composite cytokines of the IL-12/IL-27 family and cytokine
complexes expressed at the surface of the DC such as the IL-15/
IL-15Ra chain complex (1, 48, 50-53). Our results indicate that
p28/CLF could, in combination with the structurally related IL-12
or with IL-2, participate in the cross-talk between DC and NK
cells. NK cells are important components of the innate immune
response and, through their production of cytokines and lytic ac-
tivity against infected or transformed cells, are crucial for both
controlling infection and immune surveillance (51, 54).

IL-27 has key anti-inflammatory roles in different models of
infection and autoimmune disease, inhibiting Th17 differentiation
and promoting the induction of the anti-inflammatory cytokine
IL-10 by CD4 and CDS8 T cells (10, 11, 15, 16, 18). IL-27 directly
antagonizes the effect of IL-6 on CD4 T cell proliferation and Th17
differentiation, whereas both cytokines have similar activities re-
garding induction of IL-10 production by T cells (10, 11, 15, 16).
IL-27 induces activation of multiple STATs in T cells (2, 6, 55,
56). The anti-inflammatory effects of IL-27 on T cells linked to
either the inhibition of IL-2 production, Th17 differentiation, or the
induction of IL-10 production have been shown to be mediated by
STATI1 and STAT3 (10, 11, 13, 16, 17). We therefore evaluated
whether p28/CLF activates STAT1 and STAT3 in T cells (57).
Stimulation with p28/CLF induced STAT1 and STAT3 phosphor-
ylation in lymph node cells expressing either CD4 or CDS,
whereas no effect could be detected on cells negative for these
markers. As the cells negative for CD4 and CDS8 were barely re-
sponsive to IL-6 and markedly less responsive to IL-27 than the
CD4- or CDS8-positive cells, this observation is likely to reflect a
higher threshold of activation of the non-T cell populations present
in the cultures by this group of cytokines under the experimental
conditions used. This could be the result of a lower expression of
components of the receptor, of the JAK/STAT signaling pathway,
or an increased steady-state activation of JAK/STAT- negative
regulators. We could verify using a blocking Ab that the IL-6R«
chain was required for p28/CLF-induced T cell activation.

We investigated whether the induction of STAT phosphoryla-
tion was paralleled by functional effects on CD4 T cells. We ob-
served that p28/CLF inhibited the anti-CD3 plus anti-
CD28-induced proliferation of CD4 T cells in the presence or
absence of APCs, further indicating a direct effect of the complex
on CD4 T cells. Interestingly, p28/CLF in combination with
TGF-B induced the differentiation of CD4 T cells capable of pro-
ducing IL-17 to a similar level than that of IL-6 plus TGF-S and
this effect could be completely prevented by the addition of IL-27.
The marked difference between the effects of IL-27 and those of
p28/CLF under these culture conditions suggests that the type of
a-chain involved (i.e., IL-6Ra or EBI3) in the receptor complex
changes the nature of the signal induced in the activated T cells.
Marked differences between the responses induced by cytokines
engaging different receptor a-chains but recruiting the same sig-
naling chains have been reported previously (58). These results
show that p28 and p28/CLF can have regulatory effects which

THE IL-27 p28/CLF COMPLEX

differ from IL-27 regarding the production of IL-17, a cytokine
which plays a pivotal role in several autoimmune diseases (59, 60).

Both IL-6 and IL-27 induce the production of IL-10 by T cells
(10, 11, 15, 16). These cytokines play an important role in the
control of inflammation and autoimmunity (61-64). We observed
that the addition of p28/CLF to CD4 T cell cultures induced levels
of IL-10 comparable to those induced by IL-6 or IL-27, indicating
that p28/CLF could, like IL-27, have immunosuppressive effects
through the induction of IL-10 production (15-17).

The initial characterization of p28/CLF using NK and T cells
indicates that it could share functions with both IL-27 and IL-6.
IL-6 is a key pleiotropic proinflammatory cytokine which drives
the transition from the early innate immune response (involving
neutrophil recruitment) to the mononuclear leukocyte-mediated
adaptive immune response, promoting both humoral and cellular
reactions (40). IL-27 is believed to be required for the resolution of
adaptive responses and the prevention of chronic inflammation (4—
12). A comparison between the phenotypes of mice deficient for
IL-6 and IL-6Ra would provide information as to the roles of al-
ternative IL-6R« ligands such as p28/CLF in vivo.

Blocking IL-6Ra with mAbs is a promising therapeutic avenue
that has been extensively investigated in preclinical models of in-
flammatory and autoimmune diseases (40, 65, 66). It led to the
development of humanized blocking Abs such as tocilizumab (67).
Tocilizumab has been tested in clinical trials for the treatment of
Castelman’s disease (68), rheumatoid arthritis (69-71), juvenile
idiopathic arthritis (72), and Crohn’s disease (73). It has been ap-
proved by Japanese and European regulatory agencies and is cur-
rently being reviewed by the U.S. Food and Drug Administration
(74, 75). The observation that IL-6R« is also engaged by p28/CLF
may therefore have important implications for the full understand-
ing of the mode of action of tocilizumab and for precise compar-
isons with other IL-6 inhibitors such as soluble gp130 derivatives
(66, 76-78).
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MISE EN EVIDENCE DE L'INTERACTION DE LA PROTEINE TA T DU VIH-1 AVEC LES
PENTRAXINES HUMAINES : IMPACT SUR LA TRANSCRIPTION DU VIH ET LA DIFFERENCIATION
DES CELLULES DENDRITIQUES

Résumé

L’'immunité innée et 'immunité adaptative constittides deux volets du systéeme immunitaire. Corgraént a
'immunité adaptative qui utilise un vaste répedode récepteurs spécifiques obtenus par réarrarmengéniques,
limmunité innée utilise un nombre réduit de réeeps appelés « Pattern Recognition Receptors »RRL Res PRR
reconnaissent des motifs hautement conservés dtsexament exprimés par les micro-organismes, qielés
« Pathogen-Associated Molecular Patterns » ou PAMEA PRR sont soit associés aux cellules (impligdéss
I'endocytose et/ou la signalisation), soit solubiespliqués dans I'élimination des micro-organisne¢siu soi modifi€).
Les pentraxines courtes (SAP et CRP) et longueXgP$ont des PRR solubles impliqués dans la capmturaon-soi
et/ou du soi modifié et facilitent leur éliminatipar les phagocytes.

La protéine Tat du VIH-1 est indispensable a latsy®se du génome viral. Sa forme soluble, sécréaédep
cellules infectées, régule de nombreuses fonctaafisilaires. Cependant, la nature des structurefixdéon de Tat
soluble aux cellules reste mal connue. Nous avamgnd que Tat interagit sélectivement avec lesrprintes SAP, CRP
et PTX3. Cependant, et de maniére inattendue, aauss observé que seule la protéine CRP augmetrgniription in
vitro du VIH-1 induite par Tat en favorisant sorcamulation nucléaire. Nous avons également obsame€influence
significative de Tat et des complexes Tat/pentmsisur la différenciation de monocytes en celldiesdritiques (DC).
L’ensemble de ces données met en évidence un noavwéeanisme mis en jeu par le VIH pour exploiteories humoral
de l'immunité innée et échapper au systeme immuitddes données préliminaires suggerent égalementdle
potentiel de Tat dans I'acquisition d’'un phénotipenunosuppresseur par les cellules dendritiques.

En parallele, dans le cadre d’'un projet fédératitgnt sur la régulation d’expression duRdl (CD16), nous
avons montré que les cytokines IB;1L-6, IL-10 et IL-21 induisent non seulement Ignentation d’expression de
CD16 sur les monocytes/macrophages et son industiofes DC, mais également son acquisition paoles population
monocytaire CD14CD16. Ces données suggerent donc un role de ces cgtokians la modulation d’expression de
CD16 par les cellules myéloides.

Mots clés: Immunité innée, récepteurs de I'immunité innéePentraxine, HIV, Tat, cellules dendritiques, monocies,
cytokines

Abstract

Innate and adaptive immunity are the two componehthie immune system. Unlike adaptive immunity ethi
uses antigen-specific receptors generated by gsreangements, innate immunity uses a restricteabau of receptors
called “Pattern Recognition Receptors” or PRR. PieBognize conserved motifs expressed by micro-ésgenand
called “Pathogen-Associated Molecular PatternsP&MP. PRR are either cell-associated (involved maceytosis
and/or in signaling) or soluble (involved in thea@tance of microorganisms and altered self) madscdlhe short (SAP
and CRP) and long (PTX3) pentraxins, members ofstileble PRR family, bind to non-self and/or mcetifiself and
facilitate their elimination by phagocytes.

The HIV-1 protein Tat is crucial for the replicatiof the viral genome. A soluble form of Tat, séedeby
infected cells, regulates several cellular and mdée processes. However, the mechanism involvdHearinteraction of
soluble Tat with its target cells remains undeteadi

We have observed that Tat interacts selectivelyh wiite pentraxins SAP, CRP and PTX3. However, and
unexpectedly, only CRP, an acute phase proteimeased the in vitro Tat-induced HIV transcription gromoting its
nuclear accumulation. We have also observed thatafmd the Tat/pentraxin complexes favour the adiprsof an
immunosuppressive phenotype by dendritic cellsleCtively, these studies highlight a new mechariisvolved in the
ability of HIV to exploit the humoral arm of innatemunity to evade the immune system and suggpstential role of
Tat in the acquisition of an immunosuppressive phgre by myeloid cells.

In parallel, as part of a collaborative projectdsed on the regulation of fReIll (CD16) expression, we showed
that IL-1B, IL-6, IL-10 and IL-21 increase CD16 expressionroanocytes/macrophages and its induction on DC, and
induce the acquisition of CD16 by the CD1@D16 monocytes. These data suggest a role for theskiogs in
modulating the expression of CD16 and/or the fraquef CD14 CD16 monocytes.

Key words : Innate immunity, Pattern Recognition Receptors,Pentraxins, HIV, Tat, dendritic cells, monocytes,
cytokines



	Manuscrit de thèse UMB 2010.pdf
	Résumé thèse UMB.pdf

