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Résumé

La réponse innée est caractérisée notamment par la production de cytokines antivirales, les
interférons-alpha (IFN-a). Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont des cellules
rares (0,5% des leucocytes sanguins) qui ont la capacité de produire jusqu’a 1000 fois plus
d’IFN-a que les autres types cellulaires, les placant ainsi comme les cellules centrales de la
réponse antivirale.

Nous avons montré que les virus libres d’HTLV-1 induisaient une réponse innée se
traduisant par une forte production d’IFN-a. L analyse par microscopie en 3 dimensions (3D)
a révélé que les pDC non stimulées étaient dans un état de quiescence avec des taux du ligand
pro-apoptotique TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) intracellulaire tres élevés,
rapidement mobilisés a la surface des pDC aprés 1’activation de la voie du Toll-like receptor
7. Les pDC acquierent alors un phénotype de cellules tueuses, les IKpDC (Interferon
producing killer pDC). C’est la premiére fois qu’une réponse innée induite par les particules
libres d’HTLV-1 a été mise en évidence.

Il a été montré que des taux sériques d’IFN-a apparaissaient dans les phases tardives
du SIDA, suggérant un role de I'I[FN-o dans la pathologie du VIH. Nous émettons
’hypothése de I’implication de la voie TRAIL/DRS dans la déplétion massive des LTCD4"
des patients infectés par le VIH. Il a été démontré que I’IFN-a produit par les pDC exposées
au VIH induit leur transformation en IKpDC et TRAIL a la surface des LTCD4". De plus, la
fixation de la gp120 virale a son récepteur cellulaire CD4 induit 1’expression membranaire du
récepteur de mort DRS a la surface des LTCD4', conduisant ainsi & leur apoptose.

Les patients « HIV Controllers » (HIC) sont des patients infectés par le VIH mais qui
controlent la charge virale et la mort des LTCD4". Nous avons alors étudié¢ la voie
IFN/TRAIL/DRS chez ces patients. Notre étude n’a décelé aucun défaut quantitatif ni
qualitatif des pDC chez les HIC, excluant le role des pDC dans le phénoméne observé.
Néanmoins, notre analyse protéique et génomique de DRS a révélé un défaut d’expression de
DRS5 a la surface des LTCD4" des patients HIC par rapport aux patients virémiques. Le
séquengage du géne DRS a révélé I’existence d’une substitution homozygote dans I’exon 1 du
gene des HIC. Cette substitution génomique a pour conséquence le changement d’un acide
aminé dans la région leader de la protéine DR5 entrainant le non-clivage de cette séquence et
la séquestration intracellulaire de DRS. Cette mutation associée au profil des patients HIC
pourrait expliquer le maintien du nombre de leurs LTCD4", ainsi que la non-progression vers

la phase SIDA.



Summary

Innate immune response is caracterized by antiviral cytokines production such as interferon-
alpha (IFN-a). Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are very rare cells (0,5% of blood
leukocytes) that have the ability to produce more than 1000 time folder IFN-a than others
cells types, leading them as main cells of antiviral response.

We demonstrated that HTLV-1 free viruses induced a strong IFN-o production by
pDC. The three dimensional (3D) microscopic analysis revealed that unstimulated pDC were
in fact dormant cells stocking intracellular proapoptotic ligand TRAIL (TNF-Related
Apoptosis Inducing Ligand), which was quickly mobilized at the cell surface of pDC after
Toll-like receptor 7 activation. Then, pDC acquire a new killer phenotype, the IKpDC
(Interferon producing killer pDC). This is the first demonstration that HTLV-1 free viruses
can induce an innate immune response by pDC.

Plasma levels of IFN-a have been found in HIV-1-infected patients, suggesting a role of IFN-
a in HIV-associated disease. We hypothesized in our HIV in vitro model the implication of
TRAIL/DRS pathway in CD4 T cells massive depletion observed in HIV-1-infected patients.
We demonstrated that IFN-a produced by HIV-stimulated pDC induced the expression of
TRAIL at the cell surface of pDC (transforming them into IKpDC) and CD4 T cells.
Simultaneously, the binding of HIV-1 gp120 to its cellular receptor CD4 induces membrane
expression of the TRAIL death receptor 5 (DRS5) at the cell surface of CD4 T cells leading to
apoptosis of DR5-expressing CD4 T cells.

A population of HIV-infected patients, called « HIV Controllers » (HIC), do not progress to
AIDS despite HIV infection, control their viral load and their CD4 T cells depletion. We have
then study IFN/TRAIL/DRS pathway of these patients. Our study revealed any quantitative
nor qualitative default from HIV-Controllers pDC, excluding a potential role of these cells in
the observed phenomen. Nevertheless, our proteomic and genomic analysis revealed a default
of DRS expression at the cell surface of CD4 T cells from HIV controllers in contrast to
progressor patients. DNA sequencing revealed a homozygous substitution in the exon 1 of
DRS5 gene from HIC. The consequence of this substitution is the change of one amino-acid in
the leader region of DRS5 protein. Thus, DRS is uncleaved and is sequestrated in the
intracellular copartements in CD4 T cells. The lack of DRS5 cell surface expression in HIV
Controllers may explain the maintain of CD4" T cells count and thus the non progression to

AIDS.
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1. Découverte des cellules dendritiques plasmacytoides humaines

Les premicres cellules dendritiques ont été identifiées par Langerhans en 1968. Les cellules
dendritiques (DC, dendritic cells) conventionnelles ont été¢ décrites et caractérisées par Ralph
Steinman. Les DC sont connues pour étre des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) et
jouent un rdle primordial dans le controle de la réponse immunitaire (Banchereau and
Steinman, 1998).

Chez I’homme, deux familles caractérisent les DC: les DC myéloides et les DC
plasmacytoides. Les DC my¢éloides ont également ét¢ nommées DC1 pour leur capacité a
induire une réponse immune de type 1 (Thl). A I’inverse, les DC plasmacytoides ont été
nommées DC2 pour leur capacité a induire une réponse de type 2 (Th2) (Liu, 2005).

Notre étude sur les cellules dendritiques sera exclusivement consacrée aux DC

plasmacytoides humaines (pDC).

La premiére étude des pDC remonte a un demi-siécle, dans laquelle Isaacs et Lindenmann
décrivaient 1’interféron (Isaacs, 1957). Les auteurs étudiaient in vitro le phénomeéne
d’interférence virale, dans lequel un virus est capable de bloquer I’infection d’un deuxiéme
virus, lorsque ces deux derniers sont cultivés en méme temps. Cette interférence virale
résultait de la production d’une cytokine qui conférait une résistance a 1’infection virale :
I’interféron. La découverte de I’interféron fut le point de départ d’une longue série de travaux
sur le type de cellules capables de produire cette cytokine. Dans la littérature, différents noms

ont été attribués pour définir ces cellules.

En 1958, Lennert et al décrivent une cellule de taille moyenne dont la morphologie
plasmacytoide évoque alors une origine plasmocytaire. En fonction de leur localisation
(organes lymphoides) et de leurs marqueurs membranaires (comme CDG68), certains auteurs
nommeront respectivement ces cellules « cellules T plasmacytoides » (Facchetti et al., 1988)
ou « monocytes plasmacytoides » (Cella et al., 1999).

Le terme cellules dendritiques plasmacytoides apparait en 1997, lorsque Liu et al nomment
ces cellules DC2 (dendritic cells 2) du fait de leur état de maturation et 1’orientation Th2

qu’elles conférent en présence d’IL-3 et de CD40 ligand (CD40L) (Liu, 2005). (Grouard et

16



al., 1997). Cependant, il sera montré plus tard que ces cellules différent des cellules
dendritiques classiques, qui, elles, ne produisent pas d’ITFN-o (Chehimi et al., 1989).

En 1999, Siegal démontre que les NIPC (natural IFN producing cells), ces cellules sanguines
qui expriment le marqueur CD4 et les molécules HLA de classe II, et qui représentent les
principales cellules productrices d’interféron-alpha en réponse a une stimulation virale,
appartiennent a la population des cellules dendritiques plasmacytoides (Siegal et al., 1999).
Les cellules dendritiques plasmacytoides, qui représentent seulement 0,4-0,6% des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMC, peripheral bood mononuclear cells), ont la
capacité de produire de grandes quantités d’interférons de type I, a des taux 100 a 1000 fois

supérieurs a ceux des autres types cellulaires (Ronnblom et al., 1983).
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2. Caractérisation du phénotype des pDC humaines

» Morphologie des pDC

Les pDC possedent une morphologie particuliére qui se traduit par une taille de 8 & 10um et
un noyau excentré. Les pDC possédent un cytoplasme défini par un réticulum endoplasmique
et un appareil de Golgi trés développé. Cette caractéristique suggere que les pDC posseédent
une importante propriété de sécrétion (Grouard et al., 1997). En visualisant les cellules en
culture au microscope, on remarque que les pDC non stimulées sont rondes, alors que leur

forme sous stimulation virale est allongée et forme des amas.
» Phénotype des pDC

Depuis cette derniére décennie, de nombreuses études ont porté sur la caractérisation du
phénotype des pDC. Il a été montré que les pDC n’expriment ni les marqueurs de la lignée B
(CD19, CD207, CD22), ni ceux des cellules NK (CD16°, CD56°, CD57"), ni les marqueurs T
(CD37, CDS’, TcR’, CD7 et CD2"), ni ceux des monocytes (CD14°, CD64", CD11b", CD15") et
ni les marqueurs myéloides (CD13", CD16, CD33", CD35) ou encore des cellules de
Langerhans (CDla’) (Grouard et al., 1997; Rissoan et al., 1999). Le phénotype des pDC
différe entre les espéces. En effet, contrairement aux pDC murines, les pDC humaines
n’expriment pas le CD11c et expriment treés faiblement le récepteur au GM-CSF (Asselin-
Paturel et al., 2001; Bjorck, 2001).

A TDinverse, les pDC humaines sont caractérisées par 1’expression des marqueurs CD4,
CD45RA, HLADR, CXCR4, CCRS5 et CD123 (récepteur a I’IL-3) dont le ligand IL-3 est un
facteur de survie des pDC (Grouard et al., 1997). Les pDC sont également ILT3". Les
récepteurs ILT (Immunogobulin like transcripts) appartiennent a la famille des
immunoglobulines et sont impliqués dans les mécanismes de surveillance immune (Figure 1

et Figure 2).

Les pDC sont des cellules rares (0,5% des leucocytes sanguins) mais elles ont cependant la
capacité de produire jusqu’a 1000 fois plus d’IFN-a que les autres types cellulaires apres

stimulation virale. Ceci les place comme les cellules centrales de la réponse innée antivirale

(Figure 2) (Siegal et al., 1999).
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Récepteurs de cytokines/chimiokines Marqueurs spécifiques
IL-3Ra (CD123) BDCA-4 (NP-1)

GMCSF receptor BDCA-2
CCR5, CXCR4
CCR7
IFNAR IRFs
IRF-4
5 i3 IRF-5
Recepfeu::cis;Ianhgenes TLR7 - DAPT IRF.7
RAGE IRF-8
TLR (endosomes)
TLR7
TLR9

Figure 1 : Expression des marqueurs caractéristiques des cellules dendritiques plasmacytoides.

Les pDC expriment également des molécules d’adhérence, telles CD11a, CD18, CD31,
CD44, CD49¢ et CD54. De plus, les stimulations virales ou bactériennes induisent
I’expression des marqueurs d’activation (CD40, TRAIL) et de maturation (CD80, CDS83,
CDS86) ainsi que le marqueur de migration CCR7 a la surface des pDC (Forster et al., 1999)
(Herbeuval, 2007).

Cytokines pro-inflammatoires

TNF-a, IL-6
Interf Marqueurs de maturation
nrerterons €D80, D83, CD86
IFN-x, IFN-o
IFN-L
Marqueurs d'activation
e ey CcD40
Chimiokines
CXCL10 TRAIL
MIP-1a, MIP-1b
RANTES

Figure 2 : Cytokines et chimiokines produites par les cellules dendritiques plasmacytoides.
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» Marqueurs caractéristiques des pDC

Deux marqueurs spécifiques caractérisent les pDC, il s’agit des marqueurs BDCA-2 et
BDCA-4 (Dzionek et al., 2000). L’identification de ces marqueurs a ainsi permis une
caractérisation précise des pDC notamment pour les études en cytométrie en flux. BDCA-2
est une lectine C de type II qui joue un rdle dans I’internalisation des antigénes. Ce marqueur
spécifique des pDC n’est pas exprimé par les lymphocytes B, T, les cellules NK ou les mDC.
Il faut cependant souligner une régulation négative de BDCA-2 a la surface des pDC lorsque
ces derniéres sont stimulées par un virus (ici, dans nos études HTLV-1 ou VIH-1). BDCA-4,
plus connu également sous le nom de neuropilin-1 (NP-1), est un récepteur neuronal
appartenant a la classe des sémaphorines 3. BDCA-4 joue un role dans 1’angiogenése en étant
le récepteur de facteurs de croissance de la famille des VEGF (Vascular Endothelial Growth

Factor). A la différence des mDC, les pDC n’expriment ni BDCA-1, ni BDCA-3 (Figure 3).

Cellules dendritiques plasmacytoides

Y.
< pDC <
8" 21 _le
3 L e
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0 2 14 o 0 1 2 3 0? o 0 —1 2 3 4
CD14- BDCA-4 cD123
104 104
N N
] ]
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| ]
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Figure 3 : Identification des cellules dendritiques plasmacytoides en cytométrie en flux.

» Localisation des pDC

Les pDC immatures sont présentes dans le sang (Grouard et al., 1997), la moélle osseuse
(Blom et al., 2000), le thymus (Marquez et al., 1998) et les organes lymphoides secondaires
(Asselin-Paturel et al., 2003). Dans les ganglions, les pDC se localisent dans les zones T

paracorticales.
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Apres stimulation par un virus, les pDC ont la capacité de migrer vers la peau, le liquide
céphalorachidien, le liquide synovial, I’intestin, les muqueuses vaginales ou encore les
poumons (Fitzgerald-Bocarsly, 2002). Les pDC sont également présentes dans le sang de
cordon et le thymus (Marquez et al., 1998).

» Génération des pDC in vitro

L’obtention de pDC in vitro est rendue possible aprés culture des progéniteurs
hématopiétiques CD34" d’origine médullaire, sanguine ou isolés de foie feetal en présence de
ligand FLT3 (FLT3-L) (Blom et al., 2000). FLT3 est un facteur de croissance
hématopoiétique. Les pDC sont récupérées aprés 2 a 3 semaines de culture (Brawand et al.,
2002).

Récemment il a ét¢ montré que le GMCSF, facteur de croissance classiquement associé au
développement des monocytes et des macrophages, pouvait induire la différenciation de pDC,
indépendemment de FLT3-L (Fancke et al., 2008).

De plus, I’IL-3 est la cytokine indispensable a la survie des pDC et a leur maturation. La
présence de virus permet aussi leur maintien et leur activation en culture. Sans ces facteurs,

les pDC meurent rapidement par apoptose (Gibson et al., 2002).
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3. Quelle(s) origine(s) donner aux pDC ?

L’origine lymphoide ou my¢loide des pDC reste encore largement débattue. En effet,
plusieurs études restent contradictoires. Certaines d’entre elles ont suggéré que les pDC
étaient issues d’un progéniteur pluripotent lymphoide (thymus et moelle osseuse) responsable
de la formation des cellules lymphoides dont les lymphocytes T, B, NK et les pDC. Ce méme
progéniteur n’interviendrait pas dans la génération des cellules hématopoiétiques telles les
érythroides, les mégacaryocitaires et les cellules myéloides. L’existence d’un progéniteur
précoce CD34" qui génére les précurseurs sanguins des pDC (pre-DC2) a également été

décrit par Liu et Coll (Liu, 2005).

» Une origine lymphoide

Les arguments suggérant une origine lymphoide des pDC reposent entre autres sur le fait que
le GM-CSF n’est pas indispensable pour la culture des progéniteurs lymphoides alors que
I’'IL-3, quant a lui, I’est (Gibson et al., 2002). Un autre argument est 1’expression de CD2,
CD7 et CDS5, connus pour étre des marqueurs lymphoides T, par les pDC issues du thymus.
Enfin, de nombreux transcrits associés aux lignées lymphoides T, B et NK appuient le lien

reliant les pDC aux lignées lymphoides.
» Une origine myéloide

En opposition, différents arguments soulévent une origine my¢loide, notamment 1’expression
des marqueurs CD36 et CD68, liés tous deux a la lignée myélomonocytaire, mais aussi
I’expression du marqueur ILT3 qui est restreint a la lignée myéloide comprenant les
monocytes, macrophages et mDC. Canque et Gluckman ont développé une hypothése
suggérant une certaine plasticité concernant 1’origine des pDC (Canque et al., 1997). En effet,
les pDC seraient générées a la fois a partir de progéniteurs lymphoides et myéloides (Figure

4).
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Cellule souche hématopoiétique CD34+
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Précurseur commun des DC Précurseur des macrophages et mDC
pDC mDC Monocytes Macrophages

Figure 4: Origine des cellules dendritiques plasmacytoides.
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4. Caractéristiques fonctionnelles des pDC

Les deux roles fondamentaux des pDC sont d’induire d’une part une réponse directe anti-
virale associée a la production d’IFN-o et d’autre part la mise en place d’une réponse
immune adaptative. Ainsi, les pDC induisent au travers de leur production d’IFN-a une
réponse immune protective en activant les DC, les cellules T, B et les cellules NK. Une fois

activées, les pDC se différencient en DC et contribuent au développement de la réponse des

cellules T (Figure 5).

> pDC et tolérance

Les pDC immatures sont incapables d’induire la prolifération des cellules T naives (Krug et
al., 2003) mais expriment constitutivement le ligand de costimulation ICOS-L contribuant a la
survie, a I’expansion et & la production d’TL-10 des cellules T régulatrices FoxP3" (ICOS")
(Gilliet and Liu, 2002; Ito et al., 2007). La polarisation des cellules T naives en Treg dépend
principalement de 1’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO). Il a été montré que les pDC
produisaient de I’IDO (Fallarino et al., 2007). Les pDC immatures suppriment les réponses
inflammatoires aux allergeénes (de Heer et al., 2004), inhibent la maladie du greffon versus
héte (Hadeiba et al., 2008) et contribuent a la tolérance des greffes solides en induisant les

cellules T régulatrices (Ochando et al., 2006).

» pDC en tant que cellule présentatrice d’antigéne (CPA)

Plusieurs études ont montré la capacité des pDC a présenter efficacement des antigénes
endogénes dérivés de virus infectant les pDC comme le virus de la grippe (Fonteneau et al.,
2003). Cependant, les pDC ont une capacité tres faible a présenter des antigénes exogenes.
Cela peut s’expliquer par le fait que les pDC ne sont pas capables de capturer les antigénes
exogenes par phagocytose ou macropinocytose (Cella et al., 1999; Grouard et al., 1997;
Niessner et al., 2006) et aussi que les pDC ne sont pas capables d’accumuler les complexes

CMH-II a la surface cellulaire (LeibundGut-Landmann et al., 2004).
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» pDC et différenciation des cellules T

Les pDC ont la capacité de capter et présenter des antigénes viraux et induire la prolifération
et la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques (CTL). Les pDC établissent ainsi une
réponse antivirale adaptative (Fonteneau et al., 2004).

L’orientation des lymphocytes vers un profil Thl ou Th2 reflete des siganux de maturation et
de I’environnement dans lesquels se trouvent les pDC. Ainsi, les pDC activées par la voie des
Toll-like receptors (TLR7/9) produisent des IFN-a et TNF-a et se différencient en DC
matures qui vont permettre aux cellules T naives de produire des IFN-y et de I'IL-10
(Kadowaki et al., 2000), induisant ainsi un profil de réponse Thl. Dans un autre cas de figure,
les pDC humaines peuvent aussi devenir des DC matures en présence d’IL-3 et de CD40L.
Cependant les pDC ne produisent pas d’IFN- a sous IL-3 et CD40L, mais expriment la
molécule de co-stimulation OX40L qui entraine ’activation des lymphocytes T vers un profil

Th2 avec la production d’IL-4, IL-5 et IL-10 (Grouard et al., 1997).

> pDC et différenciation des cellules B

Les pDC intéragissent également avec les lymphocytes B. Les pDC activées produisent des
IFN de type I et de I’'IL-6 qui vont contribue a la différenciation des lymphocytes B en
plasmocytes sécréteurs d’immunoglobulines (Jego et al., 2003). Une étude a également
montré que les pDC augmentent la réponse des Ac aux Ag solubles, engendrant le

développement d’une mémoire immunologique (Le Bon et al., 2001).
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Figure S : Les pDC font le lien entre ’'immunité innée et 'immunité adaptative.

Les pDC répondent aux différents pathogénes (virus, CpG, complexes immuns contenant de I’ADN ou ARN) en
produisant des grandes quantités d’IFN-a et de cytokines pro-inflammatoires. Les pDC activent ensuite d’autres

cellules de la réponse innée (les cellules NK, monocytes, DC myéloides). Les pDC activées (CCR7+) migrent du
sang vers les organes lymphoides secondaires, expriment les molécules de co-stimulation et présentent les
antigenes aux cellules T CD4, T CD8 ou T reg. Selon la nature du stimulus, les pDC orientent un profil Thl (en
réponse aux virus) ou Th2. Les pDC sont également impliquées dans la maturation des cellules B en plasmocytes
sécréteurs d’anticorps et dans I’établissement d’une réponse mémoire (D’aprés Cytokine Growth Factor Rev.
2008 February; 19(1):3-19.Fitzgerald-Bocarsly).

Ainsi, les pDC ont des actions tres diversifiées. Les pDC jouent un role dans 1’établissement
de la tolérance, développent une réponse innée en réponse a des stimulations virales et
bactériennes. Les pDC font le lien entre la réponse innée et la réponse adaptative en tant que

cellule présentatrice d’antigéne et orientent les réponses des cellules T effectrices.
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5. Les pDC et les Toll-like Receptors (TLRs)

Les pDC possedent un panel d’expression de PRR (Pattern recognition receptor) trés varié qui
leur permet de répondre a divers pathogeénes. Plus précisemment, les pDC sont capables de
reconnaitre les acides nucléiques viraux par I’intermédiaire des toll-like receptors (TLRs)
TLR7 (spécifique de I’ARN simple brin) et TLR9 (spécifique de I’ADN et lysats bactériens).
Les pDC expriment en effet de manicre constitutive les récepteurs endosomaux TLR7 et
TLR9 (Kadowaki et al., 2001). Cependant, le profil d’expression des pDC est restreint aux
TLR7 et TLRO. En effet, les pDC humaines n’expriment pas tous les TLR et ne répondent pas
au Lipopolysaccharide (LPS) ou au Poly I:C qui se fixent respectivement sur les TLR4 et
TLR3.

Il faut noter que I’infection virale productive n’est pas nécessaire pour obtenir une réponse
IFN des pDC. En effet, le virus Herpes simplex de type 1 inactivé par les ultra-violets (UV-
inactivated HSV-1), le virus inactivé de la grippe par les UV ou la chaleur, ou encore le VIH
inactivé par 1’aldrithiol-2 (AT-2-inactivated HIV) sont tous capables d’induire la production

d’IFN-a par les pDC (Beignon et al., 2005b; Siegal et al., 1999) et d’activer la voie des TLRs

5.1. Activation de la voie de signalisation TLR7

Pour qu'il y ait pénétration du virus dans la cellule, la fusion entre les membranes du virus et
de la cellule nécessite une interaction entre la glycoprotéine d'enveloppe virale et son
récepteur.

TLR7 (et TLRY) étant des récepteurs présents dans la cellule au niveau des endosomes et non
a la surface des pDC, I’activation des TLR7 nécessite au préalable 1’activation de la voie
d’endocytose (Honda et al., 2005; Leifer et al., 2004; Yasuda et al., 2005). Dans le cas du
VIH, I’entrée du virus dans les cellules cibles requiert 1’expression du récepteur spécifique du
VIH, en I’occurrence CD4. Le VIH pénétre dans la cellule. L’acidification des endosomes
entraine la dégradation des protéines de I’enveloppe virale par les protéses et la libération de
I’ARN viral dans le cytoplasme. Les ARN viraux se fixent alors sur les TLR7 et activent les
pDC. L’une des preuves apportées est que les particules du VIH dépourvues de leur ARN ne

peuvent pas stimuler les pDC (Hardy et al., 2007).
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L’induction d’IFN-a et des autres cytokines (TNF-a, IL-6) nécessite le recrutement de
plusieurs molécules adaptatrices dont MyD88. Ce complexe est également formé des
molécules TRAF6 (ubiquitin ligase TNF receptor-associated factor 6), d’IRAK-4 et IRAK-1
(interleukin-1 receptor-associated kinase) et se nomme CTTP (cytoplasmic transductional-
transcriptional processor) (Honda et al., 2004). IRAK-4 phosphoryle IRAK-1, qui, en retour,
phosphoryle IRF-7 et permet la translocation d’IRF-7 dans le noyau entrainant ainsi

I’expression des génes d’IFN-a (Sato et al., 2000) (Figure 6 et 7).

IRF-7 est considéré comme étant le régulateur principal des voies d’induction d’IFN via TLR-
7 et TLR-9. Notons que des souris déficientes pour IRF-7 (IRF-77") ne sont pas capables de
produire d’IFN-a mais sont capables par contre d’induire les cytokines pro-inflammatoires,

démontrant ainsi la spécificité de I'IFN dans la voie IRF-7 (Honda et al., 2005).

Acidification
Protéase

VIH Lol

Réponse antivirale

CCR7

Migration ¢pg3/86 CD40/HLADR
Maturation Activation

Figure 6: Activation de la voie TLR7 par les pDC stimulées par le VIH.

5.2. Activation de la voie de signalisation TLR9

L’ADN bactérien présente la capacité de stimuler le syst¢tme immunitaire des mammiféres.
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Cela dépend de la présence de dinucléotides CG non méthylés dans leur ADN (motifs CpG)
qui sont alors reconnus comme différents de ’ADN des mammiféres (peu de motifs CpG et
méthylés) (Hemmi et al., 2000). Ces motifs CpG sont reconnus par les TLR9. Des
oligodésoxynucléotides synthétiques sont utilisés (CpG-ODN) pour mimer I’effet de I’ADN
bactérien (Iwasaki and Medzhitov, 2004). 11 existe trois types de CpG-ODN :

1) les CpG de type A (CpG-A) induisent une forte sécrétion d’IFN-a par les pDC.

2) les CpG de type B (CpG-B) induisent des quantités faibles d’IFN-a qui favorisent la survie
et la maturation des pDC.

3) les CpG de type C (CpG-C) combinent les effets des deux premiers groupes (CpG-A et
CpG-B) (Vollmer J, Eur J Immunol 2004).

La nature de la réponse des pDC a I’activation du TLRY dépendrait du compartiment
intracellulaire dans lequel a lieu I’interaction CpG/TLR9. En effet, la fixation du CpG-A avec
le TLRY s’effectue dans les endosomes Transferrine (TfR") mais pas dans les compartiments
endosomaux LAMP-1" (Lysosome-associated membrane protein), contrairement au CpG-B

qui co-localisent avec les compartiments endosomaux LAMP-1" (Guiducci et al., 2006).

Plasmacytoid DC DNA virus

A

Réponse IFN
Proinflammatory Typel = Voie dépendante d'IRF7

Figure 7: Activation des voies TLR7 et TLRY par les pDC stimulées respectivement par les virus
a ARN et ADN. D’aprés Akira, Proc. Jpn. Acad., 2009.
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Aussi, certains virus comme le virus Herpes simplex contiennent aussi des motifs CpG

capables de stimuler les pDC a produire de I’'I[FN-a via le TLR9 (Lund et al., 2003).

5.3. Autre mécanisme d’internalisation des virus : I’opsonisation

Les cellules expriment a leur membrane de nombreuses molécules permettant la fixation de
particules étrangeres dont les récepteurs pour les IgG (FcR). Les virus (enveloppés et non
enveloppés) opsonisés par les anticorps peuvent utiliser ces FcR pour se fixer a la membrane
de ces cellules.

Par définition, I’opsonisation est un processus dans lequel les agents pathogénes sont
recouverts d’une substance appelée une opsonine, marquant 1’agent pathogéne pour sa
reconnaissance par le systéme immunitaire. Plusieurs protéines peuvent agir comme des
opsonines, par exemple, les anticorps IgG et IgA. IgG est active dans le sang et les tissus, et
IgA est active dans les muqueuses telles les voies aériennes, le systéme urogénital et le tube
digestif. Les pDC répondent aux virus 8 ADN et ARN en produisant de I’'I[FN-a. Dans le cas
de la polio, un virus non-enveloppé, les récepteurs FcgRII présents a la surface des pDC vont
permettre 1’opsonisation du virus et faciliter sa présentation dans les compartiments
endosomaux. Par ce mécanisme, les virus n’ont pas besoin d’etre reconnus par leurs

récepteurs spécifiques et peuvent activer les cellules (Palmer et al., 2000).
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6. Les interférons

Découvert il y a environ 50 ans, les interférons (IFN) représentent la ligne de défense de
I’immunité innée mise en place par le systéme immunitaire en réponse aux infections virales
ou bactériennes. Les interférons ont également d’autres effets, dont la capacité a induire la
différenciation cellulaire, inhiber la prolifération de certains types cellulaires, inhiber

I’angiogenese et participer a différents roles immunorégulateurs (Figure 8).

Les pDC représentent les cellules majeures productrices d’IFN. Elles ont la capacité de
produire des taux ¢€levés d’IFN-a aussi bien en réponse aux virus 8 ARN ou ADN qu’aux
ligands synthétiques TLR7 et TLR9. De plus, la production autocrine d’IFN-a par les pDC
est également connue pour étre un facteur de survie et parfois un facteur de maturation in
vitro (Ito et al., 2001), nécessaire ¢galement pour 1’activation et la migration des pDC in vivo

(Asselin-Paturel et al., 2005).

6.1. Les différentes familles d’interférons

» Les interférons de type I

Il existe trois familles d’interférons (IFN), les IFN de type I, II et III. La famille des
interférons de type I comporte 13 génes IFN-alpha (IFN-a), un géne IFN-beta (IFN-), un
gene IFN-kappa (IFN-k) codant une protéine préférentiellement exprimée dans la peau, un
gene IFN-¢ exprimé dans le placenta et les membranes du foetus et un IFN-w (Woelk et al.,

2007).

Les IFN de type I ont un role central dans I’activité anti-virale et signalisent via le méme
récepteur. Il existe différents sous-types d’IFN-a, dont I’'IFN-a1, abondamment produit par
les pDC, qui présente une faible activité anti-virale et semble avoir un réle plus important au
niveau de I’immunomodulation. Notons que I’'IFN-f est produit en plus faible quantité par

rapport & I'TFN-a (Izaguirre et al., 2003).
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Il a longtemps été établi que les IFN-a et les IFN-f3 étaient respectivement produits par les
cellules dendritiques plasmacytoides et les fibroblastes, mais en réalité plusieurs cellules
peuvent produire les deux types d’IFN. La nature de la production des IFN va essentiellement
dépendre du contexte dans lequel se trouvent les cellules et aussi leur localisation.

L’TFN-f est majoritairement produit par les cellules synoviales et les kératinocytes, mais aussi
les cellules stromales, et plus faiblement par les cellules dérivées des monocytes. Les pDC
activées sont localisées dans les organes lymphoides secondaires et au niveau des sites
d’inflammation. Les pDC étant des cellules circulantes, la production d’IFN-a est systémique.
Ainsi les deux points majeurs expliquant les différences fonctionnelles entre les IFN type I
sont les lieux distincts de production des IFN-a et IFN- (plus local pour les IFN-f et
systémique dans le cas des IFN-a) et 1’affinité des IFN avec leur récepteur. La complexité des
IFN-a et IFN-f dans les défenses de I’hote et la régulation du systéme immunitaire réside sur
le fait que ces cytokines peuvent aussi bien jouer un réle protecteur que pathogénique, ceux-ci

¢tant dépendants du site de production et d’action des IFN et du contexte de la maladie.

» Les interférons de type II et I11

La famille des interférons de type II est représentée par 1’interféron gamma (IFN-y) qui est
produit par les lymphocytes T activés.

Les interférons de type III sont codés par trois génes lambda (IFN-A), IFN-A1 (IL-29), IFN-A2
(IL-28a) et IFN-A3 (IL-28b). Les IFN de type III sont exprimés sur un chromosome différents
des IFN de type I et signalisent a travers un autre récepteur qui partage une des chaines du

récepteur de I’IL-10 (IL-10R2) (Kotenko et al., 2003).

» Les récepteurs des interférons

Chaque groupe d’IFN interagit avec leurs propres récepteurs. Les interférons de Type I
interagissent avec les récepteurs IFNAR1 et IFNAR2. Les interférons de type II interagissent
avec les récepteurs IFNGR1 et IFNGR2. Et les interférons de type III interagissent avec le
récepteur IFNLRI et I'IL-10R2. Ces récepteurs s’associent a deux kinases de la famille JAK
(JAK1 et TYK2 pour les interférons de type I et Il ; JAK1 et JAK2 pour les interférons de
type II). (Borden et al., 2007) (Figure 8).
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La différence entre les quantités d’IFN de type I et III produites par les pDC résulte du niveau
d’expression des récepteurs associés. En effet, les IFNAR sont exprimés sur plusieurs types
cellulaires contrairement au récepteur [IFN-A qui est exprimé par les pDC mais pas par les

monocytes du sang périphérique.

Type I: IFN-ts (13 types) Type II: IFN-y Type lll: IFN-As (3 types)
B/o/x/e/b/x
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Figure 8: Activation des récepteurs des interférons de type L, II et II1.

D’aprés Borden, Nature Reviews Drug Discovery 6, 975-990 (December 2007).

6.2. La régulation de la synthése et de la réponse a I’interféron

L’IFN n’est pas produit de fagon constitutive. La production des interférons est inductible et
se fait toujours en réponse a une stimulation (virale ou bactérienne). La réponse IFN se
compose de deux phases, une phase précoce et une phase tardive. La phase précoce se traduit
par D’activation de la voie des récepteurs Toll-like (TLR) résultant en la production de
cytokines une fois que les pathogeénes ont été reconnus par les TLR. La phase tardive
correspond a ’activation des génes stimulés par I’'TFN (IFN-stimulated genes, ISGs) via les

IFNAR et I’induction de la voie de signalisation des JAK/STAT (Figure 8 et 9).
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Figure 9: Schéma représentant la régulation de la réponse interféron.

La phase précoce consiste en I’activation de la voie des Toll-like receptors (TLRs)
précédemment décrite (Partie 1).

La phase tardive implique 1’activation de la voie IFNAR/STAT. Les IFN-o/p peuvent induire
une réponse antivirale en se liant aux récepteurs IFNAR. Une fois liés, les IFN-o/p induisent
I’activation de la voie JAK/STAT, qui, a son tour, induit la synthése de divers genes, les ISGs
(IFN-stimulated genes). La transcription des ISGs se fait via I’activation des deux kinases
appartenant a la famille Janus, Tyk2 et Jakl, permettant ainsi le recrutement de STATI1
(Signal Transducer and Activator of Transcription 1) au niveau de STAT2 qui est associé au
récepteur. STAT1/STAT2 sont alors transloqués dans le noyau (Li, 1996) et vont s’associer a
IRF9 pour former le complexe ISGF3 (IFN-stimulated Gene Factor 3). ISGF3 se fixe alors
sur le promoteur des génes inductibles par les IFN de type I (Thle, 1994).

Les IFN régulent la transcription de centaines de génes ISGs (de Veer et al., 2001; Katze et
al., 2002) (Figure 10). Les ISGs ont diverses fonctions et agissent sur le remodelage du
cytosquelette, 1’induction de 1’apoptose, les régulations post-transcriptionnelle (épissage,
dégradation de I’ARN) et post-traductionnelle. Les ISGs peuvent agir au niveau des étapes du
cycle viral (Borden et al., 2007; Liu, 2011).

L’ISG le plus étudié est probablement la protéine kinase PKR (dsRNA-activated
serine/threonine protéine kinase), qui peut inhiber la réplication virale et induire 1’apoptose

des cellules infectées (Garcia et al., 2007).

Les protéines OAS (2°,5’-oligoadenylate synthetase) peuvent détecter les ARN viraux dans le
cytoplasme (Hoenen et al., 2007) et activent la RNAseL qui va dégrader les ARN viraux
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(Clemens and Williams, 1978). Les protéines Mx (myxoviruses-resistance) sont des GTPases
inductibles par les IFN et bloquent la réplication virale en ciblant la nucléocapside. La
fonction anti-virale des ADAR (RNA-specific adenosine deaminase) résulte de 1’altération

des RNA viraux (Martinez and Melero, 2002; Polson et al., 1996).

m. antiproliferative and immunoregulatory ruporml

-

Figure 10: Activation de la transcription des ISGs par les interférons.

D’aprés Michael G. Katze, Nature Reviews Immunology 2, 675-687 (2002)
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- PARTIE 2 -
Les Virus VIH-1 et HTLV-1
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1. Le Virus de I'Immunodéficience Humaine

Découvert en 1981 par L. Montagnier et F. Barré-Sinoussi (Barre-Sinoussi et al., 1983), le
VIH est responsable du Syndrome de I'mmunodéficience Acquise (SIDA). En 2010, on
estime a plus de 34 millions le nombre de personnes vivant avec le VIH et a pres
de 30 millions le nombre de personnes décédées de causes lices au Sida depuis 1’annonce du
premier cas le 5 juin 1981.

Le VIH conduit dans la majorit¢ des cas a une infection chronique et entraine une
immunodéficience, ayant pour conséquence la mort du patient infecté suite au développement
de maladies opportunistes ou de cancers.

Ce virus appartient a la famille des retroviridae et posséde un génome a ARN. La réplication
du VIH est orchestrée par la transcriptase inverse permettant la synthése d’'un ADN qui
s’intégre alors dans le génome de la cellule héte (Figure 11). Il existe deux types de VIH : le
VIH de type 1 (VIH-1) et le VIH de type 2 (VIH-2). Les différences majeures entre les deux
types de virus concernent le tropisme et la pathogenése. Le VIH-1, plus virulent, est
responsable de la pandémie mondiale, alors que I’infection par le VIH-2 est mieux controlée

par le systéeme immunitaire (Reeves and Doms, 2002).

1.1. La structure génomique du VIH

Les virions présentent une morphologie sphérique d’un diamétre d’environ 110-120 nm. Le
génome viral présent dans la capside est constitué d’un simple brin d’ARN en double
exemplaire d’une longueur de 9,2 kbases. Le VIH est composé de neuf genes (Figure 12). Les
genes gag, pol et env sont des geénes structuraux communs a tous les rétrovirus. Le géne gag
code pour des protéines impliquées dans la formation de la capside (p24, p17, p7). Le géne
pol (polymerase) code pour des protéines nécessaires a la réplication du virus, la transcriptase
inverse (p66), l'intégrase (p34) et la protéase (pl2). et codent pour des protéines de
I'enveloppe membranaire (gp120, gp41) (Figure 12).

Les six autres geénes sont fat, rev, nef, vif, vpr et vpu (ou vpx pour le VIH-2). Il s’agit de génes

de régulation qui jouent un role important dans le cycle viral. Ils stimulent la réplication du
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virus, augmentent 'expression des génes du virus et facilitent I'endocytose du virus par les

cellules cibles (Pluta et al., 2009).

41

Glycoprotéine transmembranaire

gp120
Glycoprotéine
de fixation

Enveloppe
lipidique, ARN

protéase, ( génomique

peptides

p17

Transcriptase inverse

Figure 11: Représentation schématique d’une coupe du virion du VIH.

La gp41 est une molécule transmembranaire qui traverse la double couche lipidique de 1’enveloppe
virale. La gp120 est associée a la gp41 et sert de récepteur viral du CD4 des cellules hote. L’enveloppe
virale dérive de la cellule hote et contient les molécules de classe I et II du CMH. Le core viral (ou
nucléocapside) est situé sous ’enveloppe et contient les protéines pl7 et p24. Le génome du VIH est
composé de deux copies d’ARN simple brin.

rev rev
tat tat 3’LTR
vpr env nef
vpu

Figure 12: Organisation des neuf génes du VIH.

Les trois principaux genes (gag, pol, env) sont clivés pour donner les protéines de la nucléocapside,
enzymes nécessaires a la réplication, et les protéines de I’enveloppe. Les trois génes tat, rev et nef
codent des protéines régulatrices, et les geénes vif et vpu codent des protéines nécessaires a la
maturation du virion. Vpr code un activateur faible de la transcription de I’ADN proviral.

Je tiens a préciser que mon travail de thése n’a pas porté sur 1’étude de la structure du VIH. Le
VIH a été utilisé comme un outil pour étudier la réponse innée induite par les cellules
dendritiques plasmacytoides.
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1.2. Le VIH-2

Deux souches ont été identifiées a ce jour : le VIH-1, responsable de la pandémie, et le VIH-
2, moins virulent et principalement retrouvé au Portugal et au Guinea-Bissau (Poulsen et al.,
1989). Le VIH-2 représente une minorité des infections par le VIH. Les principales
différences entre les deux souches incluent une pathogénicité réduite du VIH-2 par rapport a
celle du VIH-1 et une augmentation de la réponse immunitaire au VIH-2 (Reeves and Doms,
2002).

Le VIH-2 a été isolé chez des patients de I’ Afrique de 1’Ouest originaires de la Guinée-Bissau
et du Cap Vert (Clavel et al., 1986). Le VIH-2 est plus proche au niveau phylogénétique du
Virus de I'Tmmunodéficience Simienne du Sooty Mangabey (VISsm) que du VIH-1. Le VIH-
2 présente des similarités dans 1’organisation génomique, la géographie et le mode de
transmission (Sharp et al., 1995). Ce rapprochement avec le VISms laisse penser que le VIH-2
(comme le VIH-1) a été transmis par zoonose (du grec zéon, « animal » et nosos, « maladie
»), autrement dit par des contacts entre le singe et ’homme (Gao et al., 1992; Hirsch et al.,
1989). La pathogénicité du VIH-2 est plus faible que celle du VIH-1. Cela peut etre expliqué
par une fréquence de transmission du VIH-2 plus faible que celle du VIH-1, a une charge
virale plus faible chez les patients et un contrdle de la réplication du VIH-2 plus efficace
(Adjorlolo-Johnson et al., 1994; Simon et al., 1993).

Ainsi, le VIH-2 représente une forme atténuée du VIH-1 et son étude est donc une opportunité
pour mieux comprendre les facteurs impliqués dans le contréle de I’infection par le systéme

immunitaire.
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2. Pathologie : le VIH et le systéme immunitaire

2.1. Les phases de la maladie

La plupart des virus sont caractérisés par leur tropisme cellulaire. Contrairement aux primates
d’Afrique (hotes naturels du VIS), le VIH-1 chez ’'Homme est pathogéne et induit une
infection chronique dont la déplétion des LTCD4" est la signature immunologique de
I’infection par le VIH. En effet, les LTCD4" possédent le récepteur CD4 ainsi que les
corécepteurs CXCR4 et CCRS, nécessaires a 1’entrée du virus dans la cellule cible. La
destruction progressive des LTCD4" conduit a une immunodéficience majeure de I’individu.
Un profil sérologique du processus infectieux peut cependant étre établi bien que 1’évolution
de I’infection par le VIH-1 varie selon les patients. Trois phases caractérisent I’infection par le
VIH et sont définies par la charge virale plasmatique (quantité de virus) et le nombre de

LTCD4" dans le sang (Figure 13).

¢ La phase de primo-infection (ou phase aigiie) est la période qui suit la transmission du

virus. Elle comprend le moment a partir duquel I’ARN viral est détecté jusqu’a
1’¢établissement d’anticorps spécifiques du VIH (3 a 4 semaines apres 1’infection) (Reeves and
Doms, 2002). Cette phase est caractérisée par I’augmentation de la charge virale (réplication
massive du virus) (Clark et al., 1991) qui atteint son pic aprés 21 a 28 jours suivant
I’infection, et se traduit également par a une diminution du nombre de LTCD4" dans le sang
et les organes lymphoides secondaires (Li et al., 2005). Le virus se dissémine dans les organes
lymphoides secondaires tels le thymus, la rate, les ganglions lymphatiques et les tissus
lymphatiques associés a I’intestin. En réponse au virus, le systéme immunitaire développe une
réponse spécifique aboutissant a la séroconversion et au développement de LT spécifiques du
VIH (Regoes et al., 2004). Malgré un nombre de LTCD4" circulants revenant a la normale, le
nombre de LTCD4" dans les tissus lymphoides associés a I’intestin (GALT) diminue

fortement (Veazey and Lackner, 1998).

¢ La phase asymptomatique (ou phase chronique): longue période (8 a 12 ans) variable

selon les individus, ou le systéme immunitaire combat 1’infection. Malgré 1’induction de
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LTCD4" helper spécifiques du VIH (Ty) et des LTCDS8" effecteurs (CTL), le virus persiste
dans le sang et les organes lymphoides. Malgré ’activation du systéme immunitaire, une
diminution constante des LTCD4" est observée chez les patients. La charge virale est faible et

le patient ne présente pas de symptdmes (Fauci, 1988).

 La phase symptomatique (SIDA) est caractérisée par la destruction massive des

LTCD4", corrélée a une poussée significative de la virémie. A ce stade, le systéme
immunitaire est fortement touché (mort de I’ensemble des cellules immunitaires : LTCDS,
macrophages, cellules dendritiques). Malgré ’activation du systéme immunitaire, le VIH
échappe progressivement aux défenses de 1’hote et une augmentation de la charge virale
accompagnée par la destruction des LTCD4" est alors observée. Lorsque les LTCD4" sont
inférieurs a 200/mm’, la sensibilité des patients immunodépimées aux maladies opportunistes

et au développement de cancers est augmentée et conduit au déces (Zhang et al., 1999).

Acute phase Chronic phass AIDS

Immune activation

Lymphocyte apoptosis

Relative values

.....

v 3 M 120

Months

Figure 13: Relation entre I’activation immune induite par le VIH, ’apoptose des cellules T et la
progression vers le SIDA.

D’aprés Marie-Lise Gougeon, Nature Review Immunology, 2003 (Gougeon, 2003).
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2.2. L’immunité cellulaire induite par le VIH

> Réponse des cellules T CD8" et TCD4"

Les lymphocytes TCD8" (LTCD8") jouent un role fondamental dans le contrdle de la
réplication du virus. Similairement a I’infection des macaques par le VIS, les premicres
réponses des cellules T lors de I’infection par le VIH se forment au moment ou le pic
virémique est atteint. Une corrélation a été établie entre 1’activité des LTCDS8" spécifiques du
VIH-1 et le contrdle de la virémie (Borrow et al., 1994; Jin et al., 1999; Schmitz et al., 1999).
Cependant, il a été montré que les LTCDS8" présentaient des défauts fonctionnels a mesure que
I’infection progresse, associés a une diminution de la production des cytokines, de la
prolifération et de la différenciation en cellules effectrices (Appay et al., 2000). Les LTCD4"
mémoires et les LTCD4" spécifiques du VIH-1 sont particuliérement sensibles a I’infection
par le VIH-1 (Douek, 2002). Bien que 1’expansion des LTCD4" spécifiques ait lieu lors de la

primo-infection, cette réponse décline rapidement (Gloster et al., 2004) (Figure 14).
> Réponse des cellules Natural Killer (NK)

Les cellules NK jouent également un role important dans le controle de la virémie. Les
cellules NK sont activées pendant la phase de primo-infection (Alter et al., 2007) et contrélent
la réplication du virus en lysant les cellules infectées et en produisant des cytokines et des

chimiokines anti-virales (Qi et al., 2006).
> Réponse anticorps

Les premiers anticorps spécifiques du VIH-1 sont détectés 8 jours apres la transmission du
virus (Tomaras et al., 2008). Cependant, la séroconversion est établie 3 a 4 semaines apres
I’infection, au moment ou la charge virale atteint son pic. Les anticorps qui neutralisent le
virus autologue se développent lentement (environ 12 semaines apres 1’infection) (Gray et al.,

2007; Richman et al., 2003).

42



Antibody-virus
immune complexes

Free gp4l-specific, | | Virus escape from
10% 4 | Acute phase Onset of non-neutralizing CD8* T cells (new Autologous-virus-specific
reactants cytokines | | | IgM antibody plasma mutants) neutralizing antibody

CD8* T cell responses
to onginal virus

Virus escape from l
Virus autologous-virus-specific,

dissemination neutralizing antibody
(new plasma virus mutants)

cellular fluid

ation In extra

copies per ml)

er
sma (

(

Virus con

or pia

S~ —

—
Reservoir established?

0 - 10 15 20 25 30 35 40 45 50 70 80 90 Ko

4 Days following HIV-1 transmission

Figure 14: Réponses immunitaires précoces détectées aprés la transmission du VIH-1 .

D’aprés McMichael, Nature Review Immunology, 2010.

2.3. Le VIH et I’activation immune chronique

Paradoxalement, I’immunodéficience induite par le VIH-1 n’est pas la conséquence d’une
inactivité du systéme immunitaire mais plutot d’une activation immune chronique (Grossman
et al., 2006). En effet, le systéme immunitaire est dans un état d’activation chronique lors des
phases asymptomatiques et symptomatiques (Ford et al., 2009; Ho et al., 1995). L’activation
immune chronique est associée a la progression de la maladie (Deeks et al., 2004; Hazenberg
et al., 2003). L’activation immune chronique peut étre associée au VIH-1 ne sont pas
clairement définies. Il peut s’agir d’une infection virale directe des cellules immunitaires, de
la production de cytokines par les cellules de la réponse innée (Boasso et al., 2007; Grossman
et al., 2006), de co-infections, ou encore de la translocation de produits microbiens dans le
sang qui vont générer des lésions de 1’épithelium intestinal (Brenchley et al., 2006) (Figure
15). En effet, I’intestin est le site principal de I’infection par le VIH-1. Le VIH recrute les
LTCD4" dans I’intestion via I’intégrine a4p7. Une majorité des LTCD4" CCR5" de I’intestin

contribuent a la réplication virale (Arthos et al., 2008).
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Figure 15: Représentation schématique de I’activation immune chronique et de la dérégulation
des réponses innées et adaptatives lors de I’infection par le VIH.

D’aprés Ford 2009, Curr Opin HIV AIDS, 2010.

L’¢tude du modele simien est d’un intérét majeur pour mieux comprendre le role de
I’activation immune chronique dans la progression de la maladie. En effet, les sooty
mangabeys (SM) et les African green monkeys (AGM) qui sont les hotes naturels du SIV ne
développent pas le SIDA et leurs LTCD4" ne sont pas déplétés malgré une virémie élevée.
Par opposition, les rhésus macaques, qui sont les hotes non naturels du SIV, ont une virémie
semblable a celle des SM et AGM mais développent le SIDA, associé & la perte des LTCD4".
La différence majeure entre les RM et les SM/AGM est 1’absence d’activation immune chez

ces derniers (Jacquelin et al., 2009; Silvestri et al., 2003).

Il est intéressant cependant de noter que la déplétion des LTCD4 " dans I’intestin est observée
chez les SM et les AGM infectés par le SIV (Pandrea et al., 2007). Néanmoins, par opposition
aux patients infectés par le VIH-1 et aux RM, les SM/AGM maintiennent une population de

cellules TCD4 mémoires qui produisent de I’'IL-17 et de I’IL-22 en réponse aux antigeénes

44



bactériens et fongiques, il s’agit des cellules Th17 (Brenchley et al., 2008). La perte des
cellules Th17 dans I’intestin des RM et des patients infectés par le VIH pourrait contribuer
aux lésions de I’épithélium intestinal et favoriser 1’augmentation de I’inflammation et de

I’activation chronique (Brenchley et al., 2008).

Ainsi, il devient largement établi qu’une activation immune persistente contribue a

I’immunopathogenése du VIH-1 et a la progression vers le SIDA.

2.4. Le Yin et le Yang des interférons

L’utilisation des IFN en clinique a ouvert de nouvelles perspectives thérapeutiques
spécifiques permettant de moduler la réponse immunitaire (Baron et al., 1991). Cependant,
I’effet des interférons semble complexe et la balance entre son role bénéfique et pathogene

dépend de la pathologie (Figure 16).

» IFN et activité antivirale
La premiere réaction de I’organisme en réponse a une infection virale est de produire des
interférons. Comme nous I’avons vu précédemment, les pDC sont la source majeure de la
production d’IFN-a. Les IFN de type I contribuent a 1’activité anti-virale et a la maturation
des cellules T effectrices (Muller et al., 1994). Les IFN de type I participent a la mort des
cellules infectées (Baron and Davignon, 2008), a I’activation des cellules NK et B (Prchal et

al., 2009) et font le lien entre I’immunité innée et adaptative.

» IFN et maladie inflamamatoire
Certaines pathologies sont associées aux interférons. En effet, la présence d’IFN-a et d’IFN-3

a été observée dans les 1ésions de patients atteints d’une maladie inflammatoire, la sclérose en

plaques (Al-Masri et al., 2009; Lande et al., 2008; Traugott and Lebon, 1988).

45



» IFN et maladies autoimmunes
L’TFN-a joue également un role pathogéne dans des maladies autoimmunes, comme le lupus.
En effet, le lupus, également nommé SLE (systemic lupus erythematous), se caractérise par la
production d’auto-anticorps dirigés contre I’ADN de I’hdte et par I’induction de
I’inflammation de multiples organes (la peau, les articulations ou le systéme nerveux central).
Une production constante et forte d’IFN-a, ainsi qu’une sur-expression d’ISGs ont été
observées chez les patients atteints de lupus et engendre 1’activation et la maturation des DC
qui vont stimuler les cellules T autoréactives (Preble et al., 1983) (von Wussow et al., 1989).

L’TFN-a est également associé a la maladie de la peau psoriasis (Nestle and Gilliet, 2005).

» IFN et Cancers
L’implication de 'IFN-a a également été établie dans certains cas de cancers. Des pDC ont
été localisées dans plusieurs tumeurs solides incluant les cancers de la tete et du cou, le cancer
du sein, des ovaires, des poumons et de la peau (Hartmann et al., 2003; Perrot et al., 2007;
Treilleux et al., 2004). Une étude récente suggere que les pDC des ganglions drainant la
tumeur expriment IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase catabolisant le tryptophane), créant
alors un micro-environnement suppressif qui empéche la création d’une réponse T anti-

tumorale (Sharma et al., 2007).
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Figure 16 : Réle des pDC et des interférons dans des maladies humaines.

D’aprés Roberto Lande, Ann. N.Y. Acad. Sci., 2009 (Lande and Gilliet, 2009)
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Il est clairement établi un role pathogene des IFN de type I dans des maladies auto-immunes
et inflammatoires. Qu’en est-il dans le cas du VIH ? Les interférons pourraient-ils contribuer

au développement de la maladie ?

» IFN et infection par le VIH

En dépit de I’activité anti-virale des IFN, la réponse immune innée lors de I’infection par le
VIH-1 serait un élément central dans I’activation immune chronique et la progression vers la
maladie. Les IFN ne sont pas suffisants pour permettre le controle de 1’infection par le VIH.
De plus, il a été¢ montré que des taux sériques d’IFN-a apparaissaient dans les phases tardives
du SIDA, suggérant alors une participation de I’'I[FN-a a la pathologie associée au VIH.
(Buimovici-Klein et al., 1986). De plus, I’'IFN-a produit par les pDC lors de I’infection par le
VIH contribue a ’apoptose in vitro des LTCD4" (Herbeuval et al., 2006; Sivaraman et al.,
2011) et au dysfonctionnement des cellules T (Boasso et al., 2007).

En dépit de taux élevés de virus plasmatiques et cellulaires, les LTCD4" des SM infectés par
le SIV ne sont pas déplétés et I’activation immune chronique est controlée. Ainsi, le controle
de la réponse immune chronique pourrait expliquer la résistance des SM au SIDA par rapport
aux RM (Jacquelin et al., 2009). De plus, il a été montré que la résistance des SM infectés par
le SIV était associée a une diminution significative de la production d’IFN-a par les pDC
(Mandl et al., 2008). La réponse innée semble donc jouer un role important dans la

pathogenése associ¢e au VIH/SIV, en particulier lors de la primo-infection.

L’IFN-a produit par les pDC induit 1’expression de la molécule apoptotique TRAIL (TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand) & la surface des TCD4". TRAIL principalment connue
pour etre une molécule antitumorale induisant I’apoptose des cellules qui expriment les
récepteurs de mort du TRAIL, DR4 et DR5 (Death Receptor 4 et 5). Notons que TRAIL cible
spécifiquement les cellules tumorales, étant donné que les cellules saines n’expriment pas les
récepteurs de mort de TRAIL. Dans le cas du VIH, la fixation de la gp120 virale sur le CD4
des lymphocytes est suffisante pour induire I’expression de DRS a leur surface. Ainsi, il n’est
pas nécessaire que les LTCD4" soient infectés par le VIH pour qu’ils expriment DRS et pour
que I’apoptose soit induite. L’TFN-a produit par les pDC induit I’expression de TRAIL a la

surface des LT CD4" et des monocytes (Herbeuval et al., 2005). L’TFN-o. contribuerait ainsi &
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la mort des LTCD4" par la voie d’apoptose TRAIL/DR5 (cette voie sera détaillée
ultérieurement dans le manuscrit).

Ces résultats soulévent I’effet contradictoire de I'IFN-a dans la pathologie du VIH (Figure
17). En effet, en régulant négativement 1’expression de CXCR4 et la charge virale, ’IFN-a
protege les cellules contre I’infection par le VIH, lui conférant un effet protecteur antiviral.
Parallélement, I’TFN-o induit I’expression de TRAIL a la surface des LTCD4" DR5", lui

conférant alors un caractére cytotoxique.

{nifi IFN-o & VIH .
Effets bénéfiques Effets pathogenes

Diminution de la charge virale
Expression TRAIL sur les LTCD4

Activation des cellules NK
Mort des cellules non infectés

Initiation de la réponse adaptative y
Induction des cellules T régulatrices

Présentation antigénique
Activation immune chronique

Mort des cellules infectées

Figure 17: Le role des pDC et de I’interféron dans ’infection par le VIH.

2.5. Sites d’intéraction des DC avec le VIH-1

Les cellules cibles principales du VIH sont les lymphocytes T CD4" (LTCD4"). Cependant
d’autres cellules, notamment les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les
cellules microgliales du cerveau ou Langerhans de la peau interagissent avec le VIH (Figure
18).

» Infectabilité des pDC

Les pDC sont des cellules potentiellement infectables. L’infection par le VIH requiert

cependant 1’expression du récepteur du VIH CD4, ainsi qu’au moins 'un des deux
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corécepteurs (CXCR4 ou CCRS) reconnus par les virus T tropique (X4, utilisant le CXCR4)
et M tropique (RS, utilisant le CCRS) a la surface des cellules. Les pDC expriment tous les
récepteurs du VIH, faisant d’elles une cible potentielle du virus (Patterson et al., 2001). Des
pDC p24" infectées par le VIH ont été trouvées dans le thymus et les amygdales de patients
infectés par le VIH (Fong et al., 2002). De plus, Groot et al ont montré en 2006 que les pDC
pouvaient infecter in vitro les cellules TCD4 (Groot et al., 2006). Cependant, les pDC ne sont
pas considérées comme €tant un réservoir majeur pour le VIH (Otero et al., 2003).

De plus, il a été montré que les cellules infectées par le VIH (Schmidt et al., 2005) et les virus

libres (Beignon et al., 2005a) sont capables d’induire la production d’IFN-a..

» Diminution du nombre de pDC sanguines dans le cas du VIH

Une diminution de la production d’IFN-a in vitro a été observée chez les patients infectés par
le VIH (Lopez et al., 1983). Cette diminution d’IFN-a rend alors les patients susceptibles aux
infections opportunistes (Siegal et al., 1986). Plusieurs études ont suggéré une déplétion des
pDC dans le sang de patients infectés par le VIH et ont établi une corrélation positive entre le
nombre de pDC et le nombre de lymphocytes TCD4, ainsi qu’une corrélation négative entre
les pDC et la charge virale (Donaghy et al., 2001; Soumelis et al., 2001).

Néanmoins, la perte des pDC circulantes peut correspondre a la migration des pDC activées
vers les organes lymphoides secondaires (Lehmann et al., 2010). Les pDC ont la capacité de
migrer directement du sang vers les organes lymphoides via veinules endothéliales (HEV).
Leur migration dépend de I’expression de CD62L et CCR7 qui intéragissent avec les
adressines des ganglions lyphatiques et les chimiokines CCL19 et CCL21 exprimées par les
HEVs et els cellules stromales (Cella et al., 1999; Penna et al., 2002). En effet, une
accumulation des pDC dans la rate de patients infectés par le VIH a été associée a la charge
virale (Nascimbeni et al., 2009). De plus, dans le cas du lupus, on observe une redistribution
des pDC au niveau des lésions de la peau des patients (Baccala et al., 2007). Une
redistribution similaire des pDC a également été observée chez les singes infectés par le VIS
(Malleret et al., 2008). Une étude a par la suite montré que les pDC étaient localisées dans les
amygdales de patients VIH (Stary et al., 2009). De plus, les grandes quantités d’IFN-o
observées dans des amygdales de patients infectés par le VIH en comparaison aux amygdales
de donneurs sains, suggérent une migration des pDC vers les organes lymphoides secondaires

(Herbeuval et al., 2005c).
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» Migration des pDC

La perte des pDC dans le sang peut etre expliquée par la migration de ces cellules vers les
organes lymphoides secondaires ou une diminution de leur production dans la moelle osseuse.
La fréquence des DC infectées par le VIH chez les patients étant faible, une mort directe par
le virus ne peut probablement pas expliquée cette perte (Donaghy, 2003). De plus, une
augmentation du nombre de DC dans les organes lymphoides secondaires a été observée chez
les patients en primo-infection (Lore et al., 2002), suggérant ainsi plutot une migration de ces
cellules qu’une perte directe. Des macrophages et DC infectés ont également été décrits dans
le cerveau de patients en phase asymptomatique ou en phase Sida (Chen et al., 2000). 11 parait
donc essentiel d’étudier les sites d’intéractions entre les DC et le VIH et leur contribution a la

dissémination du VIH.
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- Défaut de maturation
- Transmission virale optimisée
v (synapse immunologique)
i
Thymus ;414
- Virus R5 et X4 dans les pDC du 1 ‘ Poumons
thymus B o\ '“"Mi - Présence de pDC détectées dans le
- Virus X4 dans les thymocytes 559 fluide bronchoalvéolaire
‘)’I‘ P
i e Rate

- DC spléniques faiblement infectées

y <—+— Tractus génital male
- Diminution de la transmission du VIH

Intestin N ..
apreés circoncision

- Expression de DC-SIGN élevée

- Infection productive
Tractus génital féminin
- Cellules de Langerhans exposées au
VIH lors de 1ésions des muqueuses

Figure 18: Sites d’intéraction des cellules dendritiques avec le VIH dans différents organes.

D’aprés (Donaghy et al., 2006)
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3. L’étude des patients HIV-Controllers

> Définition

En absence de thérapie antivirale, une grande majorité des personnes infectées par le VIH ne
contrdlent pas leur charge virale et développent progressivement une immunodéficience
conduisant a la phase SIDA. Cependant, il existe chez ’Homme des cas particuliers de
résistance a I’infection. En effet, un trés faible pourcentage d’individus infectés par le VIH
(<1%) contrdlent spontanément la réplication virale en absence de traitement. Plusieurs noms
sont attribués a ces patients. Aux Etats-Unis, on les nomme « elite controllers », « elite
suppressors » ou « elite non progressors ». Tous ces termes décrivent des patients qui ont une
virémie en dessous du seuil de détection (50 ou 75 copies/mL) depuis au moins 1 an. En
France, on appelle ces patients plus généralement « HIV controllers » (ou HIC) lorsqu’ils sont
capables de maintenir une charge virale <400 copies/mL depuis au moins 5 ans apres leur
infection (Lambotte et al., 2005). A la différence des patients asymptomatiques ou non-
progresseurs a long terme (ALT ou LTNP) dont le nombre de CD4 est supérieur a 500/mm3
pendant plusieurs années en absence de traitement mais dont la charge virale est faible mais
détectable (Okulicz et al., 2009), les patients HIC présentent un faible risque de progresser
vers le SIDA.

Les patients HIC sont séropositifs et parfois quelques pics viraux ponctuels appelés « viral
replication blip » peuvent etre observés. De I’ADN viral peut étre détecté dans les PBMC des
HIC mais a des taux tres €éloignés de ceux observés chez les patients virémiques (Lambotte et
al., 2005). La majorité de ces patients ne progressent pas vers le SIDA et maintiennent un haut
niveau de LTCD4".

Les patients HIC ne peuvent etre distingués des autres patients infectés par le VIH du point de
vue du sexe ou du mode de contamination, ce qui inclut la trasmission hétérosexuelle ou
homosexuelle, la voie intraveineuse ou la transfusion sanguine (Okulicz et al., 2009; Pereyra

et al., 2009).
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> Résistance des patients HIC

Plusieurs études ont décrit des facteurs génétiques associés au statut des patients HIC et ont
mis en évidence un profil particulier chez ces patients exprimant des all¢les protecteurs HLA
B5701, B5703 et HLA B2705 (Migueles, 2000; Pereyra et al., 2010). La résistance des HIC
est également associée a une meilleure réponse des LTCD4 et LTCDS spécifiques du VIH, a
une meilleure fonctionalité des cellules NK, a une diminution de la fréquence des cellules T
régulatrices ou encore a un polymorphisme du corécepteur CCRS (Theze et al., 2011).

L’¢étude des patients HIC est donc cruciale car elle nous donne 1’opportunité d’étudier un
systéme immunitaire humain capable de controler naturellement le VIH. Dans notre étude,
nous nous sommes intéressés a la réponse innée des pDC chez les patients HIC. Nous avons
testé si les pDC des patients HIC présentaient un défaut quantitaif ou qualitatif qui pourrait
contribuer a une diminution de I’activation immune chronique observée chez les HIC et ainsi

a la résistance de ces patients au VIH.
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4. Le virus HTLV-1 (Human T cell leukaemia virus Type 1)

En 1980, le groupe de Robert C. Gallo caractérise pour la premiére fois le premier retrovirus
pathogéne pour ’homme, le virus humain de la leucémie/lymphome T de type 1, HTLV-1
(Human T cell leukemia virus) (Poiesz et al., 1980). Ce virus a été isolé a partir des cellules
mononuclées du sang périphérique d’un patient souffrant de leucémie/lymphome T de I’adulte
(ATLL), une lymphoprolifération sévere de cellules T décrite en 1977 au Japon (Takatsuki,
1977) et qui présente quatre formes (leucémique, lymphomateuse, chronique et indolente).
Par la suite, des études sérologiques et épidémiologiques réalisées aux Antilles frangaises ont
démontré que I’infection par HTLV-1 était aussi associée a la paraparésie spastique tropicale

(TSP/HAM), uen maladie neurologique chronique (Gessain et al., 1985).

4.1. La structure du virus

HTLV-I est un rétrovirus de la famille des Orthoretrovirinae. Le matériel génétique d” HTLV-
1 est constitué d’ARN simple brin diploide. La taille du virus est de 9 032 paires de base (pb).
Et les génes viraux (gag, pol, env) sont similaires a ceux des autres rétrovirus dont le VIH-1
précédemment étudié¢ (Figure 19).

Comme tous les rétrovirus, la séquence du virus HTLV-1 contient un promotteur dans sa
partie 5’ (long terminal repeat ou LTR) et des cadres ouverts de lecture (ORF) permettant de
coder les protéines de structure (Gag, Env) ou les protéines possédant une activité
enzymatique (Pol, Pro). Cependant, HTLV-1 posséde une région particuliére pX qui comporte
au moins 4 cadres de lecture ouverts (ORF) codant des protéines régulatrices parmi lesquelles
Tax, Rex, pl12, p13. La protéine régulatrice HBZ est codée a partir de la région LTR3’
(Journo et al., 2009).

Les virus HTLV-1 sont enveloppés d’une membrane lipidique et d’une capside nucléique qui
protégent le matériel génétique (ARN viral). Les protéines de 1’ enveloppe sont constituées
des glycoprotéines gp21 (sous-unité¢ transmembranaire) et gp46 (sous-unité¢ de surface) qui

sont codées par env et intégrées a la membrane lipidique. Le geéne gag code pour une
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polyprotéine précurseur qui code pour les protéines de capside (p24), de matrice (p19) et de

nucléocapside (p15).
Membrane lipidique
gp46
19 :
Gag P " Env
p24 ” A ep
pl5 7
Protéase
Transcriptase inverse
ARN viral diploide Intégrase  p,f

Figure 19: Structure génomique du virus HTLV-1.

La protéine transactivatrice Tax, qui ne possede pas d’équivalent dans le génome humain, est
capable d’immortaliser les lymphocytes in vitro et de les transformer in vivo dans des modeles
d’animaux transgéniques (Hasegawa et al., 2006). L expression de Tax a des conséquences
sur I’expression de protéines jouant un rdle dans la régulation de la division du cycle
cellulaire, dans la division cellulaire, sur des suppresseurs de tumeurs et les mécanismes de
réparation de ’ADN (Boxus and Willems, 2009; Marriott and Semmes, 2005). La protéine
HBZ est impliquée dans le maintien de 1’état tumoral des cellules infectées (Kuhlmann et al.,
2007) (Figure 20). Les deux protéines Tax et HBZ jouent donc un rdéle important dans la

persistance virale et la pathogenése.
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Figure 20: Modéle de ’histoire naturelle de ’infection par HTLV-1 et de la physiopathologie de
la leucémie/lymphome T de I’adulte (ATLL).

Lors de I’infection de cellules cibles n vivo (cellules dendritiques, lymphocytes T), 1’expression précoce de la
protéine transactivatrice Tax provoque la dérégulation des mécanismes de controle de la prolifération cellulaire,
de la maturation des thymocytes, de ’apoptose et de la réparation de ’ADN et participe a I’'immortalisation des
cellules T. L’expression de Tax décroit progressivement, tandis que la protéine HBZ est exprimée en
permanence. L’expression d’HBZ induit la réactivation des fonctions de la sous-unité catalytique de la
télomérase (hTERT) et permet aux cellules ainsi immortalisées de proliférer. Tiré de Bull.Soc.Pathol.Exot. 104
(2001) (Mahieux, 2011).

4.2. Epidémiologie

Le nombre de personnes infectées par HTLV-1 a été estimé récemment que 15 a 20 millions
de personnes vivaient avec le virus. Des études épidémiologiques ont révélé que les régions
les plus touchées par ce virus étaient la Malaisie, les Caraibes, I’ Afrique (Gabon, Cameroun),
I’Amérique du Sud (Brésil, Guyane, Colombie) et le sud du Japon (Figure 21). Cependant, il
ne s’agit ici que d’une prévision étant donné que le diagnostique est honéreux et complexe. Le
nombre de personnes réellement infetées est probablement plus €levé.

Parmi les personnes infectées par le virus, 3 a 6% développent le syndrome d’ATLL.
L’infection par HTLV-1 est trés élevée notamment au sud du Japon ou la prévalence peut
atteindre 37% (Mueller et al.,, 1996; Yamaguchi, 1994). Pour ce qui est des régions non
endémiques, HTLV-1 est principalement port¢ par les immigrants. La contamination
s’effectue principalement par rapport sexuel. Cependant, la prévalence en Europe et en

Amérique du Nord reste extrémement faible et ne dépasse pas 0,01% (Proietti et al., 2005).

55



B Prevalence > 2%

Figure 21: Régions les plus touchées par le virus HTLV-1 dans le monde.

HTLV-I est transmis selon trois modes : de la mére a 1’enfant lors d’un allaitement prolongé,
par voie sexuelle (préférentiellement dans le sens homme-femme), et via des produits
sanguins contaminés (Roucoux et al., 2005; Ureta-Vidal et al., 1999). La transmission de la
mere a I’enfant apparait fréquemment (environ 20%) et est liée a la charge virale de la meére et
a la durée de Il’allaitement (Hino, 2011). Ainsi, 1’allaitement a été diminué¢ au Japon,

diminuant alors la transmission du virus.

4.3. Etude de la réponse innée dirigée contre HTLV-1

» Les récepteurs du virus HTLV-1

L’entrée du virus nécessite les glycoprotéines de 1’enveloppe virale (Env) et les sous-unités
gp46 et gp21. Une seule mutation dans une de ces protéines ou l’utilisation d’anticorps
bloquants diminue drastiquement I’infection par HTLV-1.

Une étude a montré que le récepteur a HTLV-1 était le transporteur de glucose GLUT-1
(Manel et al., 2003). GLUT-1 est exprimé dans les cellules T activées qui sont les cellules

cibles d’HTLV-1. Aussi, il a été¢ récemment démontré 1’implication de deux autres molécules
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dans I’infection par HTLV-1, il s’agit de la Neuropilin-1 (NRP-1, connue aussi sous le nom
de BDCA-4) et des Héparanes Sulfates Proteoglycanes (HSPG) (Ghez et al., 2006). NRP-1
est un récepteur glycoprotéique de la Sémaphorine 3a et du VEGF (Vascular endothelial
growth fator). Il a ét¢ montré que NRP-1 jouait un role clé¢ dans I’angiogénése et était aussi
impliqué dans la régulation de la réponse immune (Tordjman et al., 2002). NRP-1 se lie
directement au virus HTLV-1. De plus, des analyses confocales ont révélé une polarisation de
NRP-1 avec la glycoprotéine virale Env a I’interface de la cellule infectée et de la cellule T
cible (Ghez et al., 2006). Les HSPG favorisent I’infection en permettant 1’attachement des
particules virales sur les cellules cibles (Ghez et al., 2010).

Un modele impliquant ces 3 partenaires et représentant ainsi le complexe multimoléculaire du

récepteur a HTLV-1 a été proposé (Figure 22).

HSPGs

1- Virus attachment p. 2-Bindingof = 3° Stable binding of Envto _,  4-Recruitment of

and concentration HSPG/SU clusters to HSPG/NRP-1 complexes/ GLUTL.
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change and
exposition of Y114
Fusion
- AN
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Figure 22: Mode¢le représentant le complexe multimoléculaire du récepteur a HTLV-1 pour
expliquer I’entrée du virus dans les cellules.

L’attachement du virus est permis par des intéractions entre la glycoprotéine d’enveloppe virale de surface

(gp46) et les HSPG. Des complexes gp46/HSPG lieraient ensuite NRP-1. Des intéractions entre ce complexe et
Glut-1 permettraient la fusion et I’entrée virale (D’aprés Ghez et al., 2010).
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» Le role des mDC et pDC

HTLV-1 est un rétrovirus reconnu par le systéme immunitaire (SI) comme un agent étranger.
Lors de I’infection, le SI est alors activé et produit des anticorps dirigés contre HTLV-1. Les
symptomes apparaissant aprés une longue période de latence, il est trés difficile d’étudier
I’infection aigue. Ainsi, la plupart des études portent sur 1’analyse d’échantillons de patients
infectés depuis plusieurs années, et peu d’études traitent de la primo-infection.

Bien qu’il ait été largement démontré que les lymphocytes TCD4" étaient les cibles
privilégiées d’HTLV-1, notamment dans le sang périphérique, il a également été démontré
qu’HTLV-1 pouvait infecter d’autres compartiments cellulaires in vivo, comme les
lymphocytes T CDS8", les monocytes, les lymphocytes B, les astrocytes (Richardson et al.,
1990) et les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques expriment faiblement les génes
viraux, cependant, Makino et al. a suggéré que les DC infectées par HTLV-1 avaient la
capacité de stimuler les cellules T spécifiques des antigénes (Makino et al., 1999). De plus, le
nombre des DC HTLV-1+ présentes dans le sang et les organes lymphoides secondaires est
proportionnel a la charge de I’ADN proviral, mettant en évidence une corrélation positive
entre la charge de I’ADN proviral et la fréquence des cellules T CD8" effectrices/mémoires
Tax- (Nagai et al., 2001).

Des études récentes ont montré un rdle central des mDC et pDC lors de I’infection par HTLV-
1. Pendant longtemps, la communauté scientifique pensait que les virus libres des rétrovirus
¢taient faiblement infectieux (Donegan et al., 1994). Cependant, Jones et al. ont montré en
2008 que les mDC et les pDC isolées du sang périphérique avaient la capacité d’etre infectées
par les virus libres d’HTLV-1 (Jones et al., 2008). De plus, les mDC et les pDC étaient
capables de transférer les virions aux cellules T autologues, démontrant clairement que les
virus libres d’HTL V-1 peuvent cibler et infecter les cellules dendritques.

Dans notre manuscrit, une partie des résultats sera consacrée a 1’étude de la réponse innée des
pDC apres stimulation par HTLV-1, avec 1’étude de I’expression du ligand pro-apototique

TRAIL et la réponse IFN-a..
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- PARTIE 3 -
La voie apoptotique TRAIL/DRS
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L’apoptose est un processus de mort cellulaire (du grec apoptosis, qui désigne la chute des
feuilles en automne) identifié par Kerr (Kerr et al., 1972). Il s’agit d’un processus induit et
ordonné dans lequel la cellule participe activement a sa propre disparition.

L’apoptose est caractérisée par deux voies majeures : 1) la voie extrinséque (fixation du
ligand au récepteur de mort présent a la membrane plasmique des cellules); 2) la voie
intrinséque (en réponse a un stress cellulaire faisant intervenir la mitochondrie et le relargage
du cytochrome C) (Figure 23).

Une caractéristique de la mort cellulaire par apoptose est I’implication de la famille des
caspases des cystéines protéases qui clivent aprés un résidu acide aspartique. Le mot caspase
incorpore tous ces €léments (cystéine, aspartate, protéase). Les caspases sont présentes dans
la cellule sous forme de pro-enzymes inactifs, les procaspases, qui requierent un clivage

protéolytique pour leur conversion en formes actives.
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Figure 23: Différents modes d’induction de I’apoptose.

D’aprés Marie Lise Gougeon, Nature Rev Immunology. 2003
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1. La famille des récepteurs du TNF

Les récepteurs du TNF (Tumor necrosis factor) sont des protéines transmembranaires de type
1 possédant un domaine riche en cystéine dans leur domaine extracellulaire (CRD, Cystein
rich domain), et qui sont constituées soit d’un domaine de mort (DD, Death domain), soit
d’un site de liaison au facteur associ¢ au TNFR (TRAF, TNF-R associated factor), soit d’un

decoy receptor (DcR, récepteur leurre) (Polek et al., 2006).
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Figure 24: Représentation des ligands de la superfamille du TNF et de leurs récepteurs.

D’apres Bharat B. Aggarwal, Nat Rev Immunoly 2003.
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En plus de leur capacité a induire 1’apoptose, TRAIL et CD95L partagent la plus forte
homologie parmi les membres de la famille du TNF. Les 19 ligands sont caractérisés par un
domaine riche en cystéine (CRD) et induisent leur réponse cellulaire en se fixant sur les 29
récepteurs. La complexité de cette famille réside par le fait que différentes voies peuvent etre
activées : les voies de signalisation conduisant a 1’apoptose (CD95L, TRAIL, TWEAK,
LIGHT, VEGI), a la survie (RANKL, BAFF), a la différenciation (RANKL, DR6) ou a la
prolifération (CD27L, CD30L, CD40L, APRIL, BAFF) a travers 1’activation des voies NF-
KB, JUN N-terminal kinase (JNK), p42/p44 mitogen-activated protein kinase (MAPK)
(Figure 24) (Aggarwal, 2003).
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2. Etude du ligand TRAIL et de ses récepteurs

C’est en 1995 que Wiley et al ont identifié et caractérisé pour la premicre fois un nouveau
membre de la famille des cytokines du TNF, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
(Wiley et al., 1995). La protéine TRAIL est différente selon les espéces : sa forme humaine
est constituée de 281 acides aminés, alors que sa forme murine se compose de 291 acides
aminés. Les deux protéines partagent cependant 65% d’homologie. TRAIL est une protéine
membranaire de type II, dont le domaine extracellulaire C-terminal est similaire a celui
d’autres membres de la famille du TNF.

TRAIL a pour rdles principaux de maintenir I’homéostasie des cellules T, des cellules NK et
d’induire la mort des cellules transformées ou infectées par un virus (Hayakawa and

Nakagawa, 2004).

2.1. Structure du gene codant TRAIL

Le geéne du TRAIL est localisé¢ sur le chromosome 3 a la position 3q26. Le locus du gene
occupe environ 20 kb et est composé de cinq segments exoniques et de quatre introns (Figure

25) (Almasan and Ashkenazi, 2003).

exon 1) ATG 2 3 4 5 TAA
S B e B
intron Lh: 8.3 32 12 ¥as 3

(Q% 222 138 42 106 1245 bp

N
a3

Figure 25 : Organisation du géne de TRAIL (Apo2L)..

Ce fragment de 20kb contient 5 exons (barres verticales) et 4 introns. ATG et TAA désignent les
codons d’initiation et de terminaison. Les sites ISRE et FKHR sont importants pour la régulation des
IFN. D’apres Almasan, Cytokine & Growth Factor Review 14 (2003) 337-348.
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2.2. Les transcrits de TRAIL

Les ARN messagers du TRAIL sont détectés dans divers organes, plus majoritairement dans
la rate, les poumons et la prostate. Les ARNm ne sont pas présents au niveau du cerveau, du
foie et des testicules.

Contrairement a FASL (ligand de FAS), dont les transcrits semblent étre restreints aux
cellules T stimulées (Suda et al., 1995; Suda et al., 1993), les transcrits du TRAIL sont
détectés dans la plupart des tissus, suggérant que TRAIL n’est pas cytotoxique in vivo pour

les tissus.

2.3. La protéine TRAIL

» Structure de la protéine TRAIL

TRAIL, appelée également Apo2L (Pitti et al., 1996), est une protéine membranaire de type 11
d’environ 32,5 kDa, formée d’un domaine extracellulaire, d’une tige extracellulaire, d’une
hélice et d’'un domaine transmembranaire. Cette protéine est caractérisée par deux feuillets
[ antiparalleles. La protéine TRAIL est constituée de 281 résidus d’acides aminés pour sa
forme humaine et de 291 pour sa forme murine. La partie C-terminal est la partie active de
TRAIL. TRAIL est constituée d’un domaine transmembranaire interne, d’un domaine N-
terminal (cytoplasmique), et d’un domaine C-terminal (extracellulaire) conservé et contenant

un domaine de fixation au récepteur (Smith et al., 1994).

La protéine TRAIL est exprimée sous deux formes, une forme membranaire (mTRAIL) ou
une forme soluble (STRAIL). Les deux formes induisent I’apoptose de cellules transformées
mais aussi de cellules primaires. La forme soluble est obtenue apres clivage d’une partie du
domaine extracellulaire. Pour étre active, TRAIL nécessite une trimérisation et son activité est
¢tablie par le domaine C-terminal de la protéine. TRAIL contient un résidu cystéine (Cys230)
qui permet I’intéraction entre les trois sous-unités de TRAIL. La présence d’un atome de zinc
lié¢ aux cystéines dans le ligand trimérique est essentiel pour la stabilité du trimere et I’activité

bilogique optimale (Hymowitz et al., 1999).

64



> Role physiologique de TRAIL

TRAIL est exprimée dans de multiples organes, tels le foie, les poumons, le placenta, les
reins, la rate (Wiley et al., 1995), aussi bien au niveau protéique que messager (Liabakk NB,
Vitam Horm 2004).

TRAIL est exprimée et confére une activité cytotoxique a un grand nombre de cellules
impliquées dans les défenses de I’hote, telles les cellules NK (Sato et al., 2001), les cellules
dendritiques (Fanger et al., 1999), les cellules T cytotoxiques (Jeremias et al., 1998), les
monocytes/macrophages (Griffith et al., 1999). TRAIL est également exprimé par les
lymphocytes du sang périphérique stimulés par des anti-CD3 et de I'IFN-y (Kayagakin N,
JEM 1999), les monocytes et neutrophiles traités par I'IFN-y (Griffith et al., 1999),
potentialisant ainsi leur effet cytotoxique sur les cellules infectées et les cellules transformées.
TRAIL est principalement connue pour son réle en cancérologie. En effet, TRAIL est une
molécule capable d’éradiquer sélectivement des cellules tumorales, sans effet toxique sur les
cellules normales. Des études in vitro ont montré I’implication de TRAIL dans la mort de
cellules cancéreuses du colon par les macrophages (Herbeuval et al., 2003; Meurette et al.,
2005), dans 1’apotose de cellules de mélanomes (Chawla-Sarkar et al., 2002) et de carcinomes
ovariens (Morrison et al., 2002).

La forme soluble de TRAIL est relarguée dans la circulation dans le cas de stimulations
virales (Han LH, World J Gastroenterol 2002), de maladies auto-immunes (Wandinger et al.,

2003), inflammatoires (Robertson et al., 2002) et cancéreuses (Cretney et al., 2006).
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3. Les récepteurs de TRAIL

Le ligand pro-aptotique TRAIL peut se lier a deux types de récepteurs :

- les récepteurs de mort TRAILR1/DR4 et TRAIL-R2/DR5 (Death receptor 4 and 5),
considérés comme les récepteurs agonistes.

- les récepteurs decoy (ou récepteurs leurres) TRAIL-R3/DcR1 et TRAIL-R4/DcR2, ainsi que
I’ostéoprotégérine (OPG), qui sont considérés comme les récepteurs antagonistes (Degli-
Esposti et al., 1997a; Degli-Esposti et al., 1997b; Pan et al., 1997).

L’existence de plusieurs récepteurs de mort distincts pour le méme ligand (TRAIL),

contrairement a FAS/FASL, démontre la complexité et la finesse de la fonction du TRAIL.

3.1. Les récepteurs de mort TRAIL-R1/DR4 et TRAIL-R2/DRS5

Il a été¢ démontré que les récepteurs DR4 et DRS étaient capables d’induire la mort de cellules

tumorales in vitro et in vivo (Mitsiades et al., 2001), indépendamment de p53 (Almasan and

Ashkenazi, 2003).

DR4, appelé également TRAIL-RI1, est le premier récepteur du TRAIL a avoir été découvert
(Pan et al., 1997). DRS, appel¢ également TRAIL-R2, a été identifié peu de temps apres
(Walczak et al., 1997) (MacFarlane et al., 1997) (Figure 27). DR4 et DRS partagent 58%
d’homologie de séquences. La fonction distincte de ces deux protéines n’est pas encore
¢tablie. Le géne DRS est localisé sur le chromosome humain a la position 8p2-21 et ’ARNm
de DRS est trés largement exprimé. DRS contient deux motifs extracellulaires riches en
cystéine, typique des membres de la famille des TNFR. Contrairement a DR4, DR5 engage la
voie d’apoptose via la molécule adaptatrice FADD/MORTTI.

Les récepteurs DR4 et DRS possédent dans leur région cytoplasmique des séquences
homologues appelées « domaine de mort » (Death domain, DD). En réponse a l'interaction
avec leur ligand TRAIL, les récepteurs se trimérisent, intéragissent avec la protéine
adaptatrice FADD et recrutent les caspases initiatrices (Caspase-8 et -10), pour former ainsi

un complexe moléculaire appelé DISC (Death Inducing Signalling Complex) (Micheau et al.
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2003). DISC permet alors l'activation des caspases responsables de I'apoptose (Boatright et
al., 2003). Les caspases initiatrices sont alors relarguées dans le cytosol et déclenchent la

cascade protéolytique aboutissant a 1’apoptose (Figure 27).

Trimeric Ligand

Monomeric receptor

Figure 26 : Cristalisation du complexe formé par TRAIL et DRS.

Le ligand TRAIL est sous forme de trimére (jaune, violet et turquoise) et se fixe a trois récepteurs
DRS5 monomériques (bleu, vert et rouge).

Malgré des nombreuses études, le trafic intracellulaire de DRS reste inconnu a ce jour.

3.2. Les récepteurs Decoy (DcR) ou « leurres »

De nombreuses recherches sont orientées sur la compréhension de la voie TRAIL-DR4/5 mais
il reste également a éclaircir 1'impact des récepteurs leurres sur la signalisation apoptotique
induite par TRAIL (Merino et al. 2007). Pour généraliser, les decoy récepteurs du TRAIL sont
dépourvus du domaine de mort et joueraient un réle opposé a celui des récepteurs de mort
DR4 et DRS5, en inhibant I'apoptose induite par TRAIL. En effet, il a été suggéré que les DcR
pouvaient entrer en compétition avec les récepteurs agonistes pour la fixation du TRAIL

(Zhang et al., 2000).

» TRAIL-R3/DcR1

TRAIL-R3 (DcR1) est ancré a la membrane par une molécule de glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI) et ne possede pas de DD (Degli-Esposti et al., 1997b; Pan et al.,
1997; Sheridan et al., 1997). 11 a été récemment montré que DcR1 séquestre TRAIL dans des

rafts lipidiques, entrant ainsi en compétition avec TRAIL et empéchant la formation du DISC.
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Notons que le récepteur DcR1 est incapable d’interagir avec les récepteurs agonistes (Merino

et al., 2006).

» TRAIL-R4/DcR2

TRAIL-R4 (ou DcR2) est une protéine transmembranaire qui contient un DD mais celui-ci est
tronqué et non fonctionnel. Le récepteur DcR2 permet la formation du DISC mais empéche
I’activation de la caspase 8 (Degli-Esposti et al., 1997a). Contrairement au DcR1, le DcR2 est
capable d’intéragir avec DRS. Ainsi, il a été émis 1’hypothése que DcR2 induit une géne
stérique et empéche ’activation de la caspase 8 suite a la fixation de TRAIL a DRS. DcR2
entre ainsi en compétition avec DRS et bloque ’activation de la voie d’apoptose. Ainsi, bien
que les deux récepteurs DcR1 et DcR2 partagent la méme fonction inhibitrice, les deux
récepteurs sont structurellement différents et agissent différemment sur I’inhibition de

l'apoptose induite par TRAIL (Merino et al., 2006).
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Figure 27: Modéle représentant ’activation de la voie apoptotique par TRAIL.
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» Récepteurs Decoy et résistance a TRAIL

Par opposition aux récepteurs agonistes DR4 et DRS exprimés préférentiellement par les
cellules tumorales, il a été suggéré que les DcR étaient surexprimés dans les cellules normales
et régulés négativement dans les cellules tumorales (par exemple les neuroblastomes, les
cellules cancéreuses du poumon et du sein) (Spierings et al., 2004).

D’autres études ont montré I’implication de DcR1 et DcR2 dans la résistance a TRAIL. En
effet, DcR1 et DcR2 sont exprimés de maniére plus importante dans les tumeurs primaires.
Leur expression a été retrouvée dans les leucémies aigu€s myéloides (LAM) ainsi que dans
des carcinomes de poumon résistants 8 TRAIL (Riccioni et al., 2005). Cependant, il existe
une grande controverse concernant la corrélation entre 1’expression des decoy récepteurs et la

résistance a TRAIL.
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4. TRAIL en cancérologie

» Utilisation de TRAIL en thérapie

L'utilisation de TRAIL en thérapie est prometteuse car cette cytokine semble spécifique des
cellules cancéreuses (Ashkenazi and Herbst, 2008) et trés bien tolérée lorsqu'elle est
administrée par voie générale chez la souris, le singe ou I'nomme (Ashkenazi and Dixit, 1999;
Camidge et al., 2010; Herbst, 2008; Kelley et al., 2001; Younes, 2010). Cependant, les essais
cliniques de phase I et II visant a tester 1'efficacité thérapeutique de TRAIL ou de ses dérivés
associés ou non a des agents chimiothérapeutiques se sont la plupart du temps soldés par des

résultats mitigés, voire décevants (Leong et al., 2009; Mom et al., 2009).

> Utilisation de TRAIL recombinant

Plusieurs études placent TRAIL comme un agent prometteur dans la lutte contre le cancer. En
effet, I’injection de TRAIL recombinant sous sa forme soluble (rTRAILs) dans des animaux
xenogreffés est a I’origine de 1’induction d’une régression des tumeurs sans effet cytotoxique

de rTRAILSs sur les animaux (Ashkenazi and Dixit, 1999).

> Utilisation de variants de TRAIL recombinant

Des variants de TRAIL recombinant ciblant exclusivement DRS5 ont été développés (van der
Sloot et al., 2006). Des expériences in vitro ont montré une meilleure efficacité de ces variants
par rapport au TRAIL recombinant seul pour induire la machinerie d’apoptose de cellules de
lignée cancéreuse ovarienne. Dans le but de vouloir cibler les cellules tumorales, une forme
chimérique de TRAIL a ¢été développée. Cette chimére est activable par des
métalloprotéinases, protéases essentiellement présentes dans les sites de tumeurs humaines

(Shin et al., 2006).
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» Utilisation d’anticorps dirigés contre DR4 et DR5

L’utilisation d’anticorps agonistes ciblant DR4 et DR5 semblent étre plus efficaces que le
TRAIL recombinant du fait que ces anticorps ciblent sélectivement les récepteurs agonistes. I1
a été démontré que ces anticorps induisent I’apoptose des cellules de lignées cancéreuses
humaines et primaires in vitro (Georgakis et al., 2005). Certains de ces anticorps dirigés
contre DR4 et DR5 sont en essais cliniques (exemple, le Mapatumumab (ou HGS-ETRI)
ciblant DR4 (Younes A, 2005, 47th Annual Meeting of the American Society oh
Hematology) et le Lexatumumab (ou HGS-ETR2). En comparaison a TRAIL recombinant,
ces anticorps ont une demi-vie plus longue dans le plasma des patients et leur cytotoxicité est

nulle (Hotte et al., 2005).

L'exploitation de la voie TRAIL en thérapeutique pourrait permettre de traiter des patients
atteints de cancers ou d’autres maladies faisant intervenir TRAIL et DRS. Il reste a
comprendre précisément quels sont les mécanismes moléculaires majeurs permettant de

contrdler cette voie d’apoptose.
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5. TRAIL dans le contexte de I’infection par le VIH

L’apoptose semble etre la voie principale de destruction des LTCD4" lors de I’infection.
Différentes études ont établi I’implication de TRAIL dans I’infection par le VIH. En effet, il a
été montré que les LTCD4 ™ et LTCDS" des patients infetés par le VIH étaient plus
susceptibles in vitro a la mort induite par TRAIL que les donneurs sains (Jeremias et al.,
1998; Katsikis et al., 1997; Lum et al., 2001). Aussi, Miura et al. ont montré dans un modéle
murin hu-PBL-NOD-SCID (HIV-1 infected human peripheral blood leukocyte-nonobese
diabetic-severe combined immunodeficient) que TRAIL induisait sélectivement la mort des
LTCD4" non-infectés (Jeremias et al., 1998; Katsikis et al., 1997; Lum et al., 2001; Miura et
al., 2001).

Des macrophages et des neurones exprimant respectivement TRAIL et des récepteurs de mort
du TRAIL ont également été mis en évidence dans des tissus de cerveaux (encéphale) de

patients infectés par le VIH (Yang et al., 2003).

5.1. Roéle du ligand TRAIL chez les cellules NK

Les cellules NK (Natural Killer) sont des cellules qui produisent diverses chimiokines (MIP-
la, MIP-1p et RANTES) et cytokines (IFN-y, TNF-a) (Robertson, 2002) L’ IFN-y secrété
par les cellules NK oriente une réponse immunitaire de type Thl (Mocikat et al., 2003), en

activant les CPA et les molécules de CMH de classe I (Wallach, 1982).

Il a été établi un réle primordial du dialogue entre les cellules NK et les DC dans 1’induction
d’une réponse immunitaire efficace (Fernandez et al., 1999). Les cellules NK peuvent aussi
exercer leur activité cytotoxique en induisant I’apoptose des cellules DC infectées par le VIH
par la voie TRAIL/DR4 (Fernandez et al., 1999). En effet, les DC infectées expriment le
récepteur DR4, alors que les cellules NK expriment le ligand de mort TRAIL. Cependant, les
DC infectées ont mis en place un mécanisme d’échappement a 1’apoptose. En effet,
I’intéraction NK-DC entraine 1’augmentation de 1’expression de deux molécules inhibitrices
de la voie TRAIL, cIAP (cellular Inhibitor of Apoptosis) et cFLIP (cellular-Flice Like
Inhibitory Protein). Il a été prouvé que I’alarmine HMGB-1 (High mobility group box 1) était
impliquée dans la régulation de c-IAP et c-FLIP et ainsi dans le mécanisme de résistance a la

mort induite par TRAIL/DR4 et la survie des DC (Melki et al., 2010).
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Un dialogue entre les NK et les pDC a également été démontré. Les NK activées par 1’'IL-2
améliorent la maturation et la production d’IFN-a par les pDC (Gerosa et al., 2005). 1l a
aussi ét¢ montré lors de I'intéraction pDC-NK que les pDC permettait 1’augmentation de
I’expression du marqueur d’activation CD69 sur les NK, ayant pour conséquence une

meilleure cytotoxicité anti-tumorale de ces derni¢res (Romagnani et al., 2005)..

5.2. Roéle de I’'intéraction TRAIL/DRS au niveau des pDC

Les interférons de type 1 (IFN-a/B) sont des cytokines qui exercent des actions pléiotropes,
notamment antivirales, et inhibent in vitro la réplication du VIH (Yamamoto, J.K, J Interferon
Res 1986). En paralléle, I'TFN-a sécrété par les pDC induit I’expression de TRAIL par les
lymphocytes T CD4", infectés ou non, induisant 1’apoptose des cellules DR5" (Herbeuval,
PNAS, 2005). Ce phénomeéne expliquerait la diminution massive du nombre de lymphocytes
T CD4+ circulants, signant la progression vers la phase SIDA (Herbeuval, Blood 2005). Dans
notre modele, I’TFNa aurait un role double : un effet antiviral protecteur d’une part, avec un
role des IFN-a dans le controle de la réplication virale et la diminution du corécepteur du VIH
CXCR4 a la surface des pDC, et un role délétere avec 1’induction du ligand TRAIL a la
surface des lymphocytes T (Hardy, PNAS 2007), potentialisant 1’apoptose de ces derniers
(Herbeuval, Clinical Immunol 2006). Ainsi nous avons démontré que lors de I’infection par le

VIH, le role des IFN semble complexe et ne se limite pas a une action antivirale protectrice.
» Etude in vitro de I’intéraction TRAIL-DRS5

Le VIH pénétre dans les pDC apres s’etre fixé sur son récepteur CD4 présent a la surface des
pDC. La voie d’endocytose est alors activée, le virus est dégradé et I’ARN viral active les
TLR7 présents dans les endosomes des pDC (Hardy et al., 2007; Herbeuval et al., 2005d).
Une fois activées, les pDC circulantes expriment les marqueurs de maturation
CD80/CD83/CD86, d’activation CD40 et TRAIL. Parall¢element, les pDC produisent de
grandes quantités d’IFN-a. Les pDC se transforment alors en cellules tueuses, les TkpDC.
Lors de la stimulation par le VIH, les pDC expriment aussi le marqueur de migration CCR7,
qui leur permet alors de migrer du sang vers les organes lymphoides secondaires (Beignon et
al., 2005b; Fonteneau et al., 2004; Herbeuval et al., 2006). La particularit¢ du VIH est
d’induire I’expression du récepteur du TRAIL DRS a la surface des lymphocytes T CD4. De
plus, 'IFN-a produit par les pDC induit I’expression du ligand proapototique TRAIL a la
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surface de ces memes lymphocytes. Ainsi, les LTCD4" DR5™ deviennent les cibles des
cellules exprimant TRAIL, c’est-a-dire & la fois les IkpDC et les LTCD4" eux-memes. Selon
notre modele d’étude, la voie TRAIL/DRS médiée par les pDC pourrait expliquer la mort
massive des LTCD4" observée chez les patients infectés par le VIH (Hardy et al., 2007; Stary
et al., 2009) (Figure 28).

HLADR
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Figure 28: Modéle d’étude in vitro de la mort massive des LTCD4" chez les patients VIH.

Une étude tres récente a montré que les IFN de type I produits par les pDC lors de I’infection
par le VIH contribuaient a la déplétion des cellules TCD4 dans le thymus humain (Sivaraman
et al., 2011). Cette étude in vitro dans le thymus humain vient appuyer notre hypothése du
role primordial des pDC et des interférons dans la mort des LTCD4" dans I’infection par le

VIH..

» Expression de TRAIL chez les patients infectés par le VIH

Le dosage sérique des patients a mis en évidence une concentration de TRAIL 3 a 4 fois plus
¢levées chez les patients infectés par le VIH que chez les donneurs sains (Herbeuval et al.,

2005a; Herbeuval et al., 2005b). De plus, 1’augmentation de TRAIL sérique correle
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positivement avec la charge virale suggérant 1’implication de TRAIL dans la déplétion
massive des LT CD4" chez les patients en phase SIDA. Notons également que le traitement
antirétroviral diminue le taux plasmatique de TRAIL et également la charge virale. Ainsi, le
dosage sérologique de TRAIL peut etre considéré comme facteur de progression vers la

maladie.

Une étude récente a clairement démontré que les pDC présentes dans les amygdales de
patients en phase SIDA exprimaient TRAIL (phénotype IKpDC) et induisaient I’apoptose des
lymphocytes T CD4" (Stary et al., 2009). En effet, les auteurs ont caractérisé dans cette étude
in vivo la présence de pDC (BDCA-2") et leur implication dans la mort des LTCD4". Ils ont
identifié dans les amygdales de patients virémiques des pDC exprimant TRAIL et montré que
TRAIL corrélait positivement avec la charge virale. Par opposition, les amygdales de patients
non virémiques et de donneurs sains ne présentaient pas de pDC TRAIL". De plus, des
marquages par immunofluorescence ont permis de localiser pour la premicre fois chez
1’homme in vivo un contact direct entre les pDC TRAIL" et les LTCD4" en apoptose dans des
amygdales de patients infectés par le VIH (Figure 29). Cette étude appuie donc nos études in
vitro sur le role des pDC tueuses dans la déplétion massive des LTCD4" observée chez les
patients infectés par le VIH. Cependant, nous pensons que 1’utilisation des anticorps R&D a
engendré une confusion puisque nous avons observé que ces anticorps dirigés contre DR4 et
DRS5 croisaient. Une étude antérieure a démontré que les amygdales de patients virémiques
exprimaient TRAIL, DRS5 et IFN-a en comparaison aux patients HIV-controllers et donneurs

sains (Herbeuval et al., 2006).
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IKpDC
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Figure 29: Mise en évidence d’une proximité entre les pDC TRAIL" et les LTCD4" en apoptose
dans les amygdales de patients virémiques, en comparaison avec des amygdales de donneurs
sains.

Les deux panels du haut identifient la présence de pDC BDCA-2" (bleue) et TRAIL" (CyS5), en contact
avec des cellules en apoptose (TUNEL-FITC) dans les amygdales de patients virémiques,
contrairement aux donneurs sains. Les deux panels du bas représentent les LTCD4" en apoptose
(TUNEL-FITC) exprimant le récepteur TRAIL-R1 (Cy5) chez les patients virémiques (Stary et al.,
2009).

5.3. TRAIL dans I’infection des singes par le VIS

Le role délétére de I’IFN-a produit par les pDC dans le mod¢le simien a également été établi
dans le modele macaque, ou de fortes concentrations d’IFN-a ont été dosées. Par opposition,
une production réduite d’IFN-a a ét¢ montrée dans le modele simien non pathogénique

(Sooty Mangabey, SM et African Green Monkey, AGM).
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Figure 30: Modéle African Green Monkey (AGM) versus Rhesus Macaque (RM).

De plus, il a été montré que le nombre de pDC augmenté dans les organes lymphoides des
macaques, corréle positivement avec la charge virale (Dillon et al., 2008) et le taux d’IFN-a

(Malleret et al., 2008).

L’étude comparative des modeles simiens résistant (AGM et SM) et sensible (RM) au SIV a
permis d’établir une réponse IFNa différente entre les deux modéles. En effet, Jacquelin et al.
a montré I’existence d’une réponse innée forte et rapide in vivo chez les AGM et les RM, mais
controlée uniquement chez les AGM. En réponse au SIV, les AGM sont capables de produire
de 'IFN-a et d’exprimer les ISGs (Jacquelin et al., 2009). Cependant, la réponse des ISGs est
transitoire chez les AGM, probablement liée a des mécanismes de régulation qui n’existent

pas ou qui sont inhibés chez les RM.

Ainsi, des résultats contradictoires ont été observés pour expliquer la résistance des sooty
mangabey en comparaison a la progression vers la maladie des rhesus macaques. En effet, une
étude a suggéré qu’un polymorphisme IRF7 (Mandl et al., 2008) identifié¢ chez les singes
résistants (sooty mangabey) empécherait les pDC de produire de I'IFN-a. Cette absence
d’activation immune, qui est a l’inverse fortement présente chez les rhesus macaques,
contribuerait a la résistance des SM a la progression de la maladie. En opposition, d’autres
¢tudes suggerent que les singes résistants (SM, AGM) répondent fortement au SIV en
produisant de I’TFN-o mais que cette activation immune est ensuite régulée 8 semaines apres
I’infection par des mécanismes encore inconnus (Jacquelin et al., 2009; Silvestri et al., 2005)

(Figure 31).
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Figure 31: Schéma expliquant les différences entre les modeles simiens sensibles (Rhésus
macaques, RM) et résistants (African Green Monkey (AGM), et Sooty mangabey (SM)) au
SIDA.

5.4. Effet de la trithérapie sur la voie TRAIL/DRS chez les patients/singes
infectés par le VIH/VIS

Le traitement antirétroviral (HAART) a permis de réduire de maniere drastique le nombre de
morts chez les patients infectés par le VIH en diminuant la réplication virale (Gulick et al.,
1997) et la mort des LT CD4" (Badley et al., 1998; Dyrhol-Riise et al., 2001). La trithérapie
réduit également 1’activation immune dans le sang et les amygdales (Dyrhol-Riise et al.,
1999). De plus, il a été montré¢ que le traitement HAART réduit de maniere significative
’expression de TRAIL et DRS par les LT CD4" sanguins des patients traités comparés aux
patients non traités (Herbeuval et al., 2009). Des résultats similaires ont été obtenus dans le
modele simien. La déplétion lymphocytaire se faisant essentiellement dans les organes

lymphoides, la voie TRAIL/DRS a été étudiée dans les amygdales. Comme cela a été observé
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dans le sang, la trithérapie réduit significativement 1I’expression de TRAIL dans les amygdales
humaines et simiennes.

L’¢étude de DRS fut plus surprenante. Contrairement a ce qui avait été observé dans le sang,
les amygdales de patients sous trithérapie expriment autant de DR5 que les amygdales de
patients non traités (Herbeuval et al., 2009). Le mode¢le simien a confirmé ces résultats. Cette
étude a révélé la capacité de la trithérapie a réduire 1’expression des ligands apoptotiques
TRAIL et FasL, ce qui est suffisant pour arréter la mort des LT CD4". En revanche,
I’expression des récepteurs de mort étant inchangée dans les organes lymphoides, 1’hypothése
d’une seconde infection virale ou bactérienne capable d’induire TRAIL pourrait réactiver le

processus de déplétion des lymphocytes T CD4" chez des patients traités.
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Objectifs de la these
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L’activation immune chronique joue un role essentiel dans la progression vers le SIDA. Mes
travaux de theése se sont orientés sur I’étude des patients HIV controllers qui ont la
particularité de controler naturellement le virus. Nous nous sommes demandés si la réponse
innée des cellules dendritiques plasmacytoides de ces patients était altérée (comme chez les
singes résistants). Mes différents projets de recherche, échelonnés sur une période de 5 ans
dans I’équipe de Jean-Philippe Herbeuval, et qui incluent également I’étude d’un autre
rétrovirus, le virus HTLV-1, ont porté¢ sur I’étude de la voie IFN-o/TRAIL/DRS et sa

régulation.
Les objectifs de ma thése sont les suivants:
1) L’étude de la réponse innée des pDC induite par HTLV-1.

Tout d’abord, nous nous sommes demandés si le virus HTLV-1 était capable d’induire une
réponse innée par les pDC. En effet, étant donné que les pDC sont les seules cellules
exprimant de maniére constitutive le récepteur d’HTLV-1, la neuropilin-1 (NRP-1), plus
connue sous le nom de BDCA-4 (marqueur spécifique des pDC), il était donc intéressant
d’étudier le réle des pDC dans HTLV-1. Pendant longtemps, il a été établi que les virus libres
d’HTLV-1 ne pouvaient pas infecter les cellules, et que ’infection se faisait par contact
cellule-cellule. Récemment, Jones et al. ont démontré que les mDC et les pDC pouvaient étre
infectées par les virus libres d’HTLV-1. Aucune donnée dans la littérature ne traitait de la
réponse innée induite par les pDC sous HTLV-1. Le but de notre étude a donc été de mettre
en évidence une réponse innée des pDC en caractérisant leur phénotype sous stimulation
virale et d’établir si les pDC pouvaient acquérir le phénotype tueur des IKpDC. Un autre défi
lors de cette étude a été de concentrer des virus HTLV-1 a partir de lignées MT-2 (cellules T
infectées par HTLV-1) afin d’optimiser nos conditions de stimulations en culture, les
surnageants de lignées n’étant pas assez concentrés pour induire une réponse efficace des
pDC. Enfin, cette étude a été le point de départ de I’apprentissage de la microscopie en 3

dimensions.
2) L’étude des pDC chez les patients HIV-Controllers.

Cette étude a été menée en collaboration avec I'INSERM U1012 au Kremlin-Bicetre. Les Pr
Jean-Francgois Delfraissy et Olivier Lambotte coordonnent la cohorte de patients infectés par
le VIH-1, incluant des patients HIV-Controllers (HIC). Dans le modéle simien, il a été montré

qu’une diminution de I’activation immune chronique, associée a un défaut de production

81



d’IFN-a pourrait expliquer la non-progression vers la phase SIDA des Sooty Mangabeys,
contrairement aux Rhesus Macaques qui sont sensibles au SIV. Il nous a donc paru primordial
de regarder si dans notre modéle humain, les patients HIV-Controllers présentaient ce méme
défaut qui permettrait d’expliquer en partie leur résistance face au VIH-1. Notre but a donc
été, en comparant nos résultats avec des donneurs sains et des patients virémiques, de
caractériser les pDC chez les patients HIC afin de déterminer s’il existait un défaut quantitatif
et/ou qualitatif des pDC, et de tester leur réponse in vitro au VIH-1 en dosant 'IFN-a et en
caractérisant le phénotype des pDC activées (analyses en cytométrie en flux, microscopie

3D).
3) L’étude des LTCD4" et de la voie TRAIL/DRS chez les patients HIV-Controllers.

Prallélement, nous avons étudié si les HIC présentaient un défaut d’activation de la voie
TRAIL/DRS. Ce projet consistait a étudier I’expression du ligand apoptotique TRAIL et de
son récepteur DRS, afin de déterminer si un défaut d’expression au niveau de ces deux
molécules pouvait expliquer la résistance des LTCD4" des patients HIC. Il avait été
précédemment établi dans une étude in vitro menée par notre équipe 1’implication de la voie
TRAIL/DRS dans la mort massive des LTCD4" observée chez les patients infectés par le
VIH-1. Ainsi, notre étude a consisté a étudier au niveau messager et protéique 1’expression du
récepteur de mort DRS par des techniques de cytométre de flux et de microspie 3D. Cette
¢tude menée sur 3 ans nous a ammené a séquencer le géne DRS5 et a collaborer avec 1’équipe
d’Andrea Cimarelli 8 ’ENS-Lyon afin d’étudier ’expression des différentes formes de DRS

par des approches de génétique et de mutagénese.
4) L’étude d’inhibiteurs de la production d’IFN-a et de I’activation des pDC.

L’origine de ce projet remonte a mon Master 2, ou nous cherchions a développer des
inhibiteurs qui permettraient de réguler 1’activation des IkpDC. En effet, dans le cas du VIH,
I’TEN produit par les pDC joue un role délétére et contribue a la mort des LTCD4" qui
expriment le récepteur associ¢ DRS. D’aprés une étude menée par Mazzoni et al, nous avons
testé I’effet de I’histamine et plus particulierement d’un ligand synthétique de I’histamine, le
clobenpropit (CB), sur les pDC stimulées par le VIH-1. Nous avons observé une diminution
de la production d’IFN-a par les pDC stimulées et une régulation négative générale de I’¢état
d’activation des pDC. Afin de mieux comprendre les mécanismes d’action du CB, nous avons

synthétisé en collaboration avec Isabelle McCort a la faculté des Saint-Péres, une amine
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fluorescente (False Fluorescent Neurotransmitters, FFN 511) mimant les effets du CB. Notre
but était alors de localiser le FFN 511 dans les pDC par microscopie 3D et d’étudier son

niveau d’action sur les molécules intervenant dans la voie TLR7.

83



Matériels et Méthodes
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Prélévements sanguins. 12 patients HIV-1 controllers de la cohorte ANRS Col8 (Lambotte
et al., 2005; Saez-Cirion et al., 2007) ont été sélectionnés selon les caractéristiques suivantes:
patients infectés par le VIH-1 depuis plus de 10 ans, n’ayant jamais regu de traitement
antiretroviral, avec plus de 90% des mesures d’ARN viral plasmatique inférieures a 400
copies/mL (Amplicor Monitor, Roche Diagnostics, Meylan, France). En groupe témoin, 14
patients virémiques non traités et chroniquement infectés (VIR) ont été sélectionnés a
I’hopital Bicetre. De plus, 15 donneurs sains testés séronégatifs pour le VIH-1 provenant de
I’Etablissement Frangais du Sang” (convention # 07/CABANEL/106, Paris, France) ont

¢galement servi comme témoins négatifs.

Isolation et culture des leucocytes sanguins. Les expériences in vitro ont été réalisées a
partir de cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) isolées par centrifugation a
I’aide d’un milieu de séparation des leucocytes du sang périphérique (Cambrex, Gaithersburg,
MD). Les lymphocytes TCD4" ont été purifiés en utilisant le kit de purification (Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Germany). Les cellules ont été mises en culture dans du milieu
RPMI 1640 (Invitrogen, Gaithersburg, MD) contenant 10% de sérum de veau feetal (Hyclone,
Logan, UT) et 1% de Pen-Strep-Glut (Invitrogen) dans une plaque 48 puits avec 1.10°
LTCD4 /puits/ImL de milieu. Les cellules dendritiques plasmacytoides ont été sélectionnées

négativement en utilisant le kit de séparation des pDC (Stem Cell).

Stimulations virales. Les PBMC, LTCD4" des donneurs sains, des patients HIV-1 controllers
ou virémiques ont été mis en culture dans des plaques 48 puits a 10° cellules pour 1 mL. Les
pDC ont, quant a elles, ét¢ mises en culture dans une plaque 96 puits a 50 000
cellules/puits/100puL de milieu. En fonction des conditions de stimulations souhaitées suivant
nos différentes études, les cellules ont été cultivées sur la nuit avec du virus non infectieux
VIH-1 AT-2 (souche MN) a une concentration de 60 ng/mL p24, du virus de la grippe
Influenza (Flu, souche PR8), HSVou SeV. Les cellules ont alors été utilisées pour des

analyses de cytométrie en flux (FACS), de PCR et de microscopie a 3 dimensions (3D).
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Cytométrie en flux. Les cellules cultivées ont été incubées pendant 20 mins a 4°C avec des
anticorps d’intérét (voir tableau des anticorps). Les cellules ont été lavées deux fois dans du
PBS ou du tampon Annexin V et analysées a 1’aide du cytomeétre en flux FACSCanto a 7

couleurs en utilisant le logiciel FACSDiva (BD Biosciences). Enfin, le logiciel FlowJo

(Treestar, Ashland, OR) a permis d’analyser les données obtenues au FACS.

Anticorps Fonction Cellule Ciblée Fournisseur
DR4 Récepteur de mort LTCD4" Alexis
DR5 Récepteur de mort LTCD4" Alexis

DcR1, DcR2 Récepteur leurre LTCD4" Sigma-Aldrich
Tweak-R Récepteur de mort LTCD4" Sigma-Aldrich
FAS (CD95) Récepteur de mort LTCcD4" BD Pharmingen
BDCA-2 Marqueur de pDC pDC Miltenyi
BDCA-4 Marqueur de surface pDC Miltenyi
cD123 Marqueur de surface pDC Miltenyi
cb4 Marqueur membranaire pDC et LTCD4" Miltenyi
CcD14 Marqueur de surface Monocytes BD Pharmingen
cDb3 Marqueur de surface Cellules T BD Pharmingen
CcD80 Marqueur de maturation pDC BD Pharmingen
CcD83 Marqueur de maturation pDC BD Pharmingen
CD86 Marqueur de maturation pDC BD Pharmingen
HLA-DR Marqueur de maturation pDC BD Pharmingen
CD40 Marqueur d'activation pDC BD Pharmingen
TRAIL Marqueur d'activation pDC et LTCD4" BD Pharmingen
CD69 Marqueur d'activation LTCD4" BD Pharmingen
Annexin-V Marqueur d'apoptose LTCD4' Miltenyi
TOPRO-III Marqueur d'apoptose LTCD4 Invitrogen
7 AAD Marqueur d'apoptose LTCD4' BD Pharmingen

Transfection par SiRNA. Les LTCD4" ont été cultivés a 10° cellules pour 100ml de milieu
dans des plaques de 96 puits et incubés a 37°C. 3ul de réactif de transfection Hiperfect
(Qiagen, Courtaboeuf, France) ont été ajoutés avec la concentration appropriée de siRNA et
complétés a 100ul de milieu dépourvu de sérum. Ensuite, le mélange a été incubé a
température ambiante pendant 30 minutes. Apres incubation, the mélange a été mis en culture
avec les cellules sur la nuit. Les cellules ont ensuite été mises en culture 24h en présence ou
non du VIH-1. Parallé¢lement, un controle a été réalisé en utilisant un siRNA scramble et

I’efficacité de la transfection testée par FACS en utilisant un siRNA scramble couplé a Alexa-
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488 (Qiagen). L apoptose a été mesurée par marquage avec I’Annexin-V (BD Bioscience) et

analysée ensuite par FACS.

Extraction d’ARN. 500mL de Trizol (Sigma) sont ajoutés aux culots des LTCD4", puis les
cellules sont mélangées pendant 1 minute et incubées a température ambiante pendant 5
minutes. 100mL de chloroforme sont ensuite ajoutés et le mélange est centrigugé a 13 000
rpm pendant 15 min. La phase supérieure est retirée et S00mL d’isopropanol (Sigma) sont
ajoutés et incubés pendant 1 hour at 4°C. Le mélange est alors centrifugé pendant 10 mins a
13 000 rpm. 500mL d’éthanol 75°C sont ajoutés aux culots apres avoir retiré¢ 1’isopropanol
(13 000 rpm during 15 mins). Enfin, les culots sont repris dans5 mL of H,0-DEPC (Sigma).
Les ARN peuvent etre alors stockés a -80°C.

Transcription inverse. La quantit¢ d’ARN est dosée et Img d’ARN par échantillon est
utilisé pour réaliser la transcription inverse. Nous préparons un mixe de 12 mL composé
d’ARNm, des hexa-primers et d’H,0-DEPC. Les échantillons sont incubés a 65°C pendant 5
mins. Un mélang contenant du tampon 5X, un mixe des dNTP, un RT enhancer et une
enzyme Verso est préparé (Verso cDNA Kit, Thermo Fisher Scientific, abgene, UK). Les
¢chantillons sont alors incubés 5 mins a température ambiante pendant 1h a 42°C et 2 mins a

95°C.

PCR. Les amorces sont synthétisées par Invitrogen (amorce sens DRS: 5’
AGGTGAAGTGGAGCTAAGTC 3’, antisens DR5: 5 TCACTCCAGGGTGTACAATC
3°; amorce b2-microglobuline sens: 5 CCAGCAGAGAATGGAAAGTC, b2-
microglobuline antisens : GATGCTGCTTACATGTCTCG). La réaction d’amplification est
réalisée par la machine Mastercycler Eppendorf suivant le programme suivant : Tm 55°C, Lid
110°C, 5 mins at 94°C, 1 min at 55°C and 1 min 30 at 72°C, 1 min at 94°C (35 cycles) et
enfin 10 mins at 72°C. Les échantillons sont déposés sur eletrophoresis gel d’électrophorése

d’agarose 1% pendant 2h a 80V.
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Microscopie a 3 dimensions (3D). Apres culture, les cellules sont adhérés pendant 1h a 37°C
sur des lamelles préalablement incubées pendant 1h a température ambiante (TA) avec de
poly-L-lysine (Sigma), puis lavées deux fois avec du PBS 1X. Les cellules sont ensuite fixées
avec de la paraformaldehyde a 4% pendant 20 mins, lavées a nouveau deux fois avec du PBS
1X et incubées Smins a TA avec 0.1 M glycine. Les cellules sont alors incubées avec les
anticorps d’intéréts mélangés dans du milieu contenant de la saponine pendant 30 mins a TA,
puis lavées deux fois dans du PBS-SVF 2%. Le montage des lames se fait a I’aide du
Fluoroshield comprenant le marqueur nucléaire DAPI. L’acquisition des lames se fait a I’aide
du microscope Nikon Eclipse 901 Upright (Nikon Instruments Europe, Badhoevedorp, The
Netherlands). Les résultats acquis  sont ensuite déconvolués (algorithme Meinel) et enfin
analysés a 1’aide du logiciel Metamorph® (MDS Analytical Technologies, Winnersh, UK).
Les analyses de la reconstruction 3D des cellules se fait a 1’aide du logiciel ImageJ (NIH,

Bethesda, MD, USA). Les expériences ont été réalisées sur des pDC et des LTCD4" de

donneurs sains, de patients virémiques et controllers.

Anticorps Primaire | Fournisseur (primaire) Anticorps secondaire | Fournisseur (secondaire) | Cellule Ciblée
IRF7 rabbit Abcam anti-rabbit AF647 Invitrogen pDC
MD88 mouse Clinisciences anti-mouse 488 Jackson Immunoresearch pDC
TLR7 rabbit Clinisciences anti-rabbit AF647 Invitrogen pDC
TRAIL mouse ebiosciences anti-mouse 488 Jackson Immunoresearch | pDC et LTCD4"

DR5 mouse ebiosciences anti-mouse 488 Jackson Immunoresearch LTCD4"
ch4 BD Biosciences AlexaFluor 547 LTCD4"
(DAPT) Sigma-Aldrich - - Noyau

Duolink. Cette technique permet de détecter, visualiser et quantifier par microscopie des
intéractions entre deux protéines (MyD88 et IRF7) dans les pDC. Aprés culture, les cellules
sont adhérées pendant 1h a 37°C sur des lamelles préalablement incubées pendant 1h a
température ambiante (TA) avec de poly-L-lysine (Sigma), puis lavées deux fois avec du PBS
1X. Les cellules sont ensuite fixées avec de la paraformaldehyde a 4% pendant 20 mins,
lavées a nouveau deux fois avec du PBS 1X et incubées Smins a TA avec 0.1 M glycine. Les
cellules sont alors incubées avec les anticorps primaires dirigés contre MyD88 (mouse) et
IRF7 (rabbit) avec de la saponine pendant 30 mins a TA, puis lavées deux fois dans du PBS-
SVF 2%. Ensuite, les anticorps secondaires (anti-mouse et anti-rabbit) couplés avec les

oligonucléotides (PLA probe MINUS et PLA probe PLUS) sont incubés pendant 1h a 37°C.
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Une solution de ligation, composée de deux oligonucléotides et d’une ligase, est ajoutée et les
oligonucléotides vont alors s hybrider avec les PLA probes et se rejoindre pour former un
cercle s’ils sont trés proches 1'un de I’autre (incubation 30 mins a 37°C). Une solution
d’amplification composée d’oligonucléotides fluorescents est ajoutée en présence de la
polymérase et incubée pendant 1h40 a 37°C. Le signal amplifié¢ est visible et se distingue par

un spot bien défini lors de I’acquisition des cellules au microscope.

PLA Probes PLA Probes
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Séquencage du géne DRS. L’ADN des cellules des patients HIV-1 controllers et des
virémiques a 6té extrait a partir de 0.5x10° PBMC (QIAmp Blood Kit Qiagen, Hiden,
Germany) et les 10 exons du géne DRS ont été amplifiés a 1’aide de 8 paires d’amorces en
utilisant le KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen ®). Pour chaque PCR, 20 ng d’ADN
ont été nécessaire. Les produits de PCR ont été séquencés en utilisant le BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, US) et ont ensuite été déposés sur un gel ABI
3730XL DNA capillary-gel sequencer (Applied Biosystems). Les produits de séquence ont
¢té¢ analysés en utilisant le logiciel Mutation Surveyor — Version 3.24 — (SoftGenetics,
adresse). Les échantillons ont été analysés en ducplicata. La séquence de référence du NCBI

est NM_147187.2 et le Transcript Ensembl: TNFRSF10B-002 (ENST00000347739).

Clonage de DRS. Le géne DRS sauvage (WT) tagué au niveau de la région C-terminal
(database sequence NM 003842.4) a été obtenu aprés amplication par RT-PCR d’ARN
extrait de lymphocytes primaires du sang, puis cloné par des techniques de biologie
moléculaire dans un vecteur de tranfert pAIP(Neagu et al., 2009). Ce vecteur représente le
génome viral du vecteur lentiviral basé sur le VIH-1 (Naldini et al., 1996) dépourvu de la

région open reading frame mais conduisant a I’expression de DRS avec sélection par la
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Puromycine. Le clonage de DRS5 dans cette construction permet une expression stable de

DRS5. La mutation P32L a été introduit de novo par mutagénése standard.

Lignées cellulaires stables. Les vecteurs lentiviraux codant pour DRS ont été¢ produits par
transfection (calcium phosphate) des cellules HEK293T avec 3 constructions d’ADN codant:
les protéines structurales et non-structurales du VIH-1 (Gag-Pro-Pol+ protéines accessoires);
la protéine d’enveloppe du virus VSVg (Vesicular Stomatitis Virus G envelope protein), le
plasmisde de transfert codant la forme WT et mutante de DRS. Les vecteurs codant pour les
formes WT et mutante de DRS ont alors été produits et transduits dans des cellules HEK293T

cells. Les cellules stables ont été sélectionnées en présence constante de Puromycine.

Western blot. Pour réaliser les analyses de Western blot, un nombre équivalent de cellules
sont lysées et analysées par SDS-PAGE en utilisant un anti-Flag (SIGMA) ou un anticorps
anti-DRS (Cell Signaling, Ozyme Technology, Saint-Quentin-en-Yvelines France).

ELISA. Cette technique permet de quantifier la production de protéines par reconnaissance
d’Ac. Les surnageants de cellules sont incubés pendant 1h avec I’ Ac primaire qui se fixe sur
la protéine a doser. L’ Ac primaire est ensuite fixé par un Ac secondaire couplé a une enzyme
qui, en présence de son substrat, modifie 1’intensité de coloration des puits. Afin de doser
I’Hu-IFNa (Interféron-alpha humain), les surnageants des cultures cellulaires sont testés par
ELISA sur une plaque de 96 puits avec un Ac couplé a la peroxydase HRP (Horseradish
peroxidase). Le substrat utilisé est le TMB (Tetramethyl-benzidine). On se référe a la gamme
¢talon (dosage d’interféron recombinant humain a différentes concentrations) afin de
déterminer la quantité de protéines détectées en fonction de la densité optique (DO). Chaque
dosage est fait en duplicata. La DO de chaque puits est enfin analysée par absorbance a 450

nm.
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Analyses statistiques. Les expériences ont été répétées au moins 4 fois. Les P values (p) ont
été déterminées en utilisant le test two-tailed Student’s # ou Mann-Whitney. Les résultats sont

statistiquement significatifs lorsque p<0.05.
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Résultats
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Résultat 1 : Etude de la réponse innée des pDC
par le virus HTLV-1
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But : Les pDC expriment le récepteur du virus HTLV-1, la neuropilin-1 (NP-1), plus connue
sous le nom de BDCA-4 qui est le marqueur spécifique des pDC. Notre but a été de
déterminer si les pDC étaient capables d’induire une réponse innée lors d’une stimulation par

des virus libres I’ HTLV-1.

Méthodes : Les pDC ont été purifiées par tri magnétique (sélection négative) et cultivées en
présence de virus libres d’HTLV-1. Les virus présents dans les surnageants de culture des
lignées MT-2 (lignées de Ilymphocytes TCD4 d’une patiente atteinte d’une
leucémie/lymphome T de I’adulte) n’étant pas suffisants pour activer les pDC, nous avons mis
au point une technique qui permet de concentrer les virus afin d’obtenir une concentration de
virus suffisante pour activer les pDC. Les surnageants de culture des lignées MT2 sont
centrifugés une premiére fois afin d’éliminer les cellules et les résidus (10 mins a 4 000 rpm).
Les surnageants sont ensuite ultracentrifugés (27 000 rpm pendant 2h) et les virus concentrés

sont ainsi récupérés. Les pDC sont alors cultivées en présence des virus HTLV-1 concentrés.

Objectifs : Dans un premier temps, les pDC ont été stimulées par les virus libres d’HTLV-1
et les surnageants de culture ont été récupérés dans le but de doser la production d’IFN-a.. De
plus, I’expression des marqueurs d’activation (CD40 et TRAIL) et de maturation (CD83,
CD86) a été analysée par cytométrie en flux. Nous avons utilisé des inhibiteurs de la voie
d’endocytose (chloroquine) et de la voie TLR7 (A151) afin de déterminer I’implication de ces
deux voies dans I’activation des pDC. Les pDC ont été visualisées par microscopie a
fluorescence dans le but de détecter les virus dans les pDC et de visualiser également la
transformation des pDC en cellules tueuses (IKpDC) par I’étude de I’expression du ligand

pro-apoptotique.
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La réponse innée lors de I’infection par le rétrovirus HTLV-1, Human T-cell leukemia virus 1
est peu documentée. Une étude récente a démontré que des virus libres d’HTLV-1 pouvaient
infecter les mDC et les pDC. Les pDC sont caractérisées par l'expression de BDCA-4 aussi
appelé neuropilin-1 (NP1) qui a été montré comme étant un corécepteur du virus HTLV-1.
Nous nous sommes alors orientés sur 1’étude de la réponse innée induite par les pDC dans le
cas d’une stimulation par ce rétrovirus. Nous avons cherché a savoir si, comme le VIH,

HTLV-1 était capable de transformer les pDC en cellules tueuses exprimant TRAIL.

Nous avons démontré que les virus libres d’HTLV-1 induisaient une réponse innée se
traduisant par une forte production d’IFN-oa par les pDC stimulées. Cette production
d’IFN-a spécifique était inhibée en présence d’anticorps neutralisants HTLV-1 (anticorps
dirigés contre I’enveloppe virale ou en présence de sérum de patients qui ont développé des
anticorps spécifiques d’HTLV-1). HTLV-1 induit également les molécules de maturation
(CD83, CD86) et d’activation (CD40), ainsi que I’expression rapide du ligand pro-
apoptotique TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) par les pDC, générant alors
un phénotype de cellules tueuses, les IKpDC (Interferon producing killer pDC).

Nous nous sommes alors intéressés au mécanisme par lequel HTLV-1 active les pDC et si la
voie d’endocytose est requise. Nous avons montré que la chloroquine, un inhibiteur de
I’acidification des endosomes, et A151, un bloqueur spécifique de TLR7, inhibaient la
réponse des pDC a HTLV-1. En effet, la chloroquine inhibe de facon significative la
production d’IFN-a et ’expression de TRAIL. De plus, la chloroquine inhibe également
I’expression de CD40, CD83 et CD86 par les pDC stimulées par HTLV-1. Afin de
démontrer I’implication de TLR7 dans I’activation des pDC par HTLV-1, nous avons utilis¢
un inhibiteur compétitif de TLR7, I’A151. Nous avons montré que I’A151 inhibe la
production d’IFN-a, ainsi que 1’expression du TRAIL par les pDC stimulées par HTLV-1.
Ainsi, nous avons montré que la dégradation endosomale et la voie TLR7 étaient impliquées

dans la transformation des pDC en IkpDC apres stimulation par HTLV-1.

Enfin, ’analyse par microscopie en 3 dimensions a révélé que les pDC non stimulées étaient
dans un état de quiescence mais avec des taux de TRAIL intracellulaire tres élevés,
rapidement mobilisés a la surface des pDC sous activation de la voie du TLR7 par HTLV-1.
De plus, la chloroquine inhibait de fagon significative la relocalisation de TRAIL a la surface

des pDC, appuyant ainsi nos résultats précédents.
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Nous avons démontré que les pDC répondaient aux virions libres HTLV-1 en produisant de
grandes quantités d’IFN-a et en exprimant TRAIL a leur surface apres activation de la voie

TLR7 par HTLV-1. C’est la premicre fois qu’une réponse innée induite par les particules

libres d’HTLV-1 a été mise en évidence.

Virus libres
HTLV-1

BDCA4 (Neuropilin-1)

Endocy'rose
e =

BDCA2 D123 ’:: Ly \ |
T D8O i abR
pDC Chloroquine Killer pDC
A151 (IKpDC)

Schéma représentant I’activation des pDC par le virus HTLV-1
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IMMUNOBIOLOGY

Free HTLV-1 induces TLR7-dependent innate immune response and TRAIL
relocalization in killer plasmacytoid dendritic cells

*Renaud Colisson,'? *Lucie Barblu,' Christophe Gras,! Frangoise Raynaud,® Reda Hadj-Slimane,® Claudine Pique,*
Olivier Hermine,! *Yves Lepelletier,! and *Jean-Philippe Herbeuval’

1Centre Nationale de la Recherche Scientifique (CNRS) Unite Mixte de Recherche (UMR) 8147, Université Paris Descartes, Paris; 2Inserm U932, Institut Curie;
3Inserm U648, Université Paris Descartes, and ‘CNRS UMR 8104, Inserm U567, Université Paris Descartes, Institut Cochin, Paris, France

A recent report demonstrated that free
human T-cell leukemia virus 1 (HTLV-1)
could infect plasmacytoid dendritic cells
(pDCs). The major role of pDCs is to
secrete massive levels of interferon-a
(IFN-&) upon virus exposure; however,
the induction of IFN-a by HTLV-1 remains
unknown. We demonstrate here that cell-
free HTLV-1 generated a pDC innate im-
mune response by producing massive
levels of IFN-a that were inhibited by
anti-HTLV-1 antibodies. HTLV-1 induced
costimulatory molecules and rapid expres-

sion of the apoptotic ligand tumor necrosis
factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL). Furthermore, HTLV-1 stimulated
pDC-induced apoptosis of CD4+ T cells
expressing DR5, transforming pDCs into
IFN-producing killer pDCs. We also ob-
served that an endosomal acidification
inhibitor and a Toll-like receptor-7 (TLR7)—
specific blocker drastically inhibited pDC
response to HTLV-1. Three-dimensional
microscopy analysis revealed that un-
stimulated pDCs were “dormant” IFN-
producing killer pDCs with high levels of

intracellular TRAIL that could be rapidly
mobilized to the surface in response to
TLR7 activation. Inhibition of viral degra-
dation in endosomes by chloroquine
maintained viral integrity, allowing virus
detection by 3-dimensional microscopy.
We demonstrate that pDCs respond to
cell-free HTLV-1 by producing high levels
of IFN-a and by mobilizing TRAIL on cell
surface after TLR7 triggering. This is the
first demonstration of an innate immune
response induced by free HTLV-1. (Blood.
2010;115:2177-2185)

Introduction

Human T-cell leukemia virus 1 (HTLV-1), the first characterized
human retrovirus,' has been identified as the causative agent for
adult T-cell leukemia/lymphoma (ATLL)>* and HTLV-1-associ-
ated myelopathy/tropical spastic paraparesis,* uveitis, and infective
dermatitis in children.> HTLV-1 virions infect CD4* T cells, which
represent the main target for HTLV-1 infection in peripheral blood.
HTLV-1-associated diseases occur after long periods of virus
latency.® For years it has been thought that unlike other retrovi-
ruses, free virions were poorly infectious.” However, Jones et al®
recently reported that freshly isolated myeloid dendritic cells
(mDCs) and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) are efficiently and
productively infected by cell-free HTLV-1. Furthermore, infected
mDCs and pDCs were able to transfer virions to autologous CD4*
T cells, clearly demonstrating that cell-free HTLV-1 can be infec-
tious and target DCs.®

pDCs participate in innate and adaptive immunity,”!? are
located in blood and lymphoid organs,'®!! and produce up to
1000-fold more interferon-oc (IFN-o) than other cell types in
response to virus exposure.'? Three molecules have been character-
ized for HTLV-1 entry into cells, heparan sulfate proteoglycans'?
and BDCA-4 (also called neuropilin-1)'* for the initial virus
binding to target cells' and glucose transporter 1 for the postattach-
ment and the viral fusion.'617 Interestingly, BDCA-4 is expressed
by mDC and T cells'®!° but cells expressing the greatest level of
BDCA-4 in blood are pDCs,? strongly suggesting that HTLV-1
could interact with pDCs.

Nevertheless, HTLV-1-induced immune response by profes-
sional “sentinel” pDCs has not been reported. Viral activation of
pDCs can be regulated by either of 2 Toll-like receptors (TLRs),
TLR7 or TLR9,?! which are considered to be the receptors that
human pDCs use for recognition of RNA/retroviruses?>?* and
DNA,? respectively. Virus-activated pDCs were recently reported
to express the tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-
inducing ligand (TRAIL).?> TRAIL, a TNF superfamily member,?
has been shown to induce apoptosis of cancer and infected cells
expressing death receptor-4 or -5 (DR4, DRS5).23% Virus-
stimulated pDCs expressing TRAIL acquired cytotoxic activity,
transforming them into a new subset of killer innate immune
cells, 3! which may play a central role in viral immunopathogenesis.

We show in this study that cell-free HTLV-1 virions generated
pDC innate immune response. Indeed, HTLV-1-stimulated pDCs
produced massive levels of IFN-a, which were inhibited by
neutralizing HTLV-1 antibodies (HTLV-1 patients’ serum or antien-
velope antibody). HTLV-1 induced costimulatory molecules and
rapid expression of TRAIL and down-regulated chemokine recep-
tors. Furthermore, HTLV-1-stimulated pDCs induced apoptosis of
CD4* T cells expressing DRS via their expression of membrane
TRAIL, characterizing the IFN-producing killer plasmacytoid
dendritic cells (IKpDCs). Thus, we investigated the mechanism by
which HTLV-1 turned pDCs into IKpDCs. We observed that an
endosomal acidification inhibitor (chloroquine) and TLR7-specific
blocker (A151) drastically inhibited pDC response to HTLV-1.
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Three-dimensional (3D) microscopy analysis revealed that resting
pDCs were “dormant” IKpDC with high levels of intracellular
TRAIL that could be rapidly mobilized at the surface in response to
TLR7 activation. Inhibition of viral degradation in endosomes by
chloroquine maintained viral integrity, allowing virus detection in
pDCs by 3D microscopy. In chloroquine-treated pDCs, intact
particles were unable to stimulate the TLR7 pathway and conse-
quently prevent TRAIL relocalization and IKpDC generation.
Therefore, our study demonstrates that cell-free HTLV-1 virions
induce pDC innate immune response, transforming them into
functional IKpDCs.

Methods

Blood from HIV-1-seronegative blood bank donors was obtained from
Etablissement Francais du Sang (convention no. 07/CABANEL/106).
Experimental procedures with human blood was reviewed and approved by
the Necker Hospital Ethical Committees for human research and were done
according to the European Union guidelines and the Declaration of
Helsinki.

Isolation and culture of blood leukocytes

In vitro experiments were performed by the use of peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) isolated by density centrifugation from
peripheral blood lymphocyte separation medium (Cambrex). Cells were
cultured in RPMI 1640 (Invitrogen) containing 10% fetal bovine serum
(Hyclone). Fresh pDCs were isolated from healthy donor PBMCs by the use
of the negative selection pDC untouched isolation kit (Miltenyi Biotec),
allowing purification without any cell stimulation.

Stimulation and culture of pDCs

Purified pDCs were cultured alone, with influenza A virus, with superna-
tants from HTLV-1 virus—producing T-cell line (MT-2), or purified HTLV-1
from MT-2 supernatant. MT-2 cells were seeded at 109/mL overnight in
culture medium, then supernatants were collected and ultra centrifuged for
2 hours at 100 000g. HTLV-1 viruses were resuspended in 100 pL of
culture media and quantified by the use of the HTLV-1-p19 Elisa Kit
(Gentaur). Several concentrations of p19-equivalent (0-1800 ng/mL) were
used to stimulate pDCs in vitro. Blocking HTLV-1 envelope (gp-46)
antibody (10 wg/mL; Zeptometrix) and sera-containing blocking HTLV-1
antibodies from HTLV patients (serum 1, serum 2) were used to block
HTLV-I virions.

TLR blocking assays

pDCs were cultured with HTLV-I or CpG-A (Invivogen) in the presence of
endosomal acidification inhibitor chloroquine diphosphate salt (0.1-1uM;
MP Biomedical) or with TLR7 oligodinucleotide A151 blocker
(T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G*T*T*A*G*G*G; In-
tegrated DNA Technologies Inc). IFN-a production, TRAIL, CD40, CD83,
CD86, CXCR4, and CCRS5 expression by purified pDCs stimulated or not
by HTLV-1 were quantified after chloroquine and A151 treatment overnight.

Flow cytometry

After stimulation in culture, pDCs were incubated for 20 minutes at room
temperature with fluorescein isothiocyanate—conjugated monoclonal anti-
body anti-human CD123 (MBL International), allophycocyanin (APC)—
conjugated monoclonal anti-BDCA-2 antibody (Miltenyi Biotec), and
APC-Cy7—conjugated anti-CD14 (BD Biosciences); VioBlue-conjugated
anti-CD4 (Miltenyi Biotec); or with isotype-matched control antibodies (at
5 wg/mL each; BD Biosciences) in phosphate-buffered saline containing
2% mouse serum (Sigma-Aldrich). Cells were washed twice in ice-cold
Dulbecco phosphate-buffered saline and fluorescence-activated cell sorting
(FACS) analysis was performed on a FACSCanto 7-color flow cytometer by
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the use of FACSDiva software (BD Biosciences). CD4*CD123"BDCA-2*
CD14"—gated cells were then tested for the expression of surface markers
by the use of phycoerythrin (PE)-labeled anti-TRAIL (eBioscience),
peridinn chlorophyll protein—conjugated anti-CXCR4, PE-Cy5 anti-CD83
or PE-Cy5 anti-CD86, APC-Cy7—conjugated anti-CCRS5, andAPC-Cy7
anti-CD40 (conjugated antibodies from BD Biosciences unless noted).
FlowJo software (TreeStar Inc) was used to analyze flow cytometry data.

Cytotoxic activity assay

Fresh purified pDCs (effector) and CD4* T cells (target) were cocultured.
Purified pDCs were incubated with or without HTLV-1 for 6 hours,
supernatants were removed, and cells were washed. In a 96-well plate,
5 X 103 target cells per well were incubated with pDCs at cell ratio
effector/target 2:1. After 6 hours of coculture, cells were assayed for
apoptosis by annexin-V/Topro-3 by flow cytometry. Annexin V/Topro-3
was measured on BDCA-2~CD3*CD4™ cells, which represent T cells.

Cytokine detection

Supernatants of cultured pDCs were tested for soluble IFN-a (Cell
Sciences), or TNF-a (R&D Systems) by enzyme-linked immunosorbent
assay according to the manufacturer’s instructions.

Three-dimensional microscopy

pDCs were purified from healthy donor blood by the use of negative
selection (Miltenyi Biotec) and were cultured overnight in the presence or
absence of HTLV-1, HTLV-1 plus chloroquine, and HTLV-1 plus serum
from HTLV-1-infected patients. pDCs were plated on poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich)—coated slides and then fixed in 4% paraformaldehyde,
quenched with 0.1M glycine. Cells were incubated in permeabilizing buffer
containing 1% saponin with mouse anti-TRAIL (clone RIK-2, eBioscience)
and HTLV-1 patient’s serum. Staining was revealed by goat anti—-mouse
IgG-Alexa488 (Jackson ImmunoResearch Laboratories) and goat anti—
human IgG-Cy3 (Jackson ImmunoResearch Laboratories), respectively.
Nucleus was stained by the use of DAPI (Molecular Probes). Mounted
slides were scanned with a Nikon Eclipse 90i Upright microscope (Nikon
Instruments Europe) by the use of a 100X Plan Apo VC piezo objective
(NA 1.4) and Chroma bloc filters (ET-DAPI, ET-GFP, ET-Cy3) and were
subsequently deconvoluted with a Meinel algorithm and 8 iterations and
analyzed by the use of Metamorph (MDS Analytical Technologies).
Specifications were as follows: Trail/DAPI/virus/Overlay/Confocal plane:
representative 2D focal plan. XZ/YZ view of Confocal plane: XZ/YZ
projection of the XY focal plan along the red cross axis. Overlay with
bright: DIC. Projection overlays: 2D projections of the maximum intensity
pixels along the Z axis. 3D: 3D reconstruction analysis of the total cell by
the use of ImageJ64 software (National Institutes of Health) and Imaris 6.2
software (Bitplane; also used to generate videos).

Statistical analysis

Experiments were repeated at least 4 times. P values were determined by
the use of a 2-tailed Student 7 test. Univariate distributions of flow
cytometric data were performed by probability binning, in 300 bins by the
use of FlowJo software (TreeStar).32

Results
IFN-« response to HTLV-1 stimulation

Because cell-free HTLV-1 could target immune cells and especially
BDCA-4 (neuropilin-1) expressing pDCs,® we studied the pDC
response to this virus. The main characteristic of pDC viral
stimulation is massive production of IFN-a that we followed by
using an HTLV-1-infected CD4% T-cell line (MT-2) as virus-
producing cells. Low levels of IFN-a were secreted by HTLV-1—
activated PBMCs and pDCs compared with influenza A virus
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Figure 1. Cytokine production by HTLV-1-activated pDCs. IFN-a production by 10 PBMCs (A) and 105 purified pDCs (B) from healthy blood donors cultured alone in the
presence of supernatants from HTLV-1 virus producing T-cell line (MT-2) or with influenza virus (Flu) as positive control. (C) Overnight IFN-« production by pDCs were
assessed by the use of purified HTLV-1 virions (purified HTLV) from ultracentrifuged MT-2 supernatants (MT-2 SN). (D) IFN-a production by PBMCs in response to various
HTLV-1 (p19-equivalent) concentrations (0-500 ng/mL). (E) Kinetic secretion of IFN-a by HTLV-1-stimulated pDCs (300 ng/mL of p19-equivalent) compared with unstimulated
pDCs. HTLV-1 capacity to turn pDC into IFN-« (F) and TNF-a (G) producing pDCs was inhibited by sera containing blocking HTLV-1 antibodies from HTLV patients (Serum 1,
Serum 2) or by blocking HTLV-1 envelope (gp46) antibody (10 png/mL) but not using irrelevant antibody (10 wg/mL) or uninfected healthy donor serum (HD serum). Data shown

are representative of at least 4 independent experiments. **P < .01; ***P < .001.

stimulation (Figure 1A and B, respectively). Thus, we developed a
purification method for HTLV-1 viruses by using ultracentrifuga-
tion of the MT-2 supernatants. Purified HTLV-1 virions (HTLV-1)
induced greater levels of IFN-a by pDCs compared with MT-2
supernatants (Figure 1C). We also verified that ultracentrifuged
supernatants from noninfected T-cell lines (supplemental Table 1,
available on the Blood website; see the Supplemental Materials
link at the top of the online article) did not induce pDC IFN-a
production (data not shown).

We then quantified purified virions by using HTLV-1 p19 protein
titration (Figure 1D). IFN-a production by PBMCs was strictly depen-
dent on the quantity of HTLV-1 (p19 equivalent; Figure 1D). The
optimal HTLV-1 concentration (300 ng/mL) was used in subsequent
experiments. To better characterize IFN-a secretion by pDC, we
performed time-course experiments. IFN-a secretion by HTLV-1—

stimulated pDCs was quantified at 3-hour intervals. HTLV-1 induced
rapid, as soon as 6 hours, IFN-« secretion (Figure 1E).

Furthermore, IFN-a secretion by pDCs was strictly mediated by
HTLV-1 particles. Purified pDCs were cultured with HTLV-1 in the
presence or absence of anti-gp46 or serum from HTLV-1-infected
patients (containing HTLV-1 neutralizing antibodies). Both anti-
gp46 and patients’ serum significantly reduced IFN-« secretion by
pDC (Figure 1F). Moreover, HTLV-1 also induced TNF-« produc-
tion by pDCs that could be blocked by HTLV-1 neutralizing
antibodies (Figure 1G). Serum from uninfected healthy blood
donors and irrelevant antibody were used as negative controls and
did not have any effect on IFN-a and TNF-a secretion by activated
pDC. Taken together, these results demonstrated that cell-free
purified HTLV-1 induced a virus-dependent cytokine-mediated
response by innate immune cells.
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Figure 2. Cell-free HTLV-1 virions induced TRAIL and activation marker expression by pDCs. (A) Purified pDCs were cultured in the absence (solid gray
histograms) or presence of several concentrations of HTLV-1 (p19-equivalent, open gray histograms), and membrane TRAIL expression was measured by FACS.
(B) Inhibition of membrane TRAIL expression by pDC activated by HTLV-1 virions (light gray histograms) by the use of HTLV-1 blockers (dark gray histograms) such as
blocking HTLV-1 envelope antibody (anti-gp46, left) and sera containing blocking HTLV-1 antibodies from HTLV patients (Serum 1 and Serum 2, middle) and healthy
donor serum (HD serum) as negative control (right). (C) Kinetics of expression of TRAIL by HTLV-1-stimulated pDCs (300 ng/mL p19-equivalent) compared with
unstimulated pDCs. (D) Inhibition of activation markers expression (CD40, CD83, CD86) and chemokine receptors (CXCR4, CCR5) on pDCs stimulated by HTLV-1
virions (light gray histograms) with the use of HTLV-1 blockers (sera from infected HTLV patients and anti-gp46; dark gray histograms). (E) Apoptosis assay
(annexin V/Topro-3 staining) of unstimulated (Unst pDC) and HTLV-1-activated pDCs (pDC + HTLV-1) in the presence of CD4*CD3*DR5~ or CD4*CD3*DR5" T-cell
target (ratio 1:2). Data shown in each panel are representative of at least 3 independent experiments.

Phenotypic and functional characterization of
HTLV-1-stimulated pDCs

We recently demonstrated that HIV-1 induced transformation of
pDCs into IFN-a—producing and TRAIL-expressing killer pDC
(IKpDCs).3! Thus, we tested whether TRAIL was induced by
HTLV-1-stimulated pDCs. A wide range of purified HTLV-1

concentrations was tested on pDC. TRAIL expression by pDC was
strictly dependent on the quantity of HTLV-1 (p19 equivalent;
Figure 2A). To validate HTLV-1 specificity, HTLV-1 blocking
antibodies (HTLV-1 patients’ sera or anti-gp46) significantly inhib-
ited TRAIL expression on pDC exposed to HTLV-1 (Figure 2B).
Serum from uninfected healthy blood donors did not reduce TRAIL
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expression by virus-exposed pDCs. As we observed for the IFN-a
secretion time course, pDCs expressed TRAIL in response to
HTLV-1 between 3 and 6 hours (Figure 2C).

To investigate whether HTLV-1-induced complete pDC activa-
tion, we followed expression of costimulatory molecules and
chemokine receptors on pDC. CD40, CD83, and CD86 activation
markers were up-regulated on HTLV-1-stimulated pDCs and were
dramatically inhibited in the presence of patients’ serum (Figure
2D). Similarly, HTLV-1 induced down-regulation of both CCRS5
and CXCR4 on pDC that was also blocked by patients’ serum
(Figure 2D).

Finally, to determine whether HTLV-1-induced functional
TRAIL expression by pDC, we performed a cytotoxicity assay with
purified pDCs as effector and fresh CD4" T cells as target cells.
Thus, resting or HTLV-1-activated pDCs were cocultured (ratio
1:2) with DR5~ or DR5" CD4" T cells, and apoptosis was tested
by measuring Annexin-V/Topro-3 on CD4*CD3* T cells (Figure
2E). Massive death was observed only when HTLV-1-activated
pDCs were exposed to DR5" T cells. In contrast, resting pDCs did
not induce apoptosis of DR5*CD4" T cells nor of DR5™ T cells
(Figure 2E). These results, therefore, demonstrated that HTLV-1
induced the transformation of pDCs into fully functional IKpDCs.

Mechanism of pDC activation by HTLV-1

Recent studies*>?> showed that single-strain RNA viruses stimu-
lated pDCs via the TLR7 pathway. To determine whether endocyto-
sis is or is not required for HTLV-1 induction of IkpDC, we used
the endosomal acidification inhibitor chloroquine. Chloroquine
significantly inhibited IFN-a production and TRAIL expression by
pDC in a dose-dependent manner (Figure 3A and B, respectively).
Chloroquine also significantly reduced CD40, CD83, and CD86
expression by HTLV-1-stimulated pDCs (Figure 3C). Because the

functional activity of endosome consists in viral degradation to
release nucleic acid stimulating TLR, we investigated this mecha-
nism in HTLV-1-stimulated pDCs. TLR7 is an endosomal receptor
mainly expressed by pDCs that recognizes viral RNA.?333 We used
the oligodinucleotide A151, a competitive inhibitor of TLR7, to
demonstrate the involvement of this pathway in HTLV-1 pDC
stimulation.?> A151 significantly reduced IFN-a secretion (Figure
3D) and TRAIL expression (Figure 3E) by HTLV-1-activated
pDCs. To better demonstrate the involvement of TLR7 in HTLV-1-—
mediated pDC activation and the specificity of the inhibitor A151,
we tested whether or not TLR7-independent stimulation would be
blocked by A151. Purified pDCs were cultured in the presence of
—C—phosphate—G— (CpG)-A and CpG-oligodeoxynucleotide
(negative control). We found that CpG-A (used at 1, 2, or SuM)
was able to induce TRAIL expression on pDC in contrast to
CpG-oligodeoxynucleotide. However, A151 reduced TRAIL expres-
sion on HTLV-1-activated pDCs but not on CpG-stimulated pDCs.
Greater doses of A151 (10M) was still not able to reduce TRAIL
expression on CpG-stimulated pDCs (supplemental Figure 1).
Therefore, our findings demonstrate that lytic endosomal degrada-
tion and the TLR7 pathway are involved in HTLV-1-mediated
transformation of pDCs into IKpDC.

Microscopic study of HTLV-1 viruses and TRAIL localization in
pDCs

To better characterize TRAIL expression by HTLV-1-activated
pDCs, we performed 3-dimensional (3D) microscopy experiments.
Purified pDCs were cultured in media alone (unstimulated), with
HTLV-1, HTLV-1 plus chloroquine, and HTLV-1 plus serum from
HTLV-1-infected patients. pDC culture conditions used for micros-
copy experiments were simultaneously analyzed by FACS. As
shown in Figure 4A, HTLV-1 induced TRAIL expression on pDCs
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A Serum 1 Chloroquine Figure 4. 3D analysis of TRAIL localization by HTLV-1-
" activated pDCs. (A) Freshly purified CD123*"BCDA4* pDCs
pig 5 L —— unstimulated (96%, left) stimulated by HTLV-1 express TRAIL on their mem-
gn, ‘% E —— HTLV-1 brane (middle and right, red histograms) that is significantly
a i — HTLV-1 reduced by both HTLV-1-infected patient serum containing
+blocker HTLV-1 blocking antibody (middle, blue histogram) and chloro-
quine (right, blue histogram). (B) Unstimulated pDCs (Unst),
HTLV-1-stimulated pDC (HTLV-1) treated with chloroquine
TRAIL (HTLV-1 + Chloro) or with blocking HTLV1-infected patient se-
rum (HTLV-1 + Serum) were stained with anti-TRAIL (green) and
B TRAIL Virus DAPI TRAIL/Virus/DAPI anti—HTLV—_1 virus (red). pDC stainings (green and red) were
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\;'Ej "\:) y HTLV-1 was inhibited in the presence of the HTLV-1 blockers
" 4 (HTLV-1 + Chloro and HTLV-1 + Serum). Inhibition of endoso-
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e N - p— detected in HTLV-1-stimulated pDCs. Blocking HTLV-1 serum
s Y e \»‘ inhibited HTLV-1 entry (HTLV-1 + Serum) and TRAIL localization
HTLV 3 R :, ':‘Q&TJ' ’\ on the membrane (analyzed by Metamorph software). (C) pDCs
"“7 ; ”"' P .\; 3 ,,' in different culture conditions (Unst, HTLV-1, HTLV1 + Chloro,
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the use of a 3D microscope. Panels shown here were the results
of image compilation allowing entire cell observation in a
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(a representative experiment). Both chloroquine and patients’
serum significantly inhibited TRAIL expression on the pDC cell
surface. Surprisingly, we also found high levels of intracellular
TRAIL expression in unstimulated pDCs (Figure 4B), suggesting
that the very rapid expression of TRAIL on the cell surface of
stimulated pDCs (Figure 2C) was caused by TRAIL relocalization
from cytoplasm to the membrane. Permeabilized pDCs were
stained with TRAIL-Alexa 488 (green), nuclear staining DAPI
(blue), and HTLV-1 viral proteins-cy3 (red) to study protein
localization by 3D microscopy. Focal plane analysis revealed that
TRAIL from HTLV-1-stimulated pDCs appeared to be decreased
in the cytoplasm at the expense of membrane TRAIL expression
(Figure 4B) compared with unstimulated pDC (unst). This TRAIL
membrane repartition induced by HTLV-1 was strongly inhibited
by both chloroquine (HTLV + Chloro) and patient’s serum
(HTLV + serum). Free-virus HTLV-1 detected by viral staining
was observed in the proximity of the cell membrane but not in the
cytoplasm, in contrast to chloroquine-treated cells (HTLV +
Chloro). By using chloroquine, which blocks viral degradation, we
observed high virus density demonstrating that HTLV-1 entered the
pDCs by endocytosis. These results were confirmed in 3D recon-

struction (Z-stacks compilation; Figure 4C) and associated videos
(supplemental Figure 2A-C).

To better characterize HTLV-1 virion entry and TRAIL localiza-
tion in pDC, 3D reconstruction (focal plane, XZ, and YZ-stacks)
analysis was performed. In Figure SA, YZ and XZ stacks showed
the relocalization of TRAIL at the membrane of HTLV-1-
stimulated pDCs (Figure 5Aii) in contrast to intracytoplasmic
TRAIL repartition of unstimulated pDCs (Figure 5Ai). We also
confirmed that the HTLV-1 blockade by chloroquine and anti—
HTLV-1 serum abolished membrane TRAIL expression by pDCs
(Figure 5Aiii and Aiv, respectively). Two-dimensional pixel inten-
sity analysis with the use of interactive surface plot of Imagel
software permitted visualization with precision, internal or external
localization of both TRAIL and virus, combined with phase-
contrast acquisition (membrane delimitation; Figure 5B). This
3D-2D combined analysis clearly demonstrated that HTLV-1-
stimulated pDCs harbored TRAIL and membrane colocalization
(Figure 5Bii) in contrast to the restrictive intracellular TRAIL
expression of unstimulated pDCs (Figure 5Bi). Similar intracellu-
lar TRAIL sequestration was obtained in the presence of HTLV-1
blockers (Figure 5Biii and Biv, respectively).
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HTLV-1 virion detection was limited to the cell membrane in
HTLV-1-stimulated pDCs (Figure 5Aii-Bii), probably because of rapid
endosomal viral degradation that abolished any viral protein detection.
The detection of high intracellular density of HTLV-1 particles upon
neutralization of endosomal viral degradation by chloroquine (Figure
SAiii-Biii) strongly supports our hypothesis that cell-free HTLV-1—
activated pDCs via TLR7 stimulation resulting in IFN-a and TRAIL
production defining innate immune response.

Discussion

PDC innate immune response is defined by massive IFN-a
production after stimulation of viral TLR7/9 receptors, leading to
antiviral activity.!%11:3435 In this study, we show that pDCs exposed
to cell-free HTLV-1 particles secrete IFN-a and TNF-a. Further-
more, HTLV-1-activated pDCs rapidly express proapoptotic ligand
TRAIL on the membrane, providing a killer activity, transforming
them into IKpDC. Our results highlight a potential key role of pDC
in primary HTLV-1 infection.

Because pDCs express high levels of BDCA-4, their activation
might be mediated by 2 distinct pathways consisting in endocytosis/
TLR activation versus infection. HTLV-1 is an RNA retrovirus that
potentially activates the TLR7 pathway. TLR7 is a sensor molecule
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Figure 5. Microscopy analysis of TRAIL localization in pDCs.
(A) Deconvolution overlays of representative 2D red cross axis
XY focal plan with XZ/YZ view of focal plane and projection
overlay of cell stainings (analyzed by Metamorph software).
Unstimulated pDCs (i), HTLV-1-stimulated pDCs (HTLV-1; ii),
treated with chloroquine (HTLV-1 + Chloro; iii), or with blocking
HTLV-1-infected patient serum (HTLV-1 + Serum; iv) were
stained with anti-TRAIL (green), anti-HTLV-1 virus (red), and
DAPI (nucleus staining). (B) Deconvolution of representative
2D XY focal plane was treated to allow Z scaling of pixel intensity
(analyzed by Metamorph and ImageJ software). Each staining
(anti-TRAIL [green], anti-HTLV-1 virus]red], and DAPI [nucleus
staining]) was merged together with phase contrast (gray, defined
cell surface). This representation was used to enhance the
observation of TRAIL localization in the cytoplasm (Cy) or its
relocalization to the membrane (Mb). Unstimulated pDCs (i) or
HTLV-1-stimulated pDCs (ii) treated with inhibitors (HTLV-
1 + Chloroquine; iii) or with blocking HTLV-1-infected patient
Serum (HTLV-1 + Serum; iv) restrictively expressed TRAIL
(green) in the cytoplasm in contrast to HTLV-1-activated pDCs
that expressed TRAIL at the cell surface. Inhibitor of endosomal
acidification (HTLV1 + Chloroquine) allowed detection of HTLV-1
particles (red) in the cytoplasm (Cy) in contrast to the cell-surface
detection of HTLV-1 virions in HTLV-1-activated pDCs. HTLV-1
virion loading was poorly detected in the presence of serum that
directly blocked the virus before the pDC contact.

of the innate immune system that recognizes the ribonucleic acid of
infectious agents.>>3 We found that an inhibitor of endosome
activity (chloroquine) significantly reduced HTLV-1-induced IFN-o
production and TRAIL expression, demonstrating that pDC stimu-
lation is dependent on lysosomal degradation of viral particles. We
then showed that TLR7 was responsible for pDC activation
into IKpDC. The specific inhibitor (A151) of TLR7 largely reduced
IFN-a and TRAIL mediated by HTLV-1. Similarly, activation of
the TLR7 pathway by HTLV-1 induces costimulatory mol-
ecules (CD40, CD83, CD86) expression on pDC as well as
down-modulation of chemokine receptors (CXCR4 and CCRS).
Our results demonstrate that HTLV-1 stimulates the TLR7 pathway after
endocytosis and induces innate immune response by pDC.

To better characterize HTLV-1-induced pDC activation, we
developed 3D microscopy technology to simultaneously follow the
localization of both viruses and TRAIL. This 3D analysis revealed
an important stock of intracellular TRAIL in immature unstimu-
lated pDCs, favoring a rapid response of these cells against viral
infection reflected in the TRAIL surface expression we observed
within 6 hours. We found that HTLV-1 induced relocalization of
intracellular TRAIL to the cell surface. We also confirmed the
involvement of an endocytotic TLR pathway by using chloroquine,
which inhibited the relocalization phenomenon. By using 3D
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microscopy, our study visualized, for the first time to our knowl-
edge, HTLV-1 particles in fresh human innate immune cells. This
approach allowed us to generate 3D videos showing the presence of
HTLV-1 and TRAIL localization in pDCs. The addition of chloro-
quine to our cultures facilitated HTLV-1 virus detection into pDC
because of the inhibition of viral degradation. This observation contrasts
with HTLV-1-exposed pDCs, in which only virions localized in close
proximity to the cell membrane could be detected.

Apoptotic induction of virus-infected cells may serve as a
beneficial host defense mechanism to limit virus spread.’” TRAIL
plays an important role in virus-induced apoptosis of CD4" T cells
in acute HIV-1 infection.?®* HTLV-1 induces continuous cell
mutation, providing emergence of clones as the causal viral
mechanism for ATLL.*® Conversely, because HTLV-1 replicates
mainly through clonal expansion, it is advantageous for the virus to
prolong infected cell life. The HTLV-1 Tax protein is the viral
transforming factor that confers clone emergence.*! Tax has been
shown to confer resistance to the TRAIL apoptotic pathway in
HTLV-1-infected T cells.*>*3 Our study suggests that IKpDCs may
induce the death of uninfected CD4* T cells in the acute phase and
may consequently participate in clone emergence of TRAIL-
resistant Tax-positive cells, leading to ATLL. An important chal-
lenge would be to link the pDC phenotype to the different
HTLV-1-associated pathologies (ATLL or HTLV-1-associated
myelopathy/tropical spastic paraparesis). It would be interesting to
determine whether IKpDCs persist during chronic infection to
generate new HTLV-1 progression markers.

The characterization of IKpDCs in vivo opens a new area of DC
research in HTLV-1 and other retrovirus-induced immunopathogen-
esis and in tumor cell biology. Considered together, our data
highlight a dual role for pDCs in HTLV-1 disease. pDCs that
become infected may participate in viral spread in the host® and
concomitantly express TRAIL, which may select the transformed
CD4" T-cell clone, leading to ATLL years later. In this context, it
will be of great interest to test TRAIL sensitivity of the persistent
clones after HTLV-1 infection that may subsequently be trans-
formed to lymphoma/leukemia. Thus, pDC investigation in HTLV-1
disease will be crucial for understanding complex HTLV-1-
associated pathologies. However, detection of primary infection in
humans is currently not feasible because of the high latency of
HTLV-1 virus before disease symptoms appearance. An alternative
way to characterize and understand the early steps of HTLV-1
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infection is the development of the pathogenic simian model
(simian T-lymphotropic virus-1). However, in addition to selection
of TRAIL-resistant clones, one could hypothesize that similar to
HIV-1 infection, pDCs may participate in and contribute to the
immune suppression that occurs in ATLL.

In this report we demonstrate that HTLV-1-free particles
generate an immune response by professional virus “sentinel”
pDC. We then identify and describe the mechanism by which
purified HTLV-I virions stimulate pDCs and transform them into
functional killer cells. We show that pDC response and activation
to HTLV-1 is strictly virus dose dependent. Finally, purified
HTLV-1 particles induced TLR7-mediated relocalization of intra-
cellular TRAIL to the pDC membrane. In conclusion, the physi-
ologic function of pDC during the different stages of HTLV-1
infection will represent a new field of investigation and may lead to
new therapeutic strategies.
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Contexte : Un défaut de la réponse IFN-a des pDC chez les singes African Green monkey
(AGM) et sooty mangabey (SM) pourrait contribuer a la résistance de ces singes a la maladie
induite par le virus du SIV, contrairement aux Rhesus macaques qui, eux, progressent vers la

maladie.

But : Le but de cette étude est d’analyser la réponse des pDC humaines de patients infectés
par le VIH-1 et qui ont la particularit¢ de contrdler la maladie sans aucun traitement

antirétroviral. On les nomme les patients contréleurs du VIH-1 (ou HIV controllers, HIC).

Méthodes : 12 patients HIV-Controllers (HIC), infectés par le VIH-1 depuis plus de 10 ans,
n’ayant jamais recu de traitement anti-rétroviral et qui contrélent la déplétion de leurs
lymphocytes TCD4 ainsi que leur charge virale (concentration d’ARN viral plasmatique
inférieure a 400 copies/mL), ont été sélectionnés dans la cohorte CO18 de 1’Hopital Bicétre.
Parallélement, 14 patients virémiques (VIR) non traités et chroniquement infectés par le VIH-
1 ont été également sélectionnés. Nous avons utilisé comme groupe témoin 15 donneurs sains
de I’Etablissement Francais du Sang testés séronégatifs pour le VIH-1.

Les pDC des patients controleurs, des patients virémiques et des donneurs sains sont purifiées
par tri magnétique (sélection négative) et sont testées pour leur capacité a produire de I’'IFN-
o, ainsi qu’a acquérir un phénotype tueur IKpDC sous stimulation par le VIH-1. Les
techniques utilisées pour étudier le phénotype des pDC des différents groupes de patients

seront la cytométrie en flux et la microscopie a fluorescence.
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Une diminution du nombre de pDC circulantes a été observée chez les patients infectés par le
VIH (patients virémiques) par rapport aux donneurs sains. Une des hypothéses émises est
qu’en présence du VIH, les pDC expriment le marqueur de migration CCR7 et migrent alors
du sang vers les organes lymphoides secondaires, notamment les amygdales, ou une forte
production d’IFN-a a été mise en évidence. Il a été récemment démontré que I’absence de
lymphopénie chez les singes ne développant pas de SIDA était due a un défaut de réponse de
leurs pDC. Ces singes résistants présenteraient un polymorphisme au niveau du géne IRF7,
ayant pour conséquence une diminution de leur réponse IFN-a (Mandl et al., 2008). Ainsi,
selon notre modele d’étude, en 1’absence de production d’IFN-a, TRAIL ne serait pas induit a
la surface des LTCD4" et la résistance des LTCD4" & la mort pourrait s’expliquer par une
déficience fonctionnelle des pDC et donc de la voie IFN-TRAIL-DRS. Nous nous sommes
alors demandés si un défaut qualitatif ou quantitatif des pDC humaines pourrait expliquer la
résistance a la mort des LTCD4 observée chez les patients HIV-Controllers. Notre étude n’a
révélé aucun défaut quantitatif ni qualitatif des pDC des HIC. Contrairement aux pDC des
patients virémiques, les pDC des HIC et des donneurs sains n’expriment pas de TRAIL
membranaire in vivo (dii au contrdle de la charge virale des HIC contrairement aux VIR). En
revanche, les pDC des HIC, comme pour les pDC de donneurs sains, produisent de grandes
quantités d’IFN-a en réponse a différents stimuli viraux, comme le VIH ou le virus de la
grippe (Flu). Les pDC stimulées expriment alors le ligand apoptotique TRAIL. Les analyses
par microscopie 3D montrent que les pDC des patients HIC expriment TRAIL en

intracellulaire, rapidement relocalisé a la membrane sous stimulation in vitro.

Aucun défaut quantitatif ou qualitatif des pDC des patients HIV-Controllers n’a été mis en
¢vidence (Figure 32). Ce résultat démontre que contrairement au modele simien, les pDC de
patients controllers sont parfaitement fonctionnelles. Il semble donc que la résistance des
patients controllers & la déplétion des lymphocytes T CD4" ne soit pas due a un défaut de
réponse de leurs pDC, qui sont capables d’acquérir le phénotype IKpDC et de produire de
I’TFN-a.
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Donneurs sains HIV-Controllers Patients virémiques
(HD) (HIC) (VIR)

Invivo
% pDC dans le sang 05-0,6% 0,5% 0,1%
TRAIL membranaire 20% 25% 70%
TRAIL intracellulaire 80% 75% 30%

In vitro (stimulation VIH)
TRAIL membranaire 70% 70% 60%
Production d'IFNa 5 000 pg/mL 5 000 pg/mL 2 000 pg/mL
Phénotype IkpDC v IkpDC v IkpDC v

Figure 32 : Comparaison de P’activation des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) des
donneurs sains, patients virémiques (VIR) et HIV-Controllers (HIC).

L’expression de TRAIL a été mesurée au cytométre en flux et la production d’IFN-a a été

dosée par Elisa a partir des surnageants de culture.
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Plasmacytoid dendritic cells from HIV controllers produce IFN-alpha and differentiate into
functional IKpDC under HIV activation
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Abstract

Background: HIV controllers (HIC) spontaneously control viremia and CD4" T cells depletion in contrast
to viremic patients (VIR). After HIV exposure, plasmacytoid dendritic cells (pDC) produce high levels of
interferon alpha (IFN-a), expressed the apoptotic ligand TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand).
Simian models showed that prolonged high levels of IFN-a production could be responsible for AIDS
progression.

Methods: Thus, we study HIC pDC activation in response to HI'V using flow cytometry and 3 dimensional
microscopy.

Results: We show here that pDC from HIC produced higher levels of IFN-a in response to HI'V than pDC
from VIR but similar levels than pDC from HD. Because binding of HIV to CD4 is essential for pDC
activation, the low CD4 expression by pDC from VIR may explain the weak IFN-a response to HIV. 3D
microscopy revealed that pDC from HIC and HD expressed intracellular TRAIL that is relocalized to the
membrane after HIV exposure. In contrast, pDC from VIR expressed membrane TRAIL without any
stimulation.

Conclusion: We demonstrate here that HIV controllers pDC are functional and respond to HIV by
producing IFN-a, expressing membrane TRAIL turning them into IKpDC and inducing apoptosis of T

cells line.



Introduction

HIV-1 pathogenesis is characterized by high viral load and massive CD4 T cell depletion [1, 2] in the vast
majority of patients. However, a subset of HIV-1-positive individuals has been identified that does not
progress and spontaneously maintains an undetectable viral load. This infrequent patients population is
defined as HIV-1 controllers (HIC) [3-5] and represents less than 1% of HIV-1-infected patients [6, 7].
The majority of HIC is also defined by the absence of massive CD4 T cell depletion, even after 10 years
of infection [5, 8].

Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are innate immune cells [9, 10] and play a central role in host defense
against viruses [11, 12] by producing high levels of IFN-a [13-16]. Simian models showed that prolonged
Interferon-stimulated genes expression could be involved in AIDS progression [17] and that a reduced
IFN-a production by pDC in response to SIV could explain the resistance to AIDS progression in sooty
mangabey model [18]. In HIC, a reduced IFN-a production by pDC could also contribute to the limited
CD4 T cell depletion. This point has not been investigated yet. Ex vivo, a severe decrease of pDC in blood
from HIV-infected viremic patients (VIR) is observed [19, 20]. This apparent blood depletion is probably
due to migration of HIV-activated pDC from blood to lymphoid organs [21, 22] where massive CD4 T
cell depletion occurs [23, 24]. Indeed, IFN-o was demonstrated to contribute to the increased depletion of
T cells in human thymus [25]. Furthermore, HIV activated pDC also express the apoptotic ligand TRAIL
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) providing them potential killer activity (Interferon-Producing
Killer plasmacytoid Dendritic Cells, IKpDC) [15]. These TRAIL-expressing IKpDC were demonstrated to
be in close proximity to apoptotic CD4 T cells in tonsils from HIV-infected viremic patients [21] .

TRAIL selectively induces apoptosis of human HIV-exposed CD4 T cells in vitro [26]. TRAIL induces
apoptosis of death receptor 5 (DRS5)-expressing cells [27, 28]. The percentage of CD4 T cells co-
expressing TRAIL and DRS5 are elevated in the blood of VIR [29, 30] and are reduced by successful
Highly Active Anti-Retroviral Therapy (HAART) [31]. The study of TRAIL regulation reveals that type I

interferon (IFNo/f) produced by pDC after HIV endocytosis regulates TRAIL on CD4 T cells [16]. IFN-a



production by HIV-induced TLR7 activation of pDC correlates with disease progression and is sex

dependent [32].

Only limited information is available about pDC in controllers [33], and because it has not been yet

reported, we investigate here pDC response to HIV and TRAIL expression by HIC patients.



Materials and Methods

Patient blood samples. HI'V controllers came from the French national cohort ANRS CO18 and from the
Spanish cohort HUVR of HIV-Controllers, previously described [34]. The controller cohorts were
selected as HIV-1-infected patients without any antiretroviral treatment with a follow-up longer than 10
years and with HIV RNA measurements lower than 400 copies/mL in the plasma [35, 36] (Amplicor
Monitor, Roche Diagnostics, France).

Viremic chronically-infected untreated patients with CD4 count above 400 cells/mm’® were selected at the
Bicétre Hospital in Paris (France) and at Virgen del Rocio University Hospital in Seville (Spain) for
apoptosis assays (Table 1). Blood from 30 healthy donors was obtained from “Etablissement Francais du

Sang” (convention # 07/CABANEL/106), Paris, France.

Ethics Statement

The study was promoted by the Agence Nationale de Recherche pour le Sida (ANRS) under number
ANRS Study EP36 and approved by the Comité de Protection des Personnes lle de France VII under
number 05-22. Experimental procedures with human blood have been approved by the Bicétre and Necker
Hospital Ethical Committees for human research and were done according to the European Union

guidelines and the Declaration of Helsinki.

Isolation and culture of blood leukocytes. /n vitro experiments were performed using peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) freshly isolated by density centrifugation from peripheral blood lymphocyte
separation medium (Cambrex, Gaithersburg, MD). To preserve cell integrity and function no frozen cells
had been used. CD4 T cells and pDC were purified using CD4 purification kit (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Germany) and Human plasmacytoid DC Negative Isolation Kit (StemCell Technologies),
respectively. Then, cells were cultured in RPMI 1640 (Invitrogen, Gaithersburg, MD) containing 10%

fetal bovine serum (Hyclone, Logan, UT) and 1% Pen-Strep-Glut (Invitrogen).



Viral stimulation. Cells from HD, HIC or VIR were seeded at 5.10*/100ul and cultured overnight with
inactivated HIV-1yn AT-2 at 20 ng/mL p24“* equivalent kindly provided by J.D. Lifson (SAIC-NCI,
Frederick, MD) or Flu. Supernatants were collected for cytokine detection. HIV-1/pDC interaction was
inhibited using soluble CD4 (2ug/ml) and recombinant gp120 (2ug/ml) obtained through the NIH AIDS

Research and Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID.

Flow cytometry. Cells were incubated for 20 min at 4°C with FITC-CD123 (MBL International, Woburn,
MA), APC-BDCA-2/4 and Vioblue-CD4 (Miltenyi), and APC-Cy7-CD14 (BD Biosciences, San Jose,
CA) or with appropriate isotype-matched control antibodies (5 ug/mL each) in PBS containing 2% mouse
serum (Sigma, Saint Louis, MO). pDC were tested for PE-TRAIL (eBioscience, San Diego, CA). FACS
analysis were performed on a flow cytometer (FACSCanto 7 colors) using FACSDiva software (BD

Biosciences). Cells were analyzed by FlowJo software (Treestar, Ashland, OR).

Cytokine detection. Supernatants of pDC were tested for multispecies soluble IFN-a by ELISA (Cell

Sciences, Canton, MA) according to the manufacturer’s instructions.

Apoptosis assays. Purified pDC were stimulated overnight or not with 1pM CpG ODN 2216 (Invivogen).
Cells were cultured in RPMI 1640 medium (Invitrogen) containing 10% fetal bovine serum (Hyclone) and
1% Pen-Strep-Glut (Invitrogen). Freshly purified CD4 T cells or HIV-infected H9 T cell lines were used
as target cells and cocultured with pDC. Unstimulated and CpG-stimulated pDC were cocultured with the
HO9 T cells at cell ratio effector/target 2:1, in a 96-well plate. After 24h of coculture the supernatants were
collected, the cells were washed with Annexin buffer and incubated 15 minutes with AnnexinV/Topro-III

and CD123 antibodies at 4°C. AnnexinV/Topro-3 was measured on CD123" H9 T cells.

3 Dimensional microscopy. Purified pDC from HD, VIR and HIC were plated on poly-L-lysine (Sigma,

St. Louis, MO)-coated slides and then fixed in 4% paraformaldehyde, quenched with 0.1 M glycine. Cells



were incubated in permeabilizing buffer containing 1% saponin with mouse anti-TRAIL (clone RIK-2,
ebioscience) and Alexa547 labeled anti-CD4 (BD bioscience). TRAIL staining was revealed using a
secondary goat anti-mouse IgG-Alexa488 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Nucleus was
stained using DAPI (Molecular Probes, Paisley, UK). Mounted slides were scanned with a Nikon Eclipse
90i Upright microscope (Nikon Instruments Europe, Badhoevedorp, The Netherlands) and were
subsequently deconvoluted (Meinel algorithm) and analyzed using Metamorph® (MDS Analytical
Technologies, Winnersh, UK). ImageJ 3D viewer was used on overlay stack on pDC stained with

TRAIL/CD4/DAPI.

Statistical analysis. Experiments were repeated four times. P values (P) were determined using a two-
tailed Student’s 7 test. P<0.05 was considered statistically significant. Univariate distributions of flow

cytometry data were performed by probability binning, in 300 bins using FlowJo software.



Results

Quantitative and qualitative pDC analysis

pDC blood depletion is a serologic marker for AIDS progression [19, 37]. We determined the percentage
of pDC, among PBMC, characterized by CD4" CD123" CD11¢ BDCA-2" BDCA4" (Figure 14) in blood
from 11 untreated HIV-1-infected patients (VIR) and 13 controller patients (HIC) (Table 1) compared to
30 healthy control donors (HD). In contrast to the pDC depletion observed in VIR, HIC did not exhibit a
statistically significant pDC percentage or absolute number decrease in blood compared to HD. Also, the
percentage and number of pDC in HIC was significantly higher than in VIR (Figure 15). We then tested
whether purified pDC from HIC or VIR were able to produce IFN-a when cultured with either HIV or Flu
(influenza A virus).

HIV-stimulated pDC from HIC produced similar levels of IFN-o than HD (Figure 1C). However, HIV-1-
induced pDC response of VIR was significantly lower than HD (p=0.01) and HIC (Figure 1C). PDC from
HIC statistically produced higher levels of IFN-a in response to Flu than pDC from HD or VIR (Figure
1D). Thus, we demonstrate here that pDC from HIC are able to produce IFN-a in response to both
viruses, demonstrating that pDC present no quantitative nor qualitative default in IFN-o pathway,

suggesting a functional innate immune response.

TRAIL expression and regulation in pDC from HIC

For a complete functional analysis, pDC from HD, VIR and HIC were purified from fresh blood and
TRAIL expression was studied. Cytometry analysis revealed that less than 10% of freshly purified pDC
from HD or HIC expressed membrane TRAIL (mTRAIL) in vivo in contrast to the 30% of TRAIL-
positive pDC from VIR (Figure 24). However, in vitro stimulation of pDC by HIV induced significant
mTRAIL expression by pDC from HIC (70%=+10, p=0.002) at similar levels to HIV-stimulated pDC from
HD (69%+9, p=0.001). Surprisingly, HIV-mediated mTRAIL expression was lower on pDC from VIR

(55%=9, p=0.004) than on pDC from HD or HIC.



Thus, we performed 3D microscopic experiments to study TRAIL expression and localization in
unstimulated and HIV-activated pDC from HD (n=3), HIC (n=3) and VIR (n=3). As shown in Figure 2,
cytometry analysis revealed no expression of mTRAIL by unstimulated pDC from HD. Surprisingly,
image plan analysis revealed that unstimulated pDC from HD expressed TRAIL (green) in the
intracellular compartment (Figure 28 and C, upper panels). In this setting, TRAIL localization of pDC
from HIC was similar to HD (Figure 2B and C, second panel from top). In contrast, pDC from VIR
expressed both intracellular and extracellular TRAIL (Figure 2B and C, third panels from top), confirming
FACS analysis (Figure 24 and B). Similarly, intracellular TRAIL expression of HIV-1-stimulated pDC
from HIC and HD appeared to be decreased in the favor of the membrane compared to unstimulated pDC
from HD or HIC (Figure 2B and C, lower panels).

To better characterize TRAIL localization in pDC, 3D reconstruction analysis was performed (Figure 3,
left panels). YZ and XZ stacks showed the relocalization of TRAIL at the membrane of HIV-1-stimulated
pDC from HD and HIC (Figure 3C and D, left panel) in contrast to intracytoplasmic TRAIL repartition of
unstimulated pDC from HIC or HD (Figure 34 and B left panel). 3D interactive surface plot of ImageJ
software allowed us to visualize with precision internal or external localization of TRAIL combined with
phase contrast acquisition (membrane delimitation) (Figure 3, middle panels). The number of cells
expressing membrane or intracellular TRAIL was quantified by counting a total of 50 pDC per condition
from HD (n=3), HIC (n=3), HD+HIV (n=3) and HIC+ HIV (n=3) (Figure 3, right panels). It should be
noticed that cells expressing both intracellular and membrane TRAIL were counted as membrane TRAIL
positive cells. Our results clearly demonstrated that HIV-1-stimulated pDC from HIC harbored membrane
TRAIL localization (Figure 3C and D) in contrast to the restrictive intracellular TRAIL expression of the
vast majority pDC from unstimulated HD and HIC (Figure 34 and B, right panels). We also found that ex
vivo pDC from VIR expressed membrane TRAIL in contrast to pDC from HD or HIC (sup Fig. 1).

Thus, these results demonstrate that pDC from HIC are able to respond to HIV in vitro by expressing
TRAIL and activation markers such as HLA-DR, CD80, CD83, CD86, CD40, and CCR7 (data not

shown).



CD4 expression on pDC from HD, VIR and HIC

We showed in Figure 1C that pDC from VIR produced less IFN-a than pDC from HD or HIC in response
to HIV while they responded equally to Flu stimulation (Figure 1D). We and others previously reported
that the binding of viral gp120 to cellular CD4 expressed by pDC was essential to activate the endocytosis
pathway and the TLR response [15, 38, 39]. Thus, we quantified CD4 expression on pDC freshly purified
from all individuals groups. CD4 expression was significantly lower on unstimulated pDC from VIR than
HIC or HD. In contrast, CD4 expression was similar on pDC cell surface from HIC and HD (Figure 44).
Thus, purified pDC were stained ex vivo with anti-CD4 (red), anti-TRAIL (green) and DAPI (blue)
(Figure 4C). Similar levels and repartition of CD4 were observed on pDC from HIC and HD. CD4 was
homogeneously expressed at the cell surface, while TRAIL was localized into the cell. However, pDC
from VIR clearly showed membrane TRAIL and reduced CD4 expression. Confirming our results from
Figure 3, we found that TRAIL was stored into intracellular compartment under the CD4 “cover”. In
contrast, pDC from VIR showed very low CD4 expression and high membrane TRAIL expression, as
expected.

We tested whether CD4 blocking by soluble CD4 (sCD4) or recombinant gpl20 reduced IFN-o
production by pDC. Figure 4D shows that both sCD4 and gp120 significantly reduced IFN-a production
by HIV-stimulated pDC. IFN-a production by Flu-stimulated pDC was not affected by sCD4 nor gp120.

In contrast to HIV, Flu does not require cellular CD4 to activate pDC.

Efficiency of apoptosis induction by pDC from HD, VIR and HIC

Blood pDC were purified from 8 VIR, 9 HIC (Table 1) and 8 HD individuals. To compare the efficiency
of pDC we cultured them with CD4 T cell line (H9) chronically infected by HIV and expressing TRAIL
death receptors (DR4 and DRS5) but not membrane TRAIL (Figure 54). However, coculture with pDC
induced mTRAIL expression by H9 cells (Fig. 5B). This cell line allowed us to standardize the activity of

killer pDC, thereby avoiding variability of T cell death due to differences in patient disease stage. CD4 T
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cells from VIR died faster in vitro than cells from HD [30]. We show that recombinant TRAIL induced
HO9 cells apoptosis in a dose- and time-dependent manners, and the addition of soluble DRS (TRAIL
inhibitor) dramatically inhibited TRAIL-induced H9 cell death (Figure 5C). These results clearly
established H9 cell line as target for IKpDC activity.

Our previous results show that the level of pDC activation by HIV was dependent on CD4 expression on
cell surface (Figure 4). Thus, we cocultured H9 cells with stimulated or unstimulated pDC (Figure 5D)
using a CD4 independent activator, the TLR9 stimulatory molecule CpG. We verified that CpG induced
TRAIL expression on pDC (Figure 5F) and that CpG-stimulated pDC induced infected-H9 cell apoptosis
was significantly inhibited by TRAIL blocker soluble DRS. It should be noted that unstimulated pDC
were able to induce significant apoptosis of H9 cells (Figure 5F) due to the release of viruses from HIV-
infected H9 cells.

Thus, we pre-stimulated (or not) pDC from HD, VIR and HIC with CpG overnight and then cultured them
with HIV-infected H9 cells. Unstimulated pDC induced significant apoptosis of H9 cells, irrespective of
their origin (Figure 5G). As expected, CpG-stimulated pDC induced higher levels of apoptosis by H9 cells
compared to unstimulated pDC, in all groups of patients (Figure 5H). Interestingly, pDC from HIC
seemed to induce stronger H9 cells apoptosis compared with pDC from HD. In summary, we found that
pDC from HIC are functional and both HIV and CpG-activated pDC can efficiently kill HI'V-infected

CD4 T cells.
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Discussion

pDC produce IFN-a in response to viral infection [12, 13, 16, 40]. There is now a debate in the literature
concerning the activation of pDC in AIDS-resistant simian models. One study showed that the resistance
to AIDS progression in sooty mangabey model was explained by a deficient IFN-a production by pDC in
response to SIV [18]. In contrast, it was recently shown that pDC could be activated by SIV [41] and
produce high levels of type I IFN similarly in AIDS-resistant and AIDS susceptible simian models [17,
42, 43]. The kinetic study of acute and chronic SIV infection demonstrated that the difference between
pathogenesis resistant African green monkey (AGM) and susceptible Rhesus macaque (RM) resides in the
kinetics of Interferon-stimulated genes (ISG) expression. Resistance was associated with a peak at around
2 weeks post-infection, followed by a decline to near-baseline levels by 4 weeks [17, 43]. In contrast, RM
followed a generally similar kinetics until the decline, which leveled off well above the baseline to
become chronic [42]. In humans, the role of IFN-a in HIV pathogenesis seems to be complex, and it has
been recently demonstrated that activated pDC and IFN-a contribute to chronic immune activation and
CD4 T cell depletion [21, 25].

Thus, we studied pDC to clarify whether human pDC response to HIV is altered in HIV controllers. In
accordance to simian models, we found that HIC patients maintained high blood number of pDC, which
were producing high levels of IFN-a in response to HIV exposure. In contrast, we found that pDC from
VIR statistically produced less IFN-a than pDC from HIC or HD in response to HIV, but surprisingly
produced similar levels of IFN-a in response to Flu as HIC and HD. Furthermore, we also found that CpG
exposure induced similar levels of IFN-a by pDC from VIR and HIC or HD (data not shown). Thus, our
data support the recent findings of an hyperfunctionality of blood pDC from VIR [33]. Furthermore we
found that pDC from HIC did not expressed activation (CD40, HLA-DR), maturation (CD80, CD83,
CD86) nor migration markers (CCR7) in vivo, but expressed them after in vitro HIV exposure (data not

shown).
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Previous studies hypothesized that HIV-mediated pDC activation was dependent of viral gp120 binding to
cellular CD4 [38, 44]. We demonstrate here that soluble CD4 or recombinant gp120 strongly abrogated
IFN-a production by HIV-activated pDC. Thus, we quantified CD4 expression on the pDC cell surface.
Cytometry and microscopic study clearly demonstrate that pDC from VIR statistically express lower
levels of surface CD4 than pDC from HD. Furthermore, CD4 expression on pDC from HIC was similar to
pDC from HD. This could be explained by the very low levels of HIV-1 particles in these patients. Thus,
the reduced expression of CD4 by pDC from VIR could explain that pDC from these patients produce less
type I IFN in response to HIV than HIC or HD, but similar levels when stimulated by a CD4-independent
virus, such as Flu.

In addition to type I IFN production, we previously showed that HIV transform pDC into IKpDC [15].
Thus, we tested whether HIV could induce activation of pDC into IKpDC in HIC. Our results showed that
most of pDC from HIC did not express TRAIL on their membrane in vivo contrasting with the 30% of
TRAIL-expressing pDC from VIR. Microscopic analysis revealed that pDC from HD possessed an
intracellular pool of TRAIL, that is relocalized to the cell membrane under HIV activation transforming
pDC into IKpDC. pDC from HIC exhibit an intracellular pattern and a same relocalization of TRAIL
expression after viral exposure as pDC from HD. In contrast, ex vivo pDC from VIR showed high levels
of membrane TRAIL expression. In addition, 3D microscopy analysis of circulating pDC from VIR
revealed the existence of IKpDC, confirming the in vivo generation of this cell subset during HIV
infection [21].

We thus demonstrated that pDC from HIC are functional defined by IFN-a production and membrane
TRAIL expression after viral stimulation, transforming them into IKpDC. The fact that pDC from HIC, in
contrast to pDC from viremic patients, do not express TRAIL ex vivo suggests that they are less stimulated
in vivo, probably due to the nearly absence of HIV particles in the blood. Thus, pDC are not activated and
probably do not migrate to lymphoid organs, explaining the elevated number of pDC in blood from HIC
compared to VIR patients. These results are consistent with our previous study showing that tonsils from

controllers do not exhibit [IFN-a staining in contrast to tonsils from VIR [45].
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Finally, we performed functional assays to test whether IKpDC could induce apoptosis of CD4 T cells. It
has been shown that HIV induced TRAIL expression by pDC, however these TRAIL expressing pDC
could not induce lysis of autologous HIV-infected CD4 T cells measured by °'chrome release after 6 hours
of culture [46]. We did not investigate lysis in our study, but apoptosis using early (Annexin V) and late
(Topro-III) markers to precisely determine apoptosis levels. Indeed, it is now clearly accepted that the vast
majority of CD4 T cells undergoes massively death by apoptosis in HIV-infected patients. We previously
demonstrated that HIV-1-exposed CD4 T cells expressed high levels of DRS after 24h of culture and
consequently became sensible to TRAIL-mediated apoptosis [30]. We show here that, in coculture,
TRAIL-expressing pDC, and probably TRAIL-expressing H9 cells induced apoptosis of the DRS5 positive
CD4 T cell line H9. This result combined with TRAIL expression and the high levels of IFN-a produced
by pDC from HIC suggest that, in contrast to some simian model, pDC from controllers are fully
functional and acquire a killer profile (IKpDC). However, HIV controllers maintain high CD4 T cell
counts, which can not be explained by a lack of killer activity from pDC but rather from a particularity of

CD4 T cells that remained to be investigated.
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Figure Legends

Figure 1. Quantitative and qualitative characterization of pDC from HIC. (A). Characterization of
pDC using CD14 exclusion and CD4, BDCA-2, BDCA-4 and CD123 stainings. (B). pDC quantification.
Percentage and pDC number of pDC (BDCA-2", BDCA-4", CD123" and CD4") contained in blood from
healthy individuals (HD), viremic (VIR) and controller (HIC) patients. Statistical analysis of pDC number
in blood from HD (n=30), VIR (n=11) and HIC (n=13). (C-D). IFN-a secretion by viruses-stimulated
pDC. IFN-a production was measured in supernatants of pDC among PBMC from HD (n=13), VIR (n=9)
and HIC (n=11) cultured with HIV-1 MN AT2 (C) or influenza A virus (Flu) (D). P values (p) were
determined using Mann-Withney (A-B) and two-tailed Student’s ¢ test (C-D). (NS: not significant; P<0.05
was considered statistically significant). * indicates p< 0.05; ** indicates p< 0.01.

Figure 2. Cytometry and 3D analysis of TRAIL localization in pDC. (A). Freshly purified pDC from
HD, VIR and HIC individuals were cultured with (HIV) or without (Unst) HIV overnight. Cells were
stained with anti TRAIL antibody and analyzed by FACS. Panels represent percentage of mTRAIL
positive pDC. (B) pDC from HD, HIC, VIR and pDC from HD and HIC cultured in vitro with HIV
(HD+HIV) were analyzed for TRAIL expression by flow cytometry and simultaneously by 3D
microscopy (C). pDC from HD, HIC, VIR and HIV-activated pDC from HD (HD+HIV) and HIC
(HIC+HIV) were stained with anti-TRAIL (green) and DAPI (nucleus staining) and analyzed by 3D
microscopy. pDC stainings (green and blue) were merged (right panels). pDC from VIR and HIV-
activated pDC showed a different TRAIL localization compared to unstimulated pDC from HD or HIC
(©).

Figure 3. Microscopy analysis of TRAIL localization in pDC. To better characterize TRAIL
localization, images were analyzed using 3D interactive surface plot analysis. (A). Deconvolution overlays
of representative 2D red cross axis XY focal plan with XZ / YZ view of focal plane and projection overlay
of cell stainings (analyzed by Metamorph software). pDC from HD (A), HIC (B), HIV-stimulated pDC
from HD (C) and HIV-stimulated pDC from HIC (D) were stained with anti-TRAIL (green) and DAPI

(nucleus staining). Deconvolution of representative 2D XY focal plane was treated to allow Z scaling of

19



pixel intensity (Interactive 3D surface plot analyzed by Imagel software). Each staining, anti-TRAIL
(green) and DAPI (nucleus staining) were merged together with phase contrast (grey, defined cell
surface). This 3D surface plot representation was used to enhance the observation of intracellular TRAIL
localization or its relocalization to the membrane (Mb). The vast majority of pDC from HD and HIC
statistically expressed intracellular TRAIL (green) in contrast to pDC from VIR and HIV-stimulated pDC
that expressed TRAIL at cell surface. 50 cells per condition, (HD (n=3), HIC (n=3), HD+HIV (n=3) and
HIC+ HIV (n=3)) were quantified regarding their expression of membrane or intracellular TRAIL
expression. NS: not significant; P<0.05 was considered statistically significant). * indicates p< 0.05; **

indicates p< 0.01.

Figure 4. CD4 expression by pDC. (A). CD4 cell surface expression by pDC from 12 HD (HD), , 11
VIR (VIR) and 10 HIC (HIC) was quantified by FACS and expressed in mean fluorescence intensity
(MFI). (B). 3D microscopy of CD4 and TRAIL expression by pDC. pDC from HD, HIC, VIR were
stained with anti-TRAIL (green), CD4 (pink) and DAPI (blue). pDC stainings (green, pink and blue) were
merged and analyzed using 3D viewer by ImageJ. CD4 expression by the same pDC was also analyzed by
FACS (left panels). (C). purified pDC were cultured in presence of HIV, with or without soluble CD4
(sCD4), recombinant gp120 (gp120) and with Flu with or without sCD4 and gp120. IFN-a levels were
measured by ELISA after 12h of culture.

Figure 5. Apoptosis of H9 cells by pDC. (A). HIV-infected H9 cell line was characterized by FACS for
TRAIL and TRAIL death receptor (DR4 and DRS5) expressions. (B). Membrane TRAIL expression on H9
cells cultured without (left panel), with pDC (middle panel) or CpG-activated (left panel) pDC. (C). HIV-
infected H9 cells were cultured 24h in presence of increasing concentration of recombinant TRAIL (upper
panel) and apoptosis was quantified by FACS using Annexin V/Topro III stainings. H9 cells were cultured
24h in presence of recombinant TRAIL (200 ng/ml) and apoptosis was measured using AnnexinV/Topro
III every 3 hours (middle panel). H9 cells were cultured in presence of TRAIL and soluble DR5 (sDRSY)

for 24h and apoptosis was evaluated by AnnexinV/Topro III (bottom panel). (D-E). H9 cells were
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cocultured 24h with purified unstimulated or CpG-stimulated pDC from HD (F). Cells were discriminated
using CD123-SSC parameters, and apoptosis was quantified by FACS. (F). TRAIL expression by
unstimulated or CpG stimulated CD123" cells (pDC) was quantified by FACS. (G-H) pDC were purified
from 8 HD, 8 VIR and 9 HIC and stimulated or not overnight with CpG. Unstimulated pDC (G) and
overnight CpG-stimulated (H) pDC from 8 HD, 8 VIR and 9 HIC were then cocultured 24h in presence of
HO cells at ratio 2:1. Left panels represented Annexin V positive H9 cells and right panels Topro III
positive H9 cells. NS: not significant; P<0.05 was considered statistically significant). * indicates p< 0.05;

** indicates p< 0.01.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5

HIV-infected H9 cells
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Sup Figure 1
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Supplemental Figure 1. Deconvolution overlays of representative 2D red cross axis XY
focal plan with XZ / YZ view of focal plane and projection overlay of cell stainings
(analyzed by Metamorph software). pDC from VIR were stained with anti-TRAIL (green)
and DAPI (nucleus staining). Deconvolution of representative 2D XY focal plane was
treated to allow Z scaling of pixel intensity (Interactive 3D surface plot analyzed by Imagel
software). Each staining, anti-TRAIL (green) and DAPI (nucleus staining) were merged
together with phase contrast (grey, defined cell surface). pDC from VIR expressed
intracellular and membrane TRAIL. 50 cells from 3 different patients were quantified
regarding their expression of membrane or intracellular TRAIL expression.



Sup Figure 2

3D Microscopy of purified pDC

TRAIL DAPI I'RAIL/CD4/DAPI

Supplemental Figure 2: 3D microscopy of CD4 and TRAIL expression by pDC. pDC
from HD (HD), HIC (HIC), VIR (VIR) were stained with anti-TRAIL (green), CD4 (pink)
and DAPI (blue). pDC stainings (green, pink and blue) were merged and analyzed using 3D
viewer by Imagel. CD4 expression by the same pDC was also analyzed by FACS (left
panels).




Sup Figure 3
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Supplemental Figure 3: (A) HIV-infected H9 cells were cultured in presence of 200 ng/ml of
recombinant TRAIL. Apoptosis was quantified by FACS using Topro III and Annexin V markers.
(B) Purified pDC from HD were cocultured 24h in presence of HIV-infected H9 cells (ratio 2:1).
TRAIL expression on pDC was quantified by flow cytometry and compared to unstimulated pDC
cultured without HIV-infected H9 cells for 24h. Results shown are representative of 4 independent
experiments. (C) TRAIL expression on HIV-infected H9 cells. Cells were cultured in presence of
pDC, CpG-activated pDC or CpG-activated pDC with chloroquine. TRAIL expression was
measured by FACS. Dot plots are representative of 4 experiments.



Résultat 3 : Etude des LTCD4" et de la voie
TRAIL/DRS chez les patients HIV-Controllers
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Contexte : Des études in vitro ont montré I’implication potentielle de la voie TRAIL/DRS
dans la mort des LTCD4". Cette voie d’apoptose pourrait contribuer a la mort massive des

LTCD4" observée chez les patients infectés par le VIH-1.

But : Le but de cette étude consiste a étudier I’expression du ligand apoptotique TRAIL et de
son récepteur DRS, afin de déterminer si un défaut d’expression au niveau de ces deux

molécules pourrait expliquer la résistance des LTCD4" des patients controleurs du VIH-1.

Méthodes : 12 patients HIV-Controllers (HIC) qui controlent la déplétion de leurs
lymphocytes TCD4 et également leur charge virale (concentration d’ARN viral plasmatique
inférieure a 400 copies/mL) ont été sélectionnés dans la cohorte CO18 de I’Hopital Bicétre.
Parallélement, 14 patients virémiques (VIR) non traités et chroniquement infectés par le VIH-
1, ont été également sélectionnés. Nous avons utilis¢é comme groupe témoin, 15 donneurs
sains de I’Etablissement Frangais du Sang testés séronégatifs pour le VIH-1.

Les LTCD4" des patients controleurs, des patients virémiques et des donneurs sains ont été
purifiés par tri magnétique (sélection négative). Les cellules ont été stimulées in vitro par le
VIH-1 et ’expression du ligand de mort TRAIL et des récepteurs de mort DRS5, DR4, DcR1
et DcR2, ainsi que FAS a été analysée. Les principales techniques utilisées pour étudier le
phénotype des LTCD4" des différents groupes de patients ont été la cytométrie en flux et la

microscopie a fluorescence.
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Nous avons dans un premier temps analysé 1’expression membranaire de TRAIL sous
stimulation par le VIH. L’analyse in vivo en cytométrie de flux des LTCD4" montre une
absence d’expression de TRAIL a la surface des LTCD4" des patients controllers, semblable a
celle de donneurs sains, alors que la totalité des LTCD4" des patients virémiques expriment
un niveau ¢élevé de TRAIL membranaire. La stimulation in vitro par le VIH induit
I’expression de TRAIL membranaire chez les controllers et donneurs sains. Ainsi, la réponse

TRAIL in vitro n’est pas altérée chez les patients controllers.

Puis dans un second temps, nous avons analysé I’expression membranaire de DRS. Nous
avons alors analysé I’expression de DRS par les LTCD4". Le phénotype in vivo des LTCD4"
montre une grande similitude entre les donneurs sains et controllers, n’exprimant que peu ou
pas de DRS a leur surface, contrairement aux patients virémiques qui expriment des taux
¢levés de DRS. En revanche, la stimulation in vitro par le VIH a permis de mettre en évidence
une caractéristique des LTCD4" des patients controllers. Alors que ’expression de DRS
membranaire est augmentée par les LTCD4" de donneurs sains ou virémiques en réponse au
VIH, la stimulation des LTCD4" de patients controllers n’entraine pas d’expression

membranaire de DRA.

Par conséquent, nous avons voulu savoir si I’absence d’expression de DRS a la surface des
LTCD4" des patients controllers était due & une mutation. Nous avons alors séquencé le géne
DRS5 de 13 patients controllers et 24 patients virémiques. Nous avons identifi¢ une nouvelle
mutation homozygote non répertoriée dans GenBank, dans la séquence codant pour la
région leader de DRS. 76% des 13 patients HIC arborent la mutation qui change une Proline
en Leucine. En revanche, seulement 20% des 24 patients virémiques étaient porteurs de cette

mutation.

Enfin, nous avons alors cloné la forme mutée (P32L) et la forme sauvage (WT) de DRS dans
un vecteur tagué (Flag). Les deux formes ont ensuite été exprimées dans des cellules 293T.
Par Western Blot, en utilisant des anti-Flag et anti-DRS, nous avons identifi¢ deux formes de

DRS de poids moléculaires distincts : 40 kD (WT) et environ 50 kD (P32L).

L’analyse par microscopie 3 dimensions nous a permis de mettre en évidence la présence de
DRS5 dans les cellules de patients controllers. Ainsi I’absence d’expression de DRS a la
surface des LTCD4 " de patients controllers ne provient pas d’un défaut de synthése de la

protéine mais d’un défaut de relocalisation. La forme sauvage de DRS5 est exportée a la
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membrane des LTCD4" sous stimulation par le VIH alors que la forme mutée P32L de DR5

exprimée par les patients controllers reste intracellulaire et est séquestrée dans les
LTCD4".

Ainsi, d’aprés notre modele d’étude, nous émettons 1’hypothése que 1’absence d’expression de
DR5 a la surface des LTCD4" chez les patients HIV-Controllers pourrait contribuer a

I’absence de lymphopénie observée chez ces patients.
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TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) drives HIV-mediated apoptosis by engaging the death
receptor 5 (DRS) at the surface of CD4" T cells. Reduced HIV-mediated apoptosis of CD4" T cells could
contribute to explain the HIV controller phenotype. CD4" T cells from controllers, and healthy donors
express ex vivo limited amounts of TRAIL and barely detectable membrane DRS5 contrasting with high
expression of both molecules in CD4 " T cells from viremic patients. CD4" T cells were cultured with HIV
AT-2 and TRAIL-induced apoptosis was quantified. Significant lower apoptosis was detected in CD4" T
cells from HIV controllers with lower expression of membrane DR5. We then identified a novel recessive
homozygous substitution in DR5 gene leading to a Proline-to-Leucine change (P32L) in the leader
peptide. This mutation results in the intracellular sequestration of DR5 and confers resistance to TRAIL-
mediated apoptosis of CD4" T cells. Homozygous P32L genotype was statistically more frequent in HIC
(10/12) than viremic patients (3/14). Furthermore, membrane DRS5 expression negatively correlates with
the number of CD4" T cells in all groups of patients. Thus, detection of homozygous P32L genotype in

HIV-infected patients could be a new prognostic marker associated with preservation of CD4" T cells.



Introduction

TNF-Related Apoptosis Ligand (TRAIL), a TNF-o. family member ', induces apoptosis by binding to its
death receptors, DR4 and DR5 *’. Numerous studies showed that TRAIL pathway seems to be largely
implicating in immune cell dysregulation and apoptosis during HIV-1 infection *'®. Plasma TRAIL has
been reported to be an early pathogenic marker in acute HIV-1 infection and is correlated to viral load in
chronic disease '°. HIV-1 upregulates DR5 expression on the membrane of CD4" T cells in vitro 7 making
them prone to TRAIL-mediated apoptosis *. Furthermore, the percentage of CD4" T cells co-expressing
TRAIL and DRS5 are elevated in the blood of viremic progressors ‘. TRAIL-expressing plasmacytoid

%19 and in tonsils of patients progressing to AIDS

dendritic cells induce apoptosis of CD4" T cells in vitro '
20 Taken together, these reports support the idea that the TRAIL pathway is a major contributor of HIV-

infected but also non-infected HIV-1-exposed CD4" T cell depletion during AIDS progression.

The majority of HIV-1-infected individuals progress to AIDS characterized by massive CD4" T cell

d 2", However, a subset of HIV-1-positive individuals has been identified that

depletion and high viral loa
does not progress, but generally maintain spontaneously high CD4" T cell levels and an undetectable viral
load. These patients are termed HIV controllers (HIC), Elite Controllers, Elite Suppressors or Long-Term

327 We questioned whether the CD4" T cells from HIC are resistant to HIV-1-induced

Non Progressors
apoptosis by studying the TRAIL/DRS pathway. Such a resistance could have been valuable especially
during primary infection, a period during which early HIV control has been observed **. Indeed, we
observed HIV-induced apoptosis was significantly reduced in CD4" T cells in HIC compared with viremic
progressors (VIR). This reduction of apoptosis was associated with an unexpected very low expression of
membrane DRS5 on HIV-1 activated CD4" T cells. This leads to the identification of a novel recessive
homozygous substitution in DR5 gene leading to a Proline-to-Leucine change (P32L) in the leader

peptide. This mutation results in the intracellular sequestration of DR5 protein and confers resistance to

TRAIL-mediated apoptosis of CD4" T cells. This mutation is over-represented in HIC (83%) but exists



also in VIR (21%) and could be associated with a lower CD4" T cell count decrease and slower HIV

infection course.

METHODS

Blood samples. 12 HIV-1 controllers (HIC) enrolled from the French ANRS CO18 HIV Controller
cohort, were selected on the following characteristics: HIV-1-infected patients, never treated with any
antiretroviral treatment, with a follow-up longer than 10 years and with more than 90% of plasma HIV-1
RNA measurements lower than 400 copies/mL (Amplicor Monitor, Roche Diagnostics, Meylan, France).
14 viremic chronically-infected untreated patients (VIR) were selected at the Bicétre University Infectious
Diseases Clinic, and 15 healthy HIV-1-seronegative blood bank donors (HD) was obtained from
Etablissement Frangais du Sang (convention # 07/CABANEL/106, France). The study was promoted by
the Agence Nationale de Recherche sur le Sida (ANRS, number 05-22). All participants gave written
informed consent prior to blood sampling. Experimental procedures have been approved by the Bicétre
and Necker Hospital Ethical Committees for human research and were done according to the European
Union guidelines and the Declaration of Helsinki.

Isolation and culture of blood leukocytes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by
density gradient centrifugation using lymphocyte separation medium (Cambrex, Gaithersburg, MD). CD4"
T cells from HD, HIC and VIR PBMC were purified by using the CD4" purification (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Germany). Cells were cultured overnight in RPMI medium 1640 (Invitrogen,
Gaithersburg, MD) containing 10% FBS (HyClone, Logan, UT) and 1% Pen-Strep-Glut (Invitrogen) in
the presence of AT-2 HIV-1 (MN) at 60 ng/mL p24“* equivalent.

Flow cytometry. Cells were incubated for 20 min at 4°C with FITC-conjugated anti-DR4, -DRS5 (Alexis,
San Diego, CA) or Annexin-V (MBL International, Woburn, MA), PE-conjugated TRAIL and APC-Cy7-
conjugated anti-CD14 (BD Biosciences, San Jose, CA), Vioblue-conjugated anti-CD4 (Miltenyi) or with
appropriate isotype-matched control antibodies (at 5 mg/mL each) in PBS (Sigma, Saint Louis, MO) and

Fc-Receptor blockers (BD, Biosciences). Cells were washed twice in ice-cold PBS or Annexin V buffer



and FACS analysis was performed on a FACS Canto (7 colors) using FACS Diva software (BD
Biosciences) and analyzed with FlowJo software (Treestar, Ashland, OR).

SiRNA transfection. 3pul of Hiperfect transfection reagent (Qiagen, Courtaboeuf, France) were added to
appropriate siRNA concentration and adjusted at 100pl with serum-free medium. The solution was gently
mixed, incubated at room temperature (RT) during 30 minutes and then added to cells in culture overnight
(10° cells per 100ul in 96 well/plates). Cells were then cultured 24h with or without HIV-1. Control was
performed using scramble siRNA. Transfection efficiency using Alexa-488 tagged scramble siRNA
(Qiagen) and apoptosis were analyzed by flow cytometry.

RNA extraction. 500uL of Trizol (Sigma) were added to the pellet of CD4" T cells, then mixed and
incubated at RT during 5 min. 100puL of chloroform were added and centrifuged at 13 000 rpm (15 min).
The upper phase were recovered and 500pL of isopropanol (Sigma) was added and mixed at 4°C (1h).
The mix were then centrifuged 13 000 rpm (10 mins) and isopropanol were removed. 500 pL of 75°C
ethanol were added and centrifuged (13 000 rpm, 15 mins). Finally, RNA were recovered in 5 pL of H,0-
DEPC (Sigma) and stored at -80°C.

Reverse transcription. 1ug of RNA was used to perform the reverse transcription according to the
manufacturer’s instructions (Verso cDNA Kit, Thermo Fisher Scientific, abgene, UK).

PCR. Primers were synthesized by Invitrogen (primer DRS sens 5> AGGTGAAGTGGAGCTAAGTC 3,
DR5 antisens: 5° TCACTCCAGGGTGTACAATC 3’; primer [2-microglobuline sens: 5’
CCAGCAGAGAATGGAAAGTC, b2-microglobuline antisens GATGCTGCTTACATGTCTCG).
Amplification reaction were realized with a Mastercycler Eppendorf machine according to the following
program (Tm 55°C): Lid 110°C (5 mins, 94°C), 1 min (55°C) and 1 min 30 (72°C), 1 min (94°C), 35
cycles and finally 10 mins (72°C). Samples were run on an eletrophoresis gel agarose 1% (2h, 80V).
Three dimensional microscopy. Cultured CD4" T cells from HD and HIC were plated on poly-L-lysine
(Sigma)-coated slides, fixed in 4% paraformaldehyde and then quenched with 0.1 M glycine. Cells were
incubated in permeabilizing buffer containing 1% saponin with mAb DRS5 (ebioscience) and with

Alexa547 labeled anti-CD4 (BD bioscience). DRS staining was revealed by a goat anti-mouse IgG-



Alexa488 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). Nucleus was stained using DAPI (Molecular
Probes, Paisley, UK). Mounted slides were scanned with a Nikon Eclipse 90i Upright microscope (Nikon
Instruments Europe, Badhoevedorp, The Netherlands) using a 100x Plan Apo VC piezo objective (NA
1.4) and Chroma bloc filters (ET-DAPI, ET-GFP) and were subsequently deconvoluted with a Meinel
algorithm and 8 iterations and analyzed using Metamorph® (MDS Analytical Technologies, Winnersh,
UK) and ImageJ64 software (NIH, Bethesda, MD, USA).

DRS gene sequencing. DNA was extracted from PBMC (QIAmp Blood Kit Qiagen, Hiden, Germany)
and the 10 exons of DRS5 gene were amplified using eight pairs of primers (Supplemental Table 1) by the
KOD Hot Start DNA Polymerase (Novagen ®). Products of PCR were sequenced using the BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, US) and then run on an ABI 3730XL DNA
capillary-gel sequencer (Applied Biosystems). Sequences products were analyzed using the software
Mutation Surveyor (SoftGenetics, adresse). A two directional analysis was performed for all samples. The
NCBI Reference Sequence is NM 147187.2 and the Ensembl Transcript: TNFRSF10B-002
(ENST00000347739).

DRS5 Cloning. Full length C-terminus Flag-tagged WT DRS5 (database sequence NM 003842.4) was
obtained by RT-PCR amplification from RNA extracted from primary blood lymphocytes, then cloned by
standard molecular biology techniques into the HIV-1 based transfer vector pAIP ¥ The latter is
translated from the same transcript of DRS from an internal ribosome entry site (IRES). The cloning of
DRS allows for the stable expression of DRS after lentiviral mediated transduction of recipient cells and
Puromycin selection. The P32L DR5 mutation was introduced de novo by standard mutagenesis. Both
constructs were verified by sequencing.

Stable cell lines. DR5-coding lentiviral vectors were produced by transient calcium phosphate
transfection of HEK293T cells with 3 DNA constructs coding: the structural and non-structural proteins of
HIV-1 (Gag-Pro-Pol+ accessory proteins); the Vesicular Stomatitis Virus G envelope protein (VSVg), the
transfer plasmid coding WT and mutant DRS. As a result of the transfection, viral particles are produced

that can be used to stably express the transgene of interest in target cells as a result of integration **, WT



and mutant DR5-coding vectors were produced, normalized by protein content and used to transduce
recipient HEK293T cells. Stable cells were selected with Puromycin.

Western blot. Cells were lysed and analyzed by SDS-PAGE using either anti-Flag (SIGMA) or anti-DR5
antibodies (Cell Signaling, Ozyme Technology, Saint-Quentin-en-Yvelines France).

Statistical analysis. Experiments were repeated at least four times. P values (p) were determined using a
two-tailed Student’s ¢ test or Mann-Whitney. p<0.05 was considered statistically significant. Unvaried
distributions of flow cytometry data were performed by probability binning, in 300 bins using FlowJo

software >!.



Results

Similar TRAIL expression on CD4" T cells in HIC and HD

We studied TRAIL pathway in CD4" T cells from cohort of HIV controllers (HIC), viremic (VIR) patients
(Table 1) and healthy donors (HD). Levels of membrane TRAIL expression (mTRAIL) were similar
between cells from HD and HIC. Indeed, mTRAIL was expressed by 19% and 22% of freshly purified
CD4" T cells from HD and HIC, respectively (Figure 1A). In contrast, number of CD4" T cells expressing
TRAIL was higher in VIR (48%) than in HD (P = 0.006) and HIC (P = 0.02).

In vitro exposure to HIV-1 significantly increased the number of CD4" T cells expressing mTRAIL from
all groups of patients (Figure 1B). The number of CD4" T cells expressing mTRAIL was multiplied by 2.6
in HD (P =0.0010), 1.4 in VIR (P =0.0013) and 3.3 in HIC (P = 0.0005).

We also tested the expression of TRAIL receptors DR4, Decoy R1 and R2 (DcR1 and DcR2). DR4, DcR1
and DcR2 were weakly expressed in vivo by CD4" T cells and we did not observe any statistical difference
in these TRAIL receptor expression between HD, VIR and HIC. Furthermore, HIV-1 did not statistically
upregulated these receptors on CD4" T cell surface (Supplemental Figure 1A and 1B).

We also tested Fas expression by unstimulated and HIV-exposed CD4" T cells from all groups of patients.
We discriminated between CD45RO" and CD45RA" CD4" T cells for Fas expression. We found that the
vast majority of CD45RO" cells from all groups of patients expressed membrane Fas but it was not
statistically upregulated by exposure to HIV-1 (Supplemental Figure 2). In contrast, membrane Fas
expression was statistically upregulated by CD45RA" CD4" T cells in HD, VIR and HIC after HIV
exposure. Thus, Fas expression was normally regulated by CD4" T cells from HIC.

Ex vivo and in vitro expression of membrane DR5 on CD4" T cells from HIC, HD and VIR

We thus examined membrane expression of DR5 (mDRS) that we previously reported to be strongly
involved in HIV-1-induced CD4" T cell apoptosis *'®. Purified CD4" T cells from HD and HIC express
barely detectable mDRS5 (2% and 4%, respectively), in contrast to high mDRS levels on CD4" T cells from
VIR (38%) (Figure 1C). The percentage of DRS expressing CD4" T cells was statistically higher in VIR

than in HD (P = 0.002) and HIC (P = 0.0003).



In vitro exposure to HIV-1 significantly increased the proportion of CD4" T cells expressing mDRS5 from
HD (7% to 26%, P = 0.001). The number of mDR5 expressing CD4" T cells from VIR was high but was
not statistically increased by HIV-1 (37% to 39%, P = 0.7), probably due to the high level of mDRS5
expression in vivo (Figure 1D). However mDRS5 levels on CD4" T cells from VIR, quantified by mean
fluorescence intensity (MFI), were significantly increased (32 to 62 MFI, P = 0.004) upon exposure to
HIV-1 (Figure 1F). In contrast, the number of mDRS5 expressing CD4" T cells (Figure 1D) and mDRS
levels (Figure 1F) from HIC were not statistically increased after in vitro exposure to HIV-1 (5% versus
6% of DR5™ CD4" T cells and 4 versus 4.5 MF]I, respectively). Surprisingly, DR5™ CD4" T cells from two
HIC, A21 and A24 were more numerous under HIV-1 stimulation than other HIC (19% and 12%,
respectively) (Figure 1E). Thus, to determine the reason for the reduced membrane expression of DRS in
HIC CD4" T cells, we investigated whether DR5S mRNA levels were differently expressed by CD4" T
cells from HD and HIC. Surprisingly, we observed constitutive DR5S mRNA expression by unstimulated
and HIV-1-activated CD4" T cells from HIC similarly to HD (Figure 1G). Thus a defect of mRNA
synthesis cannot explain the very low expression of DRS at the CD4" T cell surface from HIC.

To test whether the lower mDRS expression by CD4" T cells from HIC was due to a limited T cell
response to HIV activation in vitro, we measured the expression of the activation marker HLA-DR. Ex
vivo CD4" T cells from VIR expressed higher levels of HLA-DR than cells from HIC or HD as previously
published ** (Supplemental Figure 3A). However, in vitro HIV-1 exposure statistically upregulated HLA-
DR expression on CD4" T cells from HIC and HD (Supplemental Figure 3B) demonstrating that CD4" T
cells responded to HIV-1 activation. The HIV-mediated HLA-DR upregulation by CD4" T cells was not
statistically significant in VIR, probably due to high levels of activation observed in vivo. Thus, because
CD4" T cells from HIC expressed HLA-DR after HIV exposure, the absence of DRS expression cannot be
explained by a lack of response to HIV-1 activation.

We also activated CD4" T cells from HD, VIR and HIC using anti-CD3-CD28 antibodies. CD4" T cells
from HD and HIC (A6) expressed high levels of the activation marker CD69 under anti CD3-CD28

stimulation demonstrating a strong response of cells from HIC (Supplemental Figure 3C). We thus tested



membrane DRS5 expression by activated CD4" T cells. Anti CD3-C28 and HIV-1 stimulation induced
mDRS5 expression by CD4" T cells from HD, VIR, and the two HIC patients A21 and A24. In contrast,
and similarly to HIV-1 stimulation, anti-CD3-CD28 activation did not statistically induce mDRS5
expression by CD4" T cells from HIC (Supplemental Figure 3D). Thus, the lack of mDRS5 expression by
HIC cannot be due to a lack of T cell activation.

Finally, we tested whether a reduced mDRS5 expression in vivo could be associated with higher CD4" T
cell count. We observed a negative correlation between mDRS expression ex vivo and CD4" T cell count
from HIC (r’=0.6878, p=0.0005) and VIR (r’=0.4535, p=0.0083) patients (Figure 1H). These clinical

correlations support that limited mDRS expression is associated with higher CD4" T cell count.

Apoptosis study of CD4" T cells under HIV-1 stimulation

To determine whether the low membrane expression of DR5 observed in CD4" T cells from HIC could
mediate resistance to HIV-1 induced apoptosis, we first silenced DRS mRNA in CD4" T cells from HD
(Figure 2A-B). We tested the efficiency of T cell transfection and obtained 70% of positively transfected
cells when using Alexa-488 scrambled RNA (Supplemental Figure 4A). We thus tested the efficiency of
DRS downregulation by DRS siRNA. 60% (P = 0.004) of DR5 protein were downregulated in transfected
CD4" T cells (Figure 2A) resulting in a significant resistance to HIV-1-induced apoptosis compared to
cells transfected with scrambled RNA (32% to 14%, P = 0.002) (Figure 2B and Supplemental Figure 4B).
Therefore, we tested HIV-mediated CD4" T cell apoptosis in HD, in A21 patient that express mDRS on
HIV-activated CD4" T cells and in A6 patient showing very low mDRS5 expression on CD4" T cells. We
used the late marker of apoptosis Topro III to determine cell death. We showed that CD4" T cells from
A21 patient were undergoing apoptosis under HIV-1 activation in a similar way than cells from HD. In
contrast CD4" T cells from A6 patient did not significantly undergo apoptosis when exposed to HIV-1
(Figure 2C).

Thus, we compared CD4" T cell apoptosis from HD, VIR and HIC that do not express significant DRS

under HIV-1 stimulation (10/12) (Figure 2D). Purified CD4" T cells were cultured with inactivated AT-2
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HIV-1 (MN) and tested for apoptosis using Annexin V. HIV-1 induced 31% (P = 0.003) and 40% (P =
0.001) of Annexin V expression by CD4" T cells from HD and VIR, respectively. In contrast, basal
apoptosis was not statistically increased in CD4" T cells from HIC after HIV-1 exposure (Figure 2D).
Above results suggested that mDRS5 expressing cells were undergoing apoptosis after HIV exposure, and
that absence of mDRS is protective from cell death.

P32l 5n the peptide leader sequence.

Identification of a homozygous substitution DR5S
Then we performed sequencing of the 10 exons of the DR5 gene localized on chromosome 8p22-21 **
from the 12 HIC patients. We identified a novel homozygous substitution of a cytosine (C) by a thymine
(T) (Figure 3A) on exon 1 at position 222 (rs1129424) for 10/12 HIC patients. This homozygous
substitution induces a Proline to a Leucine amino acid change at position 32 (that we called P32L) in the
leader region of DRS protein (Figure 3A). Interestingly, the 10 HIC patients who express very low levels
of mDRS5 (Figure 1D) harbored the homozygous substitution (TT) (Table 2) and the two HIC that
expressed significantly mDR5 were either heterozygous (C/T) (A21) or homozygous WT (CC) (A24),
indicating that the P32L mutation is recessive. It should be noticed that P32L was not associated with
major histocompatibility allele protective haplotypes HLA-B 27 or 57 expression **** (Table 2).

Because of its localization, the P32L punctual mutation could potentially modify the processing of DR5

leader peptide and thus affect the ability of DR5"™*"

to reach the cell surface. In silico prediction of the
spatial conformation of the DR5 leader region indicated a reduced flexibility of the DR5™*" leader peptide
compared to DR5"", suggesting a modification in DR5 processing due to abnormal spatial 3 dimensional
conformations (Figure 3B).

To obtain functional insight on the presence of the P32L substitution, DR5"" and DR5™*" were cloned in
the context of an HIV-1-based lentiviral vector and used to stably transduce DR5 in HEK293T cells
(Figure 3C). The DRS5 forms were Flag-tagged at their C-terminus not to interfere with the N-terminal

processing of DRS5. When stably transduced HEK293T cells were analyzed by western-blot, a clear

difference in migration was observed for WT and P32L mutant with both anti-DR5 and anti-flag
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antibodies (Figure 3D). Indeed, while the DR5"" migrated at a size corresponding to the mature and
membrane-bound form of DR5 (around 40 kDa) after the clivage of the leader peptide, the DR5"**" form
migrated around 48 kDa protein, which corresponds to the immature form of DRS, prior to leader peptide
processing *°.

We also sequenced DR5 gene of 14 VIR patients. We found that 7 VIR harbored a heterozygous genotype
(wild type phenotype), 4 VIR were wild type genotype (WT) and 3 VIR were P32L homozygous (P32L
phenotype) (Table 3). Nevertheless, frequency of the homozygous P32L substitution is therefore higher
among HIC (10/12) versus VIR (3/14) (Fisher’s exact p=0.005). Interestingly, when VIR and HIC are
considered together, patients harboring P32L homozygous substitution have significantly higher median

CD4" T cell counts (p=0.001) (Figure 3E).

DRS localisation by 3D microscopy

Finally, to illustrate the consequence of the P32L substitution in DRS protein at the cellular level, we
studied its localization in CD4" T cells using 3D microscopy. Image plane analysis showed that CD4"
(red) delineated T cell membrane (Figure 4). We tested DRS expression (green) in unstimulated and HIV-
exposed CD4" T cells from 3 HD (DR5""), 3 HIC with DR5™?" and A21 (heterozygous DR5 genotype
but WT phenotype) (Figure 4 and Supplemental Figure 5). We detected intracellular localization of
DR5Y" and DR5"?" in non-activated CD4" T cells from all subjects (Figure 4 line 1, 3 and 5). However,
HIV-1 stimulation of CD4" T cells induced a relocalization of DR5"" at the plasma membrane along with
CD4" in HD and in A21 (Figure 4 line 2 and 4). In contrast, the DR5"?" did not colocalize with CD4", but
was sequestered intracellularly in CD4" T cells from HIC harbouring the P32L mutation (Figure 4 line 6).
These results were supported by 3D interactive surface plot (Imagel) (Figure 5A), which allows a better
delimitation of intracellular compartment and cell membrane. Statistical analysis (Figure 5B) was
performed counting DRS5 expression in 20 unstimulated or HIV-1-exposed CD4" T cells from each HD
and HIC previously studied in 3D microscopy. We found that 72% (x10%) of DR5"" was localized in the

intracellular compartment and 22% on the membrane of CD4" T cells from HD (P=0.01). In contrast,
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HIV-1-exposed CD4" T cells expressed 74% of membrane DR5"" and 10% of intracellular DR5™"
(p=0.002). Unstimulated CD4" T cells from HIC™**" expressed 83% of intracellular DR5"**" and 9% of

P32L

membrane DR5"?". In contrast to CD4" T cells from HD, exposure to HIV did not induce significant

DR5™?" relocalization from cytoplasm to membrane, confirming our flow cytometry data (Figure 1C-F).

Discussion
Among the different mechanisms potentially involved in CD4" T cell depletion, TRAIL/DRS5 pathway

4,19,20,36
. Thus, we

may participate to death of infected but also HIV-exposed uninfected CD4" T cells
studied TRAIL apoptotic pathway in an HIV controller cohort that harbor reduced CD4" T cell depletion.
HIC patients did not exhibit any impairment of TRAIL profile expression in accordance with the
nonprogressor simian model *’, and ex vivo CD4" T cells from HIC did not express significant membrane
DRS (mDRS). This observation could not be due only to the absence of viral particles in HIC patients,
because in vitro HIV-1 stimulation did not statistically upregulate mDRS5 on CD4" T cells from 10/12 HIC
in contrast to cells from HD. Interestingly, an inverse correlation between CD4" T cells mDRS5 expression
and CD4" T cell count was found in both VIR and HIC suggesting that a reduced mDRS expression could
be associated with a control of CD4 count. This hypothesis was supported by DRS5 siRNA experiments,
which showed that the massive reduction of DR5 expression at the cell membrane dramatically reduced
HIV-1-induced apoptosis of CD4" T cells.

Our data indicate that HIV-mediated apoptosis in vitro is strongly reduced in CD4" T cells from the 10/12
HIC patients that harbored very low mDRS5. In our system, we measured apoptosis of uninfected CD4" T
cell cultured with inactivated AT-2 HIV-1. Our data are consistent with better persistence of CD4" T cells
in HIC as already described. Indeed, one study found that memory CD4" T cells persisted longer in HIC
than in VIR through FOX03a-mediated pathway **. A recent study showed that infected CD4" T cells died
faster than uninfected CD4" T cells from HIC, HD and VIR after 6 days post infection *7 However, in the
same study uninfected CD4" T cells from HIC died slower than cells from VIR in accordance with our

data from Figure 2D. Nevertheless, in our study we focused on early apoptosis of uninfected CD4" T cells
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that is partially dependent of TRAIL pathway. Indeed, it has been showed that release of TRAIL during
the onset of plasma viremia in HIV-1 transmission may initiate or amplify early HIV-1-induced cell death
10‘

RT-PCR experiments showed that the reduced mDRS5 expression was not due to a defect of mRNA
synthesis. Thus, we hypothesized that a mutation in DR5 gene could lead to an abnormal protein with
limited access to the membrane. DR5 gene sequencing in cells from HIC led to the identification of a
homozygous substitution (C—T) at position 222 of DRS. This DRS5 genotype (TT) is not referenced in
GenBank, although high polymorphisms (CC) or (CT) had been reported (rs1129424). In our study, the
(TT) genotype was detected in 10/12 HIC and only in 3/14 VIR, indicating a clear overrepresentation of
the (TT) genotype in HIC. Furthermore, this genomic substitution changed a Proline into a Leucine
(P32L) in the leader region of the protein. This change leads to the synthesis of a heavier molecule, which
could be due to the lack of removal of the leader peptide. Thus, this mutation could result to the
sequestration of DRS in the intracellular compartment of activated CD4" T cells and lead to lower
membrane expression. Indeed, a low mDRS5 expression was found only in cells from HIC patients
harboring the P32L homozygous substitution (10/12).

Thus, we performed 3D microscopic analysis of CD4" T cells to better characterize the consequence of
P32L homozygous substitution. We found intracellular stockade of DRS protein in non-activated CD4" T
cells irrespectively of the presence of P32L. We subsequently demonstrated that DR5Y" was translocated

P32L . . .
, which remained in

to the membrane in CD4" T cells upon HIV-1 exposure, in contrast to DRS
intracellular compartment. Intracellular sequestration of DR5 was only observed in patients harboring
homozygous P32L. Patients who harbored the heterozygous genotype showed membrane DRS expression
on HIV-1-activated CD4" T cells demonstrating that P32L substitution is recessive.

We showed that DR5™?" substitution is statistically over-represented in HIC compared to VIR. However,
3/14 VIR patients harbored DR5"**" but also exhibited high CD4" T cell counts. This means that this new
substitution is not specific but is over-represented in HIC patients as it has been shown for HLA B57

39,40

phenotype . Above data suggest that harboring the DR5"**" homozygous phenotype, as HLA B57 * or
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the CCR5 Delta 32 mutation *"**, could be one of the marker of the HIV controller phenotype. This
hypothesis is supported by the negative correlation between mDR5 expression and CD4" T cell count in
HIC but also in VIR described in this study. Thus, the presence of DR5"*" may be associated with
preserved CD4" T cells in vivo and good prognosis. In accordance to these findings, our previous clinical
study showed that successful HAART decreased DRS expression on circulating CD4" T cells
concomitantly with increased CD4" count and clinical benefit **.

Nevertheless, we also found that 2 HIC patients (A21 and A24) did not harbor DR5"2 homozygous
substitution and expressed membrane DR5 on CD4" T cells under HIV-1 exposure. This confirms the
heterogeneity among HIV controller population (related to different causal mechanisms) as it has been

. . 35,44,45.46
previously described *"™.

Interestingly, the DR5™*"

phenotype does not appear to have deleterious consequences in the normal
physiology of the immune system. This might be explained by the fact that TRAIL can signal through
DR4 7 The presence of the DR5™*" homozygous substitution could provide an advantage only in HIV-
1 context by reducing TRAIL-mediated apoptosis.

Thus the presence of DR5™"

phenotype could contribute to the limited CD4" T cell depletion in HIC
allowing the development and persistence of HIV-specific CD4" T cells *>. A potent HIV specific CD4" T
cell response may help to maintain a strong protective HIV specific CTL response, which has been

involved in the HIC phenotype ****

. Larger studies involving different HIV cohorts should be designed to
support this hypothesis. Therefore, DR5™?" detection in HIV-infected patients could provide a new

biological prognostic marker.
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Figure Legends

Figure 1. Membrane TRAIL and DR5 expression by CD4" T cells. (A) Percentage of mTRAIL
expressing CD4" T cells purified from HD, VIR and HIC. (B) Fold increase index analysis of mTRAIL
expression by CD4" T cells from HD, VIR and HIC after overnight HIV-1 exposure. P values (p) were
determined using Mann-Withney. (C) Percentage of CD4" T cells from HD (n=15), VIR (n=11) and HIC
(n=12) expressing mDRS. Irrelevant isotype antibody was used as control. (D) Flow cytometry analysis of
HIV-1-activated CD4" T cells (grey) from HD (n=15), VIR (n=11) and HIC (n=12) expressing mDRS5
compared to unstimulated conditions (white). (E) Analysis of HIV-1-induced mDRS5 expression by CD4"
T cells from HIC. Number of DR5™ CD4" T cells from two HIC patients A21 and A24 are higher. (F)
mDRS5 level (MFI) on CD4" T cells cultured in absence (white) or presence (grey) of HIV-1. (G) DRS
mRNA expression by CD4" T cells from HD and HIC patients in absence or presence of HIV-1 analyzed
by RT-PCR. (H) Correlation between CD4" counts and membrane DRS expression by CD4" T cells was
calculated in HIC (green) and VIR (red) patients separately. P values (p) were determined using Mann-

Withney.

Figure 2. Silencing DR5 RNA and apoptosis in CD4" T cells. (A) Overnight transfection with DRS
siRNA significantly inhibited DRS expression by HIV-1-stimulated CD4" T cells in contrast to scrambled
(Scr) siRNA. (B) Inhibition of DR5 expression at the surface of HIV-1-stimulated CD4" T cells using
DRS5 siRNA dramatically inhibited apoptosis (Annexin-V) mediated by HIV-1 compared to Scr siRNA.
Experiments A and B were repeated 3 times. P values (p) were determined using Mann-Withney. (C) Dot-
plot analysis of DR5/Topro III expression by CD4" T cells from unstimulated and HIV-1 exposed CD4" T
cells from HD, A6 and A21 HIC patients. (D) Annexin-V staining of CD4" T cells from HD (n=15) and
VIR (n=11) exposed to HIV-1 were undergoing apoptosis in contrast to CD4" T cells from HIC (n=12). P
values (p) were determined using two-tailed Student’s ¢ test (NS: not significant; p<0.05 was considered

statistically significant).

20



Figure 3. DRS gene sequencing of HIC patients. (A) The 10 exons of DR5 were sequenced in 12 HIC
patients from PBMC. Homozygous substitution of a cytosine into a thymine was found in exon 1 position
222 (rs1129424). This mutation changes a Proline into a Leucine at position 32 in the DRS leader. (B)
DR5™" and DR5™?" chain flexibility of leader region. P32L substitution induces a reduced chain
flexibility compared to WT. (C) Full length C-terminus Flag-tagged WT and P32L DRS5 were cloned into
the vector pAIP and were used to stably transduce HEK293T cells selected by puromycin. (D) Western
blot analysis of DR5™" and DR5"™*" using anti-Flag or anti-DRS5 antibody. (E) Statistical analysis of CD4"
counts in DR5 P32L homozygous patients compared to heterozygous or wild type genotype patients. HIC

and VIR are not discriminated.

Figure 4. 3D microscopy analysis of DRS. 3D microscopic analysis of CD4" T cells harboring WT or
P32L DRS5 forms cultured in absence or presence of HIV-1. Cells were stained using CD4" (red, column
1), DRS antibodies (green, column 2) and DAPI (blue, column 3). Column 4 and Zoom represents the
overlay of the different stainings. Under HIV-1 stimulation, DR5"" is exported to membrane where it

P32L

colocalized with CD4" (yellow, line 2 and 4). In contrast, DR5S is sequestrated in the intracellular

compartment (line 6).

Figure 5. Quantification and DRS5 localisation in CD4" T cells. (A) 3D interactive surface plot analysis
of microscopic images of CD4" T cells cultured in absence or presence of AT-2 HIV-1. CD4 (red), DRS
(green) and DAPI (blue) stainings are merged. This 3D representation allowed a clear discrimination
between membrane and intracellular cell compartments. Unstimulated CD4" T cells expressed
intracellular DR5 (HD) that is relocalized to membrane where it colocalized with CD4" after HIV-1

2L is not significantly expressed on cell membrane after HIV-1 exposure of CD4" T cells

exposure. DR5
from HIC. (B) 3D quantification: 3D interactive surface plot representations were used to enhance the

observation and avoid false positive of intracellular DR5 (Intra) localization or its relocalization to the
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membrane (Mb). Expression of membrane or intracellular DR5 expression was quantified in 20 cells per
condition: (HD (n=3), HIC (n=3), HD+HIV (n=3) and HIC+HIV (n=3)) . P values (p) were determined
using Mann-Withney (B) and two-tailed Student’s ¢ test. * indicates p< 0.05; ** indicates p< 0.01 and ***

indicated p< 0.001.
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Table 1: Characteristics of the patients studied

HIV Controllers Viremic patients
N=12 N=14
Male 8 5

Median age 46 40

Median year of HIV diagnosed 1988 2006
Median CD4" T cell count (/mm3) 748 384
Median years of viral follow-up 11 1.5

Median RNA viral load (copies/mL) <50 86156




Table 2: Study of DR5 genotype in HIC

Median CD4" count HLA-B

Controllers Mutation

(P32L) [first-last] (cells/ml) 57127
Al Homozygous P32L 1035 [960-912] +/+
A2 Homozygous P32L 709 [599-696] +/-
A3 Homozygous P32L 819 [788-920] +/ -
Ad Homozygous P32L 597 [583-797] -/ +
A6 Homozygous P32L 667 [696-559] +/+
A7 Homozygous P32L 613 [601-408] +/-
A5 Homozygous P32L 769 [964-918] +/-
Al3 Homozygous P32L 727 [653-828] -/-
AlS8 Homozygous P32L 896 [665-877] +/-
A21 Heterozygous 504 [390-556] +/-
A24 WT 654 [654-634] +/-
A25 Homozygous P32L 861 [731-844] +/ -
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Table 3: Study of DR5 genotype in VIR

Viremic Mutation Median CD4+ count
(P32L) [first-last] (cells/ml)
VIR 1 Heterozygous 573 [540-362]
VIR 2 Heterozygous 427 [620-234]
VIR 3 Heterozygous 789 [789-578]
VIR 4 Homozygous P32L 522 [558-486]
VIR 5 WT 500 [819-244]
VIR 6 WT 360 [613-224]
VIR 7 Heterozygous 400 [800-600]
VIR 8 Heterozygous 670 [502-347]
VIR 9 Heterozygous 821 [813-402]
VIR 10 Heterozygous 519 [467-386]
VIR 11 WT 473 [585-340]
VIR 12 Homozygous P32L 637 [696-318]
VIR 13 Homozygous P32L 1396 [1316-1387]
VIR 14 WT 320 [430-220]
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Figure 3
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Supplemental legends

Supplemental Figure 1. TRAIL receptor characterization (A) TRAIL receptors DcR1, DcR2 and DR4 ex
vivo expression by freshly isolated CD4" T cells from HD (n=15), VIR (n=11) and HIC (n=12). (B) DcR1,
DcR2 and DR4 membrane expressions were analyzed on unstimulated (Unst) and HIV-1 exposed CD4" T
cells from HD, VIR and HIC individuals. P values were determined using a Mann-Withney (A) and two-
tailed Student’s 7 test (B). None of the data were statistically significant.

Supplemental Figure 2. Fas expression by CD4" T cells. Flow cytometry analysis of membrane Fas
expression was analyzed on unstimulated (Unst) and HIV-1 exposed CD45R0" or CD45RA" CD4" T cells
from HD, VIR and HIC individuals. P values were determined using a Mann-Withney (A) and two-tailed
Student’s ¢ test.

Supplemental Figure 3. CD4" T cell activation (A) Flow cytometry analysis of HLA-DR expression by
freshly purified CD4" T cells from HD, VIR and HIC. (B) HLA-DR expression by unstimulated (Unst), or
HIV-activated CD4" T cells from HD, VIR and HIC patients. (C) Anti CD3-CD28 activation of CD4" T
cells. Activation was tested using the activation marker CD69. The vast majority of CD4" T cells from HD
and HIC expressed CD69 under anti CD3-CD28 activation. (D). Flow cytometry analysis of mDRS5
expression by purified CD4" T cells from HD, VIR, a representative HIC (A6) compared to A21 and A24
patients. CD4" T cells from A21 and A24 were expressing surface DRS when stimulated with HIV or anti-
CD3-CD28 contrasting with A6.

Supplemental Figure 4. DR5 expression and CD4" T cell apoptosis (A) siRNA transfection of CD4" T
cells. Freshly purified CD4" T cells were transfected with unlabelled or Alexa-488 scramble siRNA. Dot
plots show transfection efficiency (left panels) of CD4" T cells (70%) by live cells (right panel). (B) Dot
plots show apoptosis revealed by Annexin-V staining of DRS expressing CD4 T cells. HIV-1 induced
both DRS5 expression and apoptosis of CD4 " T cells from scrambled transfected cells (30%). Inhibition of
DRS5 expression at the surface of HIV-1-stimulated CD4" T cells using DR5 siRNA dramatically inhibited

apoptosis (12%) mediated by HIV-1.



Supplemental Figure 5. DRS study by 3D microscopy. 3D microscopic overlays of CD4 (red), DRS5
(green), DAPI (blue) of CD4" T cells from HD, A4, A6 and A25 individuals cultured with HIV-1. Under
HIV-1 stimulation, DR5™" from HD is exported to membrane where it colocalized with CD4. In contrast,

DR5™?" from A4, A6 and A25 is sequestrated in intracellular compartment.



Supplemental Figure 1
Freshly isolated CD4™ T cells
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Supplemental Figure 1. TRAIL receptor characterization (A) TRAIL receptors DcR1, DcR2
and DR4 ex vivo expression by freshly isolated CD4™ T cells from HD (n=15), VIR (n=11) and
HIC (n=12). (B) DcR1, DcR2 and DR4 membrane expressions were analyzed on unstimulated
(Unst) and HIV-1 exposed CD4" T cells from HD, VIR and HIC individuals. P values were
determined using a Mann-Withney (A) and two-tailed Student’s ¢ test (B). None of the data were
statistically significant.
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Supplemental Figure 2. Fas expression by CD4" T cells. Flow cytometry analysis of
membrane Fas expression was analyzed on unstimulated (Unst) and HIV-1 exposed
CD45R0™ or CD45RA™ CD4" T cells from HD, VIR and HIC individuals. P values were
determined using a Mann-Withney (A) and two-tailed Student’s f test.
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Supplemental Figure 3. CD4" T cell activation (A) Flow cytometry analysis of HLA-DR expression
by freshly purified CD4™ T cells from HD, VIR and HIC. (B) HLA-DR expression by unstimulated
(Unst), or HIV-activated CD4" T cells from HD, VIR and HIC patients. (C) Anti CD3-CD28 activation
of CD4" T cells. Activation was tested using the activation marker CD69. The vast majority of CD4™ T
cells from HD and HIC expressed CD69 under anti CD3-CD28 activation. (D). Flow cytometry
analysis of mDRS expression by purified CD4™ T cells from HD, VIR, a representative HIC (A6)
compared to A21 and A24 patients. CD4™ T cells from A21 and A24 were expressing surface DRS
when stimulated with HIV or anti-CD3-CD28 contrasting with A6.



Supplemental Figure 4
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Supplemental Figure 4. DRS expression and CD4™ T cell apoptosis (A) siRNA transfection
of CD4™ T cells. Freshly purified CD4™ T cells were transfected with unlabelled or Alexa-488
scramble siRNA. Dot plots show transfection efficiency (left panels) of CD4™ T cells (70%) by
live cells (right panel). (B) Dot plots show apoptosis revealed by Annexin-V staining of DRS
expressing CD4 T cells. HIV-1 induced both DRS expression and apoptosis of CD4™ T cells
from scrambled transfected cells (30%). Inhibition of DRS expression at the surface of HIV-1-

stimulated CD4™ T cells using DR5 siRNA dramatically inhibited apoptosis (12%) mediated by
HIV-1.



Supplemental Figure 5
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Supplemental Figure 5. DRS study by 3D microscopy. 3D microscopic overlays of CD4
(red), DRS (green), DAPI (blue) of CD4™ T cells from HD, A4, A6 and A2S individuals
cultured with HIV-1. Under HIV-1 stimulation, DR5"' from HD is exported to membrane

where it colocalized with CD4. In contrast, DR5"**" from A4, A6 and A25 is sequestrated
in intracellular compartment.



Résultat 4 : Etude d’inhibiteurs de la

production d’IFN-a et de 1’activation des pDC
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But : [’activation immune chronique contribue a la progression du SIDA chez les patients
infectés par le VIH. L’IFN-a est également associ¢ a différentes pathologies (maladies auto-

immunes et cancers). Ainsi, le but de cette étude est de trouver des inhibiteurs de I’activation

des pDC.

Hypohése : Une étude a montré que I’histamine, un médiateur chimique synthétisé¢ par les
granulocytes basophiles et les mastocytes, pouvait diminuer la production d’IFN-a par les
pDC stimulées par les CpG-A (activation de la voie du Toll-like Receptor 9, TLR9) (Mazzoni
et al., 2003). Nous avons alors testé I’effet de cette amine dans notre modele d’activation des
pDC par le VIH, et plus particulierement 1’effet d’un ligand synthétique de I’histamine, le
clobenpropit (CB). Nous avons ¢galement ¢largi notre étude a d’autres stimuli (virus Herpes
Simplex (HSV), virus Sendai (SeV), virus de la grippe (Flu) mais aussi les CpG-A). Afin de
comprendre le mode d’action des amines au niveau des pDC, nous avons utilisé une amine

fluorescente, le FFN 511 (False Fluorescent Neurotransmitters). Le FFN 511 mime les

propriétés physiques des amines et peut étre détecté par microscopie a fluorescence (émission

a480-520 nm).

Méthodes : Les pDC ont été purifiées par tri magnétique (sélection négative) et stimulées par
des virus @ ARN (VIH, Flu et HSV) et a ADN (SeV) ainsi que des CpGA. L’expression des
marqueurs d’activation (CD40, HLA-DR, TRAIL), de maturation (CD83, CD86) et de
migration (CCR7) a été analysée par cytométrie en flux. L’IFN-a produit par les pDC
stimulées a été dosé dans les surnageants de culture par la technique d’Elisa. L’interaction des
protéines MyD88 et IRF7, protéines indispensables dans 1’activation des pDC, a été étudiée
par une technique trés récente, le DuoLink. Cette technique permet de détecter, visualiser et
quantifier par microscopie des interactions entre deux protéines. Le principe de cette
technique innovante se résume en 4 étapes: 1) Deux anticorps primaires de différentes
especes (ici, MyD88 (souris) et IRF7 (lapin)) vont reconnaitre leur cible. 2) Des PLA probes
(Proximity Ligation Assay) vont reconnaitre spécifiquement les deux especes des anticorps
primaires. 3) Une solution de ligation comprenant des oligonucléotides et une ligase, va
permettre 1’hybridation des oligonucléotides avec les PLA probes et la formation d’un cercle
si les deux protéines sont trés proches. 4) Une étape de polymérisation permet d’amplifier le
signal. La réaction d’amplification permet la réplication de I’ADN qui va étre détecté par des

sondes marquées (solution de détection). L’interaction des deux protéines est alors facilement
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détectable par I’émission d’un spot bien défini (rouge) visible au microscope. Les noyaux des

pDC sont marqués par DAPI (bleu).
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En revanche, peu d’études ont été menées sur I’inhibition de la production d’IFN-a.
Cependant, ’activation des pDC par des virus, ou des séquences d’ADN, commence a etre
bien étudiée. Une étude a montré qu’une monoamine, 1’histamine, inhibait la production
d’IFN-a par des pDC activées avec le virus de la grippe (Flu) (Mazzoni et al., 2003). Nous
avons alors étudié 1’effet de cette monoamine naturelle (Histamine) mais également d’une
amine de synthése (Clobenpropit) et d’une amine fluorescente (FFN511) sur I’activation des

pDC et la production d’IFN-a.

* Effet de I’histamine et du clobenpropit sur I’activation des pDC

En adéquation avec les résultats de Mazzoni et al., nous avons observé que 1’histamine était
¢galement capable de diminuer dans notre mod¢le d’étude la production d’IFNa par les pDC
stimulées par le VIH. Nous avons alors test¢ dans un second temps une autre molécule, un
ligand synthétique de 1’histamine, le clobenpropit (CB), ainsi qu’une amine fluorescente
(FITC), le FFN 511, qui nous permettra par la suite de visualiser cette molécule dans les pDC
par microscopie 3D. Ces deux molécules sont capables d’inhiber drastiquement la production
d’IFNa et de TNFa par les pDC stimulées par le VIH (Figure 1). De plus, une cinétique
réalisée sur 24h nous a permis d’observer que le clobenpropit agissait trés rapidement en
inhibant dés 3h et sur le long terme la production d’IFN-a par les pDC stimulées par le VIH
(Figure 2).
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Figure 1: Effet de I'histamine (HA) et du
clobenpropit (CB) sur les productions d'IFNa e .
et de TNFa par les pDC stimulées par le VIH Figure 2: Cinétique de I'effet du clobenpropit (CB)
sur la production d'IFNa par les pDC stimulées
par le VIH
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Les pDC, activées par la voie TLR7, expriment alors le ligand TRAIL ainsi que des
marqueurs de maturation (CD83), de migration (CCR7) et d’activation (CD40L). Nous avons
testé 1’effet du clobenpropit sur I’expression de ces marqueurs d’activation et observé que le
clobenpropit réduisait leur expression a la surface des pDC stimulées (Figure 3). Le
clobenpropit peut donc empécher I’expression de TRAIL a la surface des pDC et ainsi

bloquer leur transformation en cellules tueuses, les IKpDC (Figure 4).
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Figure 3: Expression des marqueurs de migration (CCR7) et de maturation (CD83) par les pDC stimulées par le VIH
en présence ou non du clobenpropit (CB).
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Figure 4: A- Effet du cobenpropit (CB) sur I'expression de TRAIL par les pDC stimulées par le VIH en fonction du
temps. B- Marquage membranaire de TRAIL exprimé par les pDC stimulées par le VIH en présence ou hon de
clobenpropit. des marqueurs de migration (CCR7) et de maturation (CD83) par les pDC stimulées par le VIH en
présence ou non du clobenpropit (CB).

* L’effet du clobenpropit n’est pas spécifique au VIH

Notre étude a également révélé que ’effet du clobenpropit n’était pas restreint au VIH. En
effet, nous avons observé un effet inhibiteur du clobenpropit sur la production d’IFNa par les

pDC stimulées par d’autres virus tels les virus Sendai (SeV), Herpes Simplex (HSV) ou
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encore la grippe (Flu), mais aussi par un agoniste de TLR9 (CpGA). Le clobenpropit semble

donc agir sur la voie d’activation des TLR7 et TLRO, tous deux exprimés dans les endosomes

des pDC.
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Figure 5: Effet du clobenpropit sur la production dIFN-apar les pDC stimulées par le virus de la grippe (Flu), HSV et SeV.
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Figure 6: Expression des marqueurs de migration (CCR7) et de maturation (CD83) et d'activation (CD40, TRAIL) par

les pDC stimulées par CpGA (agoniste TLR9) en présence ou non du clobenpropit (CB).

* Me¢écanisme d’action du clobenpropit

Il reste a déterminer le mécanisme d’action du clobenpropit sur les pDC. En collaboration

avec Isabelle McCort (UMR 8601 Faculté des Saints Péres), nous avons synthétisé et testé

une amine fluorescente, FFN 511. Nous avons observé par microscopie que le FFN 511

rentrait spontanément dans les pDC privilégiant alors 1’hypothése d’une action directe sur les

TLR plutot que la fixation a un récepteur extracellulaire. Nous avons en effet observé que les

pDC expriment les récepteurs a 1’histamine H2R et H4R. Le clobenpropit peut se fixer au

récepteur H4R et peut aussi etre transporté par des transporteurs de la famille des OCT
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(Organic Cation Transportor), OCT3. Cependant, I’utilisation d’antagonistes des 4 récepteurs
de I’histamine (H;R, H,R H3R et H4R), ainsi que 1’utilisation de souris déficientes pour le
transporteur OCT3 (OCT3 KO), n’ont pas permis d’empécher I’effet inhibiteur du
clobenpropit sur la production d’IFNa par les pDC stimulées par le VIH ou Flu. Ainsi, les
récepteurs de I’histamine ne semblent pas jouer un rdle dans I’entrée et 1’action du

clobenpropit dans les pDC.

FFN511
DAPI 10-6M Merge FACS

Nucleus

FFN511
DAPI 5.10-5M Merge FACS

Figure 7: Visualisation par microscopie de la moclécule fluorescente FFN511 (en vert) dans les cellules dendritiques
plasmacytoides (pDC) . La reconstruction en 3D surface plot permet de localiser le FFN511 dans le cytoplasme des
pDC. Les analyses de cytométrie en flux et de microscopie montrent que la concentration nécessaire pour que le
FFN511 pénétre dans les cellules est de 5.10°M.

Tout d’abord, nous avons testé I’effet du FFN511 sur I’activation des pDC. FFN511 inhibe la
production d’IFN-a et nous avons déterminé sa concentration optimale qui est comprise entre

3et5.10°M.
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Figure 8: Inhibition de la production dIFN-a par les pDC stimulées par le VIH en présence de FFN511 a différentes
concentrations. La concentration nécessaire pour que le FFN511 inhibe complétement la production d'IFN-a est de

5.10°M. 112



FFN 511 est également capable de bloquer la formation d’IKpDC en inhibant la relocalisation
de TRAIL a la surface des pDC stimulées par le VIH. En plus de sa capacité a etre visualisé a
I’intérieur des pDC, nos résultats montrent que le FFN 511 a également un effet biologique

sur I’activation des pDC.
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Figure 9: Régulation de I'expression de TRAIL (vert) a la surface des pDC stimulées par le VIH en présence du
clobenpropit (CB) ou du FFN511. La reconstruction en 3D surface plot permet de localiser TRAIL a la membrane des
pDC stimulées par le VIH. En présence de CB ou de FFND511, I'expression de TRAIL reste intracellulaire
similairement aux pDC non stimulées. CB et FFN511 bloquent ainsi la relocalisation de TRAIL a la surface des pDC
stimulées par le VIH.

En tenant compte de ’effet drastique du clobenpropit et du FFN 511 observé sur 1’état
d’activation des pDC stimulées par le VIH, et sachant que dans les expériences réalisées ces
molécules sont cultivées simultanément avec le virus, nous émettons I’hypothése d’un effet

immédiat du CB dans la voie d’activation du TLR7, probablement au niveau de molécules
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ayant un rdle primordial, telles MyD88 et IRF7.

Nous avons réalisé une expérience DuoLinK permettant de visualiser avec précision si le CB
agit (ou non) sur I’intéraction entre les deux molécules MyD88 et IRF7. En effet, grace a cette
technique, nous pouvons visualiser par fluorescence et avec précision I’intéraction de MyD88
et IRF7. Ainsi, nous observons une interaction MyD88/IRF7 sous stimulation virale. En

présence de CB ou de FFNS511, cette interaction est fortement diminuée.

MyD88-IRF7 B) MyD88-IRF7

A)

VIH

MyD88-IRF7 MyD88-IRF7
) D)

VIH+FFN 511

Figure 10: Visualisation de l'intéraction MyD88/IRF7 par microscopie. Le clobenpropit et le FFN511 diminuent
I'intéraction MvD88/IRF7 dans les bDC stimulées par le VIH.

Nous avons quantifié¢ les effets du clobenpropit et du FFN511 sur I’interaction MyD88/IRF7.
Nous avons observé que CB et FFNS511 inhibent de fagon significative 1’interaction
MyDS88/IRF7. Il semble que le CB inhibe la relocalisation nucléaire d’IRF7/MyD88 et ainsi la
production d’IFN-a. En bloquant MyD88/IRF7, le CB bloque 1’activation des pDC (Figure 10
et 11).
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Figure 11: Quantification de l'intéraction MyD88/IRF7. En présence de CB ou de FFN511, l'intéraction MyD88/IRF7
est fortement diminuée dans les bDC stimulées bar le VIH.

Conclusion : Les amines inhibent 1’activation des pDC. Sur un plan clinique, il est connu que
les patients allergiques (forte production d’histamine) sont plus sensibles aux infections
virales. Notre étude tente de démontrer 1I’implication des amines dans la régulation de la
production d’IFN-a et de maniére plus générale leur implication dans la régulation de
I’activation des pDC. Sachant qu’il n’est pas envisageable d’utiliser 1’histamine en thérapie,
nous avons testé les effets d’une molécule de synthése analogue compétitrice de I’histamine,

le clobenpropit.

Nous montrons que le clobenpropit diminue de fagon significative la production d’IFN-a. par
les pDC stimulées par le VIH mais également par les virus Flu, Sev et HSV, ainsi que par les
CpG-A. L’effet du clobenpropit n’est donc pas spécifique a un virus donné et agit aussi bien
au niveau de la voie TLR7 (VIH, Flu, SeV) que TLR9 (HSV et CpG-A). Le clobenpropit
diminue également I’activation des pDC en régulant de maniére négative 1’expression des
marqueurs d’activation, de maturation et de migration des pDC stimulées par le VIH ou CpG-
A. De plus, apres avoir vérifié I’effet biologique de la molécule fluorescente FFN 511
notamment au niveau de la production d’IFN-a et de la relocalisation de TRAIL a Ia
membrane des pDC, nous avons pu visualiser la molécule FFN 511 dans le cytoplasme des

pDC.
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Nous avons également étudié 1’effet du CB et du FFN 511 sur I’interaction des protéines
MyD88 et IRF7. La présence du CB et du FFN 511 empéche le recrutement d’IRF7 par

MyDS88 et explique indirectement la régulation négative sur la production d’IFN-a..

Il reste a déterminer par quel mécanisme agit le CB et le FFN 511. Nous émettons deux
hypotheses : 1) CB et FFN 511 pénetrent dans les endosomes et modifient le pH, bloquant
ainsi I’activation de la voie des TLR ; 2) CB et FFN 511 s’intercalent dans I’ADN et I’ARN
empéchant ainsi leur fixation sur les TLR (ces expériences sont en cours a la Faculté des

Saint-Péres avec Isabelle McCort et Sophie Bombard).
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Discussion
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Les travaux de recherche effectués durant ma thése ont porté sur I’étude de mécanismes
moléculaires impliqués dans 1’activation des cellules dendritiques plasmacytoides lors des
infections rétrovirales (VIH-1, HTLV-1) ainsi que sur les mécanismes d’apoptose des

LTCD4" dans I’infection par le VIH impliquant la voie TRAIL et DRS.

ACTIVATION DES pDC PAR LES VIRUS LIBRES D’HTLV-1

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si les pDC étaient capables d’induire

une réponse innée apres stimulation par des virus libres d’HTLV-1.

7

¢ Notre intérét d’étudier la réponse innée des pDC stimulées par le virus HTLV-1.

Le virus HTLV-1 (Human T-cell leukemia virus 1) est le premier rétrovirus a avoir été
identifié (Poiesz et al., 1981). Ce virus est responsable du développement de leucémies dont
’ATL (Adult T-cell leukemia/lymphoma) qui se traduit par une prolifération de LTCD4"
infectés qui deviennent, par des mécanismes encore indéterminés, résistants aux mécanismes
de défense de I’hote et a la mort (Takatsuki, 1977). L’étude de ce virus est d’autant plus
important que nous étudions en paralléle les mécanismes de résistance a la mort des LTCD4"
des patients HIV controllers. Nous sommes tenter de nous demander si un lien pourrait
exister entre les patients infectés par le VIH et les patients infectés par HTLV-1.

Il a longtemps été pensé que la transmission virale ne se réalisait que Irs des contacts cellule-
cellule. Les virions libres n’étant pas capables d’infecter directement les LTCD4". Cette
théorie a récemment été¢ remise en question, notamment sur le pouvoir infectieux des virus
libres d’HTLV-1. En effet, une étude a démontré que des virus libres d’HTLV-1 pouvaient
infecter les pDC et les mDC (Jones et al., 2008). Trois molécules sont nécessaires a 1’entrée
du virus dans les cellules. Ce complexe multimoléculaire est constitué de GLUT-1 (Manel et
al., 2003), un transporteur permettant la fusion du virus avec la cellule, ainsi que des
héparanes sulfates protéoglycanes (HSP) et de la neuropilin-1 (NP-1) (Ghez et al., 2006), qui
participent a la fixation du virus sur les cellules cibles. Plus intéressant, NP-1 est plus connue
sous le nom de BDCA-4 qui est le marqueur spécifique des pDC. La réponse innée lors de
I’infection par HTLV-1 est peu documentée. Nous avons alors orienté nos recherches sur
I’é¢tude de la réponse innée induite par les pDC dans le cas d’une stimulation par des virus

libres ’HTLV-1.
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7

¢ Les résultats obtenus.

Nos résultats ont mis en évidence 1’activation des pDC suite a la stimulation par des virus
d’HTLV-1. En effet, nous avons montré qu’en réponse aux virus HTLV-1 les pDC produisent
de grandes quantités d’IFN-a et de TFN-a. Les pDC activées expriment aussi les marqueurs
de maturation (CD80, CD86, HLADR), d’activation (CD40) ainsi que le ligand pro-
apototique TRAIL les transformant ainsi en IKpDC. De plus, nous avons montré que
I’activation des pDC implique la voie d’endocytose et 1’activation du TLR7. En effet,
I’utilisation de la chloroquine et de I’A151, des inhibiteurs de I’activation des endosomes et
de TLR7 respectivement, inhibent ’activation des pDC. Les analyses par microscopie 3D
nous ont permis de découvrir un stockage intracellulaire de TRAIL dans les pDC
immédiatement relocalisé a la surface des pDC apres stimulation par HTLV-1 (Colisson et al.,

2010).

7

s L’étude de la primo-infection.

Les résultats que nous avons obtenus suggérent un role potentiel des pDC dans la phase de
primo-infection par HTLV-1, notamment par 1’expression de TRAIL. Les pDC jouent-elles
un role dans I’infection par HTLV-1 ? Les IkpDC sont-elles capables d’induire I’apoptose des
LTCD4" infectés par HTLV-1 ? L’TFN-o. contrdle-t-il la réplication virale ?

Cependant, I’étude de I’infection par HTLV-1 chez des patients en primo-infection est rendue
difficile due a la latence du virus. En effet, plusieurs années d’infection sont nécessaires avant
que les symptomes n’apparaissent. Cependant, 1’étude de la primo-infection parait
indispensable étant donné que la protéine Tax semble jouer un role crucial dans les
mécanismes d’échappement au virus, et que Tax est exprimée a des temps précoces de

I’infection (Hasegawa et al., 2006).

Une des alternatives serait I’étude du modele simien STLV-1 (simian T-lymphoropic virus-1).
Le mandrill apparait comme un bon modé¢le d’étude de la physopathologie associée a HTLV-
1. 11 a récemment été montré que le virus STLV-1 infectait & la fois les LTCD4" et les
LTCDS" des Mandrills, avec une charge provirale cependant plus élevée dans les LTCD4"

(Souquiere, 2009b). Une correlation positive a été établie entre les taux élevés de la charge
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virale et ceux d’interleukines (IL-2, IL-6, IL-10, IFN-y et TNF-at). De plus les LTCD4" sont
activés et expriment le marqueur HLA-DR (Souquiére, 2009b). Cette étude des Mandrills a
montré que la charge virale augmentait avec le temps et 1’age des animaux infectés par STLV-
1, et qu’elle était associée a la diminution du nombre de LTCD4" et de LTCDS" (Souquicére,
2009a). Ce modele d’étude semble donc pouvoir apporter des réponses sur 1’infection
chronique par HTLV-1 et la réponse des cellules T. Il serait intéressant d’étudier les pDC in
vivo chez les Mandrills et de mesurer la production d’IFN-a afin d’identifier le caractére

délétere ou bénéfique de I’'IFN-a.

7

< Les mécanismes de résistance a I’apoptose des LTCD4" infectés par HTLV-1.

Par analogie avec notre modele VIH, il serait important de déterminer I’implication de la voie
TRAIL dans I’infection par HTLV-1. A I’heure actuelle, I’induction de DR4 et/ou DR5 par
HTLV-1 4 la surface des LTCD4" n’est pas connue (cette étude est actuellement en cours au
laboratoire). Cependant, nous pouvons émettre I’hypothése que les pDC stimulées par HTLV-
1 expriment TRAIL a leur surface et que ces cellules tueuses TRAIL" pourraient induire
1’apoptose des cellules T non infectées DR5", contribuant indirectement & 1’expansion clonale

des LTCD4" résistants aux voies d’apoptose médiées par TRAIL.

Il est connu que la transformation maligne implique le développement d’une résistance a
I’apoptose. La protéine Tax du virus HTLV-1 confére une résistance a 1’apoptose induite par
FAS. 1l a ét¢ démontré que des lignées derivées de cellules T de patients infectés exprimant
Tax expriment des taux €levés de c-FLIP (caspase-8 FLICE-inhibitory protein). Les taux de c-
FLIP corrélent avec la résistance de la mort induite par FAS. Or les voies TRAIL et FAS sont
toutes les deux bloquées par c-FLIP. L’augmentation de c-FLIP par Tax pourrait alors
constituer un mécanisme d’évasion a la mort induite par TRAIL et FASL des cellules
infectées par HTLV-1 (Krueger et al., 2006). La question que nous nous posons est qu’en est-
il de I’expression de DRS sur les cellules infectées par HTLV-1? Comme dans le cas de FAS,

Tax joue-t’elle un role dans la régulation de ce récepteur de mort du TRAIL ?

Un ¢lement de réponse avait été avancé dans une étude réalisée en 2005 par Matsuda et al,
mais cette étude a depuis été récemment rétractée. L’équipe suggérait que des lignées de

cellules T infectées par le virus HTLV-1 et des cellules primaires de patients atteints d’ATL
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développaient une résistance a la mort induite par TRAIL en comparaison a des cellules non

infectées (Matsuda et al., 2005).

Une autre étude plus récente a montré que des lignées de cellules dérivées de patients et des
cellules de patients atteints d’ATL montraient une résistance a TRAIL et CD95L (FASL)
(Bleumink, 2011). En effet, les cellules infectées par HTLV-1 expriment des taux élevés de c-
FLIP conférant alors une résistance a 1’apoptose médiée par les récepteurs de TRAIL et
FASL. La Rocaglamide (un composé végétal) restore la mort induite par FASL et TRAIL
dans les cellules infectées par HTLV-1 en diminuant 1’expression de c-FLIP. Les auteurs
suggerent alors que la Rocaglamide pourrait etre utilisée comme adjuvant pour les thérapies

anti-cancéreuses basées sur TRAIL.

% L’étude des pDC dans la transmission du virus HTLV-1.

Il serait également intéressant d’étudier le lait maternel des femmes infectées par HTLV-1
afin de chercher la présence éventuelle de pDC et de virus libres dans le colustrum. En effet, il
a été montré qu’une des voies de transmission majeure du virus se faisait par I’allaitement
(Hino, 2011). Dans le Sud du Japon, la campagne de « non allaitement » a permis de réduire
drastiquement le nombre d’enfants infectés. De récentes publications ont également montré
un transfert des lymphocytes maternels dans le systétme immunitaire des nouveaux-nés
(Bandrick et al., 2008; Reber et al., 2008a, 2008b). 11 serait également intéressant d’étudier le
"homing" des pDC, a savoir l'expression des récepteurs aux chemokines de la glande
mammaire, les couples CCL28/CCRI10 et intégrine MAdCAM/VCAM. 1l serait aussi
judicieux de tester I’expression de FAS ligand a la surface des pDC. Les pDC étant
susceptibles d’etre infectées par les virus HTLV-1, les pDC pourraient participer a la
transmission du virus par contact cellulaire ou production de virus libres. Nous avons tenté
par 3 reprises d’isoler des PBMC du lait maternel de patientes infectées par HTLV-1. Les
résultats n’ont pas été concluants. Des mises au point techniques sont nécessaires. De plus, la
qualtité des prélévements a rendu difficile 1’isolation des cellules étant donné que les

¢chantillons de lait nous parvenaient plus de 36h apres avoir été prélevés.

Ainsi, paralléelement a la sensibilité des pDC a étre infectées par des virus libres d’HTLV-1,

I’activation des pDC et plus précisemment leur transformation en cellules tueuses, pourrait
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contribuer au développement de I’ATL chez les patients infectés par le VIH-1 en participant a
la mort des LTCD4" non infectés. Il ne s’agit a ’heure actuelle que d’une hypothése.
Cependant, il serait intéressant d’étudier 1’expression des récepteurs de mort DR4 et DRS5 afin
de déterminer si les pDC TRAIL" pourraient contribuer a 1’apoptose des LTCD4" non

infectés.

ACTIVATION DES pDC CHEZ LES PATIENTS HIV-CONTROLLERS

En dépit de I’activité anti-virale des IFN-a., la réponse immune innée lors de I’infection par le
VIH-1 serait un élément central dans I’activation immune chronique et la progression vers la
maladie. De plus, il a ét¢ montré que des taux sériques d’IFN-a apparaissaient dans les phases
tardives du SIDA. Des études récentes monternt que I’IFN-a est responsable de la déplétion
des LTCD4" in vitro dans le thymus (Sivaraman et al., 2011) et in vivo dans les amygdales
infcetés par le VIH (Stary et al., 2009). Ces études suggérent une participation de I'IFN-a a la

pathologie associée au VIH. (Buimovici-Klein et al., 1986).

Nous avons eu I’opportunité de travailler sur une cohorte de patients trés rares infectés par le
VIH et qui contrdlent naturellement la maladie. Ces patients résistants au SIDA sont nommés
les patients HIV-controllers (HIC). Les patients controllers représentent moins de 1% des
patients infectés par le VIH et sont capables de controler spontanément et durablement la
charge virale (inférieure a 400 copies/mL) (Dinoso, 2008) en 1’absence de traitement anti-
rétroviral. Une des piste pouvant expliquer le statut de patients HIV-controllers pourrait étre
une réponse innée optimale sur le contrdle de la charge virale. D un autre c6té, nous pouvons
émettre 1’hypothése inverse qui tend a expliquer le maintien des LTCD4 " par une production
d’IFN-a moins importante. Ces deux hypothéses sont contradictoires mais reflétent le role

ambigue de ’IFN-a dans la pathologie du VIH.
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7

*» Hypothése sur le role de ’'IFN-a dans la pathologie du VIH.

Il existe également un modéle de singes résistants au SIDA, il s’agit des sooty mangabeys
(SM) et des african green monkeys (AGM) (hotes naturels du VIS). Contrairement aux
patients HIC, les SM et AGM ne controlent pas la charge virale. Cependant, le contrdle du
nombre de LTCD4" est associé au controle de ’activation immune chronique, ce qui n’est pas
observé en revanche chez les macaques rhesus qui progressent vers le SIDA. En effet, la
réponse interféron tout au long de I’infection persiste chez les macaques, contrairement a celle
des AGM qui retrouve un niveau basal aprés 4 semaines. Ainsi, la persistence de la réponse
interféron potentialiserait 1’activation immune et la progression vers la maladie (Jacquelin et
al., 2009; Mandl et al., 2008). De plus, la résistance des SM s’expliquerait par un
polymorphisme au niveau d’IRF7 (facteur clé dans la voie de la production d’IFN-a). Il est
désormais établi que la progression vers la phse SIDA ne résulte pas d’une faible réponse

immune au virus mais plutot d’une hyperactivation du systéme immunitaire.

7

* Le modé¢le de ’induction de la mort par les IKpDC.

Plusieurs études ont démontré I’implication des pDC dans le cas du VIH. Ces cellules
expriment le récepteur CD4 et les co-récepteurs CXCR4 et CCRS du VIH et sont donc
susceptibles d’etre infectées par le VIH (Donaghy, 2003; Smed-Sorensen, 2005). Cependant,
il n’est pas nécessaire que les pDC soient infectées pour qu’elles s’activent. Il a été démontré
que le VIH activait les pDC par la voie de 1’endocytose et du TLR7 (Beignon et al., 2005a).
Les cellules activées sécrétent alors de grandes quantités d’IFN-o (Fonteneau et al., 2004),
dont le role bénéfique va permettre de contrdler la charge virale.

Cependant, notre étude in vitro souleve le role délétere de I'IFN-a dans la pathologie du VIH
(Herbeuval and Shearer, 2006). En effet, 'IFN-a sécrété par les pDC induit I’expression du
ligand apoptotique TRAIL a la surface des LTCD4", infectés ou non, induisant la mort des
cellules qui expriment le récepteur de mort DRS, un des récepteurs de mort associé a TRAIL
(Herbeuval et al., 2005¢). Plus intéressant, la fixation du VIH sur les LTCD4" est suffisante
pour induire I’expression de DRS5. Ainsi, les cellules n’ont pas besoin d’etre infectées pour
exprimer DRS. Ainsi, nous émettons 1’hypothése que la voie TRAIL/DRS contribuerait a la

déplétion massive du nombre de LTCD4", signant la progression vers la phase SIDA.
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Ainsi, nous avons testé si les pDC des patients HIC pouvaient se transformer en IKpDC et si

elles étaient capables de produire de I'IFN-a sous stimulation par le VIH.

7

< Les résultats obtenus.

Dans un premier temps, nous avons ¢tudié 1’état d’activation des pDC des patients HIV-
Controllers. Pour cela, nous avons comparé au niveau quantitatif et qualitatif les pDC des
patients HIC avec celles de patients virémiques et de donneurs sains en testant leur réponse

IFN et ’expression du ligand de mort TRAIL.

Contrairement a 1’étude de Sabado et al, nos résultats n’ont montré aucun défaut quantitatif
des pDC circulantes des HIC par rapport aux donneurs sains (Sabado et al., 2010). De plus, la
réponse IFN des pDC des patients HIC activées par le VIH ou le virus de la grippe (Flu) est
fonctionnelle. Leurs pDC produisent en effet de grandes quantités d’IFN-a sous les deux
stimulations virales. De maniére surprenante, nous avons observé une production élevée
d’IFN-a par les pDC stimulées par Flu chez les patients virémiques, malgré une diminution
importante de leurs pDC circulantes par rapport aux donneurs sains et HIC. Ce résultat
suggere que le faible nombre de pDC sanguines des patients virémiques n’en reste pas moins
fonctionnel (Sabado et al., 2010) et appuie une fois de plus le role crucial des pDC dans

I’activation immune chronique.

De plus, nous avons testé 1’expression de TRAIL sur les pDC des HIC. Contrairement aux
patients virémiques, mais similairement aux donneurs sains, les pDC des HIC n’expriment
pas de TRAIL in vivo. Cependant, une stimulation in vitro par le VIH induit 1I’expression
membranaire de TRAIL, comparable a celle observée chez les patients virémiques. De plus,
les analyses par microscopie a 3 dimensions ont révélé que les patients HIC exprimaient des
taux de TRAIL intracellulaire trés élevés, rapidement relocalisés a la surface des pDC apres
stimulation par le VIH. Une autre analyse fonctionnelle, qui consistait & mettre en co-culture
des pDC avec des cellules de la lignée H9 (LT CD4"infectés) exprimant DRS, nous a permis
de tester la capacité des pDC TRAIL" des patients HIC & tuer les cellules H9. De la meme
facon que les pDC des donneurs sains et des patients virémiques, nous avons observé que les

pDC des HIC exprimant TRAIL sous activation in vitro étaient capables d’induire la mort des
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cellules H9. Ainsi, sous activation in vitro, les pDC des HIC acqui¢rent le phénotype des

IkpDC.

Nous avons également observé que le VIH induisait I’expression des marqueurs de maturation
CD80/CD83/CD86, des marqueurs d’activation CD40 et HLA-DR, ainsi que le marqueur de
migration CCR7 (résultats non montrés). Les pDC des HIC sont donc activables in vitro en
présence de VIH. Ainsi, d’aprés notre modele d’étude TRAIL/DRS, aucun défaut qualitatif
des pDC ne peut expliquer la résistance des LT CD4" a la mort. Nos résultats différent de
ceux observés dans le modele de résistance des Sooty Mangabey ou une mutation dans le
gene IRF7, facteur clé dans la production d’IFN-a, a été¢ décrite. Les auteurs émettent alors
I’hypotheése que le polymorphisme IRF7 ne permettrait pas aux pDC de produire d’IFN-a.,
empechant ainsi 1’effet pathogéne de I'TFN-a. sur les LTCD4". Cependant, ce travail fait débat
puisque les pDC des SM produisent de I’IFN-a suite a 1’activation par Flu. Il parait donc
surprenant qu’un polymorphisme IRF7 soit sélectif pour une stimulation avec le VIH. Pour
conclure cette étude, les pDC des patients HIV-controllers sont fonctionnelles et n’explique

pas le phénotype de résistance a la déplétion des LTCD4".

Notons qu’a la différence des patients HIC, les SM et AGM ne controlent pas la charge virale.
Les SM et AGM parviennent cependant, par des mécanismes qui restent inconnus a ce jour, a
controler ’activation immune. Nous pouvons donc nous demander si chez les patients HIC,
I’absence de virus dans le sang résulte d’une action efficace des pDC et des IFN ou si les pDC
ne sont pas activées chez ces patients du fait des quantités indétectables du virus. Nous avons
observé chez les patients HIC des taux sériques de TRAIL inférieurs a ceux des patients
virémiques mais supérieurs a ceux de donneurs sains, suggérant alors des traces d’une
activation immune. Ce résultat serait en accord avec le modele des sooty mangabeys pour
lesquels I'ITFN-a et plus globalement I’activation immune chronique serait régulée par des

facteurs restant a identifier.

7

¢ Le role potentiel des pDC dans I’infection par le VIH-2.

Il serait également intéressant d’analyser les pDC des patients infectés par le VIH-2. En effet,
le VIH-2 est moins virulent que le VIH-1. Une étude a montré que le pourcentage des pDC

circulantes des patients infectés par le VIH-2 était semblable a celui des donneurs sains
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(Cavaleiro, 2009). On peut donc supposer que les pDC ne migrent pas vers les organes
lymphoides ou ces derniéres participent a la mort des LTCD4 " chez les patients virémiques. Il
serait intéressant d’étudier la fonctionnalité de ces pDC en analysant notamment la réponse
interféron in vitro et le phénotype d’activation. Cela nous permettrait de valider si TRAIL et
I’TFN-a sont importants dans la pathologie, et de corréler peut-etre les patients infectés par le

VIH-2 au modéle de résistance simien étant donné leur similitude phylogénétique.

ETUDE DE LA VOIE D4APOPTOSE TRAIL/DRS CHEZ LES PATIENTS HIV-
CONTROLLERS

Les pDC étant capable d’acquérir le phénotype tueur des IKpDC, nous avons orienté notre

étude sur les LTCD4" des différents groupes de patients infectés par le VIH.

7

¢ Les résultats obtenus.

Nous avons observé que le VIH-1 induisait une apoptose réduite des LTCD4" in vitro chez les
patients HIV-Controllers. Nous avons alors tent¢ de déterminer si un défaut d’expression de

TRAIL ou DRS5 dans les LTCD4" des HIC pourrait expliquer la résistance des LTCD4" a la
mort induite par le VIH.

Nous avons montré que les LTCD4" des HIC exprimaient TRAIL a leur surface aprés
stimulation in vitro par le VIH, écartant ainsi I’implication de TRAIL dans le maintien des
LTCD4" des HIC. Ensuite, nous avons testé I’expression des récepteurs de mort du TRAIL.
Aucune différence significative de 1’expression des récepteurs DR4, DcR1 et DcR2, ainsi que
FAS n’a été observée entre les donneurs sains, les patients virémiques et les HIC. DR4,
DcR1, DcR2 ou FAS ne peuvent donc pas expliquer la résistance des LTCD4" des HIC.
Cependant, nous avons observé que DRS était beaucoup plus faiblement induit chez les HIC
que chez les donneurs sains aprés stimulation in vitro des LTCD4" et chez les patients

virémiques, qui expriment in vivo des quantités importantes de DRS.

Nous avons alors séquencé le géne de DRS et mis en évidence une substitution homozygote.

Cette mutation est particulierement intéressante étant donné qu’elle change une proline en une
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leucine a la position 32 dans la région du peptide leader, qui joue un role primordial dans
I’export des protéines a la surface des cellules. Nous avons nommé cette mutation P32L. 11
s’agit d’une mutation récessive, qui est présente majoritairement chez les HIC (10/12) et chez
quelques patients virémiques (3/14). Il est intéressant de souligner que les 3 patients
virémiques exprimant la mutation P32L présentent un nombre de LTCD4" plus élevés que les
autres patients virémiques non mutés. Nous avons en effet établi une corrélation négative

entre le nombre de LTCD4" et I’expression de DRS.

Ce résultat nous a conduit a étudier I’ARN messager de DRS. Les expériences de RT-PCR
n’ont révélé aucun défaut de synthése de I’ARNm de DRS chez les HIC. Nous avons alors
réalisé des expériences de microscopie en 3D afin de déterminer s’il y avait un défaut de
synthése protéique. Nous avons constaté avec surprise que la protéine DRS était synthétisée et
exprimée dans des compartiments intracellulaires des LTCD4" des patients HIC,
similairement aux donneurs sains et virémiques. La stimulation in vitro des LTCD4" par le
VIH nous a permis de visualiser une séquestration intracellulaire de DRS5 chez les HIC alors
que DRS était majoritairement exporté a la membrane des donneurs sains et des patients

virémiques.

7

¢ Les perspectives.

Mon travail de these sur les patients HIV-controllers apporte une explication supplémentaire
sur la résistance a I’apoptose des LTCD4". Cependant, le profil des HIC est multifactoriel.
L’expression des alléles protecteurs HLA-B57, HLA-B27 (Emu, 2008; Flores-Villanueva,
2001; Migueles, 2000), ou encore de la mutation delta CCRS5 (Ioannidis, 2001) contribuent au
contrdle de la progression vers le SIDA. Cependant, la difficulté de la compréhension du
profil des patients HIC résulte de 1’hétérogéniété observée parmi ces mémes patients. Ici, nous
pensons avoir découvert une mutation dans le géne DRS majoritairement exprimée dans notre

groupe de patients HIC mais qui peut également etre exprimée chez d’autres patients.

Notons aussi que Chehimi et al. ont confirmé 1’expression de TRAIL sur les pDC mais n’ont
pas trouvé d’expression de DR5 sur les LTCD4" autologues infectés par le VIH, concluant
que les pDC sont incapables de tuer les LTCD4" (Chehimi et al., 2010). Au vu de nos résultats

actuels, il est tout a fait envisageable que les donneurs utilisés dans leur étude exprimaient la
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mutation P32L sachant qu’il nous est déja arrivé de ne pas réussir a induire DRS sur des
LTCD4" purifiés de donneurs sains aprés stimulation par le VIH-1. Aussi, il est désormais

important d’établir la fréquence de cette mutation P32L dans la population de donneurs sains.

Le séquencage de DRS5 doit également étre élargi a d’autres cohortes afin de confirmer nos
résultats et de définir un nouveau sous-groupe de patients basé uniquement sur le nombre de
LTCD4" et qui ne serait pas restreint aux HIC mais également aux LTNP (Long-Term Non
Progressor). Définir génétiquement 1’expression de DRS, comme doser le TRAIL sérique,
chez les patients infectés par le VIH pourrait ainsi devenir un marqueur de diagnostique de la
progression vers la maladie. La compréhension du trafic intracellulaire de DRS est peu
documentée. Une étude a suggéré 1’implication de Rab7 dans la régulation de la voie
d’apoptose régulée par TRAIL/DRS (Akasawa et al., 2009). Des siRNA dirigés contre Rab7
inhibe la signalisation de DRS dans les lysosomes et réduit ainsi I’apoptose. L’étude de la
voie du trafic de DR5 des compartiments intracellulaires & la membrane des LTCD4" des
patients infectés par le VIH nous permettrait d’améliorer notre compréhension sur la
signalisation de DR5 de maniére générale et nous permettrait de déterminer dans quel

compartiment cellulaire la forme mutée de DRS (P32L) est séquestrée.

Enfin, les nouvelles perspectives de notre équipe seront de développer de nouvelles stratégies
thérapeutiques permettant d’inhiber I’interaction TRAIL/DRS et par conséquent 1’apoptose
des lymphocytes TCD4" lors de 1’infection par le VIH. DRS semble etre une molécule clé
dans I’apoptose. La régulation et I’activation de DRS5 représentent des cibles thérapeutiques
sérieuses pour prévenir la progression des patients vers la phase SIDA et la compréhension du

trafic de DRS pourrait aussi avoir des applications en cancérologie.

IDENTIFIER DES INHIBITEURS D’INTERFERON

L’activation immune chronique contribue a la progression du SIDA chez les patients infectés
par le VIH. L’IFN-a est également associé a différentes pathologies (maladies auto-immunes

et cancers). Ainsi, le but de cette étude est de trouver des inhibiteurs de I’activation des pDC.

Une étude a montré que I’histamine pouvait diminuer la production d’IFN-a par les pDC

stimulées par les CpG-A (Mazzoni et al., 2003). Nous avons alors testé ’effet de cette amine
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sur des pDC stimulées par le VIH, et plus particulierement 1’effet d’un ligand synthétique de
I’histamine, le clobenpropit (CB). Nous avons également testé¢ le CB sur les pDC stimulées
par d’autres virus, le virus Herpes Simplex (HSV), virus Sendai (SeV), virus de la grippe

(Flu) mais aussi les CpG-A.

7

 Effets biologiques du clobenpropit (CB).

Nous montrons que le clobenpropit diminue de fagon significative la production d’IFN-a par
les pDC stimulées par le VIH mais également par les virus Flu, Sev et HSV, ainsi que par les
CpG-A. L’effet du clobenpropit n’est donc pas spécifique a un virus donné et agit aussi bien
au niveau de la voie TLR7 (VIH, Flu, SeV) que TLR9 (HSV et CpG-A). En inhibant la
production d’IFN-a et en diminuant fortement le profil tueur des IKpDC, le CB est un tres
bon candidat pour inhiber I’activation des pDC. Le CB diminue en effet fortement
I’expression des marqueurs d’activation, de maturation et de migration sur les pDC stimulées
par le VIH-1 et empéche la relocalisation de TRAIL a la surface des pDC. De plus, nous
avons également étudié I’effet du CB sur I’interaction des protéines MyDS88 et IRF7 qui sont
des facteurs jouant un réle clé dans la production d’IFN-a par les pDC. Les résultats obtenus
montrent que le CB empéche le recrutement d’IRF7 par MyD88 expliquant indirectement la

régulation négative sur la production d’IFN-a.

7

<+ Mécanisme d’entrée et mode d’action.

Afin de comprendre le mode d’action des amines au niveau des pDC, nous avons utilisé une
amine fluorescente, le FFN 511 (False Fluorescent Neurotransmitters). Le FFN 511 mime les
propriétés physiques des amines et peut étre détecté par microscopie a fluorescence (émission
a 480-520 nm) (Gubernator et al., 2009). Nous avons estimé & 5.10°M la concentration de
FFN 511 nécessaire pour obtenir des effets biologiques sur la régulation de 1’activation des
pDC. En effet, FFN 511 est capable de bloquer la formation d’IKpDC en inhibant Ila

relocalisation de TRAIL a la surface des pDC stimulées par le VIH et diminue également leur

production d’IFN-a..
De maniére plus intéressante, cette concentration nous permet de visualiser par microscopie

en 3D le FFN 511 dans le cytoplasme des pDC. Concernant le mécanisme d’entrée de
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FFNS511 dans les pDC, nous pensons que les mécanismes d’endocytose ne sont pas
indispensables a ’entrée du FFN511 dans les pDC. En effet, le FFN 511 pénétre aussi bien
dans les pDC non stimulées que dans les pDC stimulées par le VIH. Nous pouvons suggérer
un transport passif de cette molécule ou I’implication de récepteurs ou transporteurs d’amines
présents a la membrane des pDC. Cependant, nous avons exclu I'implication des récepteurs a
I’histamine et du transporteur OCT3 étant donné que le CB posséde toujours la capacité
d’inhiber la production d’IFN-a en présence d’antagonistes des récepteurs a I’histamine ou

chez des souris déficientes pour le transporteur OCT3.

Il reste a déterminer par quel mécanisme agissent le CB et le FFN 511. Nous pouvons émettre
I’hypothese que le CB et le FFN 511 empéchent directement I’entrée des virus dans les pDC,
que le CB et le FFN511 pénétrent dans les endosomes, modifient le pH et bloquent ainsi
I’acidification des endosomes et la dégradation des ARN/ADN, ou encore nous pouvons
imaginer que le CB et le FFN511 s’intercalent dans ’ADN et I’ARN empéchant ainsi leur
fixation sur les TLR. Nous réalisons actuellement les expériences d’intercalation du FFN511
dans I’ADN ou I’ARN en utilisant le Phosphorimager (Faculté des Saints-Péres) qui nous
permet de détecter et quantifier la fluorescence de molécules a partir de gels. Nous
comparons ainsi la fluorescence du FFN511 avec celle du SybrGreen qui est connu pour se
fixer sur les acides nucléiques et pour servir de fluorophore (une alternative au bromure

d’éthidium, BET).

De plus, nos résultats montrent que la plupart des amines (naturelles ou de synthése) testées
(histamine, dopamine, spermine, clobenpropit, FFN 511) ont un effet sur la régulation de
I’activation des pDC. Afin de déterminer si la fonction amine est bien responsable de cet effet
inhibiteur sur les pDC, nous souhaitons tester une molécule FFN 511 dans laquelle la fonction
amine aura été remplacée par une fonction carboxyle. Cette molécule a été synthétisée par
Isabelle McCort mais sa solubilité doit etre optimisée. Nous pensons que la synthese de cette
molécule nous apportera une réponse précise quant au role précis de la fonction amine dans la

régulation de I’activation des pDC.

Nous pensons qu’il est crucial de mettre au point des modulateurs de la production d’TFN-a
durant certaines phases de la maladie du SIDA. Il est important que ces inhibiteurs aient des

effets réversibles, qui cessent lors de I’arrét du traitement. En effet, bien qu’ayant des effets
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déléteres, les IFN de type I ont également des effets antiviraux puissants et contribuent a la
diminution de la réplication virale. Sur un plan physiologique, nos résultats pourraient
expliquer des corrélations entre certaines maladies et la sensibilit¢ aux infections. Par
exemple, les sujets déprimés (surproduction de dopamine, une autre amine naturelle, lors des
psychoses) sont plus sensibles aux infections virales. En effet, en diminuant la production
d’IFN-a, la dopamine pourrait diminuer les défenses de 1’organisme vis-a-vis des virus. De la
méme manigere, il est connu que les allergies sensibilisent les patients aux infections virales,
ce qui pourrait étre di a I’action de I’histamine (surproduction lors des allergies) sur la
production d’IFN-a. Ainsi, la régulation négative obtenue par le clobenpropit sur 1’activation
des cellules de la réponse innée pourrait représenter de nouveaux axes de recherches dans les

domaines de la physiopathologie.
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Résumé

Le développement d’une réponse innée est essentiel pour lutter contre les infections virales.
Elle se traduit par la production de cytokines antivirales, parmi lesquelles les interférons-alpha (IFN-
a). Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) sont les principales cellules productrices d’IFN-a.

Nous avons démontré que les virus libres d’HTLV-1 induisaient une réponse innée se traduisant
par une forte production d’IFN-a. Les pDC non stimulées sont dans un état de quiescence avec des
taux du ligand pro-apoptotique TRAIL (TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) intracellulaire trés
¢levés, rapidement mobilisés a la surface des pDC sous activation de la voie du Toll-like receptor 7.
Les pDC acquiérent alors un phénotype de cellules tueuses, les IKpDC (Interferon producing killer
pDC). C’est la premiere fois qu’une réponse innée induite par les particules libres d’HTLV-1 a été
mise en évidence.

I1 a été montré que des taux sériques d’IFN-a apparaissaient dans les phases tardives du SIDA,
suggérant un role de I’IFN-a dans la pathologie du VIH. La voie d’apoptose régulée par TRAIL/DRS5
est impliquée dans la déplétion massive des LTCD4" des patients infectés par le VIH. Les patients
« HIV Controllers » (HIC) sont des patients infectés par le VIH mais qui contrdlent la charge virale et
la mort de leurs LTCD4". Nous avons alors étudié la voie IFN/TRAIL/DRS chez ces patients. Notre
analyse protéique et génomique de DRS a révélé un défaut d’expression de DRS a la surface des
LTCD4" des patients HIC par rapport aux patients virémiques. Le séquencage du géne DRS a révélé
I’existence d’une substitution homozygote dans I’exon 1 du géne des HIC. Cette substitution
génomique a pour conséquence le changement d’un acide aminé dans la région leader de la protéine
DRS5 entrainant la séquestration intracellulaire de DRS. Cette mutation associée au profil des patients
HIC pourrait expliquer le maintien du nombre de leurs LTCD4", ainsi que la non-progression vers la
phase SIDA.

Mots clés : cellules dendritiques plasmacytoides, interféron-a, apoptose, patients HIV-controllers.

Abstract

Innate immune response which is characterized by antiviral cytokines such as interferon-alpha
(IFN-a), is essential during viral infections. Plasmacytoid dendritic cells (pDC) are the main IFN-a
producer cells.

We demonstrated that HTLV-1 free viruses induced a strong IFN-a production by pDC.
Unstimulated pDC were in fact dormant cells stocking intracellular proapoptotic ligand TRAIL (TNF-
Related Apoptosis Inducing Ligand), which was quickly mobilized at the cell surface of pDC after
Toll-like receptor 7 activation. Then, pDC acquire a new killer phenotype, the IKpDC (Interferon
producing killer pDC). This is the first demonstration that HTLV-1 free viruses can induce an innate
immune response by pDC.

Plasma levels of IFN-a have been found in HIV-1-infected patients, suggesting a role of IFN-a in
HIV-associated disease. We hypothesized in our HIV in vitro model the implication of TRAIL/DRS
pathway in CD4 T cells massive depletion observed in HIV-1-infected patients.

A population of HIV-infected patients, called « HIV Controllers » (HIC), do not progress to AIDS
despite HIV infection, control their viral load and their CD4 T cells depletion. We have then study
IFN/TRAIL/DRS pathway of these patients. Our proteomic and genomic analysis revealed a default of
DRS expression at the cell surface of CD4 T cells from HIV controllers in contrast to progressor
patients. DNA sequencing revealed a homozygous substitution in the exon 1 of DR5 gene from HIC.
The consequence of this substitution is the change of one amino-acid in the leader region of DRS5
protein. Thus, DRS5 is uncleaved and is sequestrated in the intracellular copartements in CD4 T cells.
The lack of DRS cell surface expression in HIV Controllers may explain the maintain of CD4" T cells
count and thus the non progression to AIDS.

Key words: plasmacytoid dendritic cells, interferon-a, apoptosis, HIV-controllers patients.

Laboratoire d’accueil CNRS UMRS8147 « Cytokines, Hématopoiése et réponse immune »

159



