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La réponse immunitaire T CD8*

1. Généralités sur le systeme immunitaire

L’homme est soumis a de constantes attaques de I’extérieur, principalement des
microorganismes comme des bactéries, des parasites, des champignons ou des virus. Il a
développé au cours de I’évolution un systéme immunitaire qui lui permet de contrbler
I’invasion et la prolifération de ces agents pathogenes et a investi des ressources considérables
pour combattre I’infection. Le systéme immunitaire a développé des défenses composées d’un
ensemble de tissus et de cellules qui permettent d’assurer I’intégrité de I’organisme, la
distinction entre le «soi» et le «non soi» et I’élimination de pathogénes. Il agit
principalement en trois étapes : (1) I’identification d’une infection, (2) I’élimination ou la
neutralisation du pathogene et (3) I’établissement d’une mémoire immunologique face au
pathogéne et contre de futures infections. Le systéme immunitaire peut étre divise
artificiellement en deux composantes fonctionnelles: I’immunité naturelle ou innée et

I’immunité adaptative ou acquise (Figure 1).

1.1. L'immunité naturelle ou innée

De maniére chronologique, un microbe est confronté a une premiere ligne de défense,
cellulaire et humorale, regroupée sous le terme d’immunité naturelle ou innée [1]. Elle fait
intervenir & la fois des barriéres physiques, essentiellement les cellules épithéliales, mais
également une composante immunitaire.

Les barriéres physiques jouent un réle majeur afin d’empécher toute infection et en protégeant
les organes, les vaisseaux sanguins et le systeme lymphatique. Différents mécanismes sont
mis en jeu comme le pH ou la sécrétion de sébum ou de mucus qui permettent soit d’inhiber
la croissance des microorganismes soit de les éliminer.

Cependant, il arrive que certains microorganismes pathogenes parviennent a traverser les
barriéres physiques et une deuxieéme ligne de défense de I'immunité innée prend alors le relais
: la composante immunitaire. Celle-ci réagit immédiatement aprés pénétration du pathogene
grace notamment a I’expression de récepteurs (PRR, pattern recognition receptors) permettant
la reconnaissance de séquences propres aux microorganismes (PAMP, pathogen-associated
molecular pattern) [2]. Les cellules composant cette réponse représentent la principale ligne

de défense du systéeme immunitaire inné et regroupent principalement :



_ des cellules tueuses comme les neutrophiles, les cellules Natural Killers (NK) et les
lymphocytes T 9,

_ des phagocytes comme les cellules dendritiques et les macrophages et qui jouent
également un réle prépondérant dans I’induction des réponses de I’immunité adaptative en
présentant I’antigéne (Ag) aux lymphocytes B et T [3].

De plus, le systéme immunitaire inné comprend également une composante humorale. Elle est
caractérisée par la présence de protéines solubles qui peuvent détruire le pathogéne, limiter sa
réplication ou bien limiter ses effets cytopathogenes. Elles regroupent a la fois les facteurs du
complément qui permettent de marquer de maniére covalente un pathogéne et de I’éliminer,
des peptides antimicrobiens comme les défensines qui lysent directement les membranes
cellulaires et aussi des enzymes antimicrobiennes comme le lysozyme.

Cette réponse innée joue un role primordial dans la reconnaissance du pathogéne et dans son
élimination. Elle est présente des la naissance et est génétiquement héritée. Elle est
caractérisée par une réponse rapide et par une reconnaissance et une élimination non

spécifique du pathogéne.

Immunité innée — — Immunité adaptative

Cellule dendritique Mastocyteb

\)\1{ /

Lymphocyte B

mpho |
/)r/?s O LymphocyteT
}/ "/ N '
fOA X a.o f

: “

Lvmphocyte ,_( \ 7\
ltueur naturel %2 / d - P N
‘ .o._ - Basophile \ 6T =\

\ .
. Protéines du [0 /’, /[ -
complément \'. -n/ (
\ 0—;/ l‘C s I Antlcorps /
\ Ve /| Eosinophile Ié}e ule Natura N e
4 o\ o\ ler (NK) ymphocyte Lymphogyte
SF ooy Granulocyte T CD8+ T CD4+

Macrophage

\\\';- 0.9)

Neutrophile

Figure 1 Schéma des cellules appartenant au systeme immunitaire inné et adaptatif (d’apres [4])
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1.2. L’'immunité adaptative ou acquise

Il arrive malgré tout que le systeme immunitaire inné soit incapable de combattre
efficacement certains pathogenes. En effet, les pathogenes parviennent a submerger
I’immunité innée par une forte prolifération mais aussi en ayant évolué de maniere a pouvoir
lui résister ou échapper. La réponse du systeme immunitaire adaptative se caractérise par une
reconnaissance et une réponse spécifiqgue au pathogéne présent. Cette reconnaissance
spécifique du pathogéne se fait par une présentation par les cellules du systeme immunitaire
inné d’un antigéne issu du pathogene. La présentation de I’antigene se fait via I’association
des molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) et de I’antigéne. Les
mécanismes de présentation seront détaillés dans le chapitre 3.1. La plupart des cellules
présente les antigenes endogénes via les molécules de CMH de classe | alors que la
présentation via les molécules de CMH de classe Il est exclusivement faite par des cellules
présentatrices d’antigenes (CPAg) qui correspondent aux macrophages, aux cellules
dendritiques (DC) et aux lymphocytes B. Les DC sont les cellules spécialisées dans cette
présentation antigenique et dans I’induction de I’activation des cellules naives de I’immunité
adaptative : les lymphocytes T CD4" et CD8" (LT CD4" et LT CDS8") et des lymphocytes B
(LB). La réponse immune adaptative est alors activee et elle se caractérise par la mise en
place de réponses spécifiques au pathogéne et a sa destruction [2]. Cette réponse se compose
donc de deux branches: la réponse humorale induite par les lymphocytes B et la réponse
cellulaire principalement induite par les lymphocytes T CD8".

Le role des LT CD4" est essentiel a la réponse immune adaptative. L’activation de ces
cellules permet une bonne réponse a la fois humorale et cellulaire. En effet, elle joue un rdle
prépondérant en permettant d’orienter la réponse immunitaire vers la voie cellulaire et/ou vers
la voie humorale. Elle est de plus nécessaire a la formation de cellules mémoires.

La réponse humorale se manifeste par une production d’anticorps par les lymphocytes B qui
se sont différenciés en plasmocytes suite a I’activation et a la différenciation des LB. Deux
mécanismes d’activation des LB ont été décrits: la voie d’activation lymphocyte T-
indépendante et la voie d’activation lymphocyte T-dépendante. La voie d’activation
lymphocyte T-dépendante se caractérise par la présence et la différenciation des LT CD4" en
LT CD4" T helper 2 (Th2) ce qui entraine une sélection clonale B, une activation, une
maturation et une amplification des lymphocytes B et & une réponse monoclonale de forte
affinité contre I’antigéne. La voie d’activation lymphocyte T-indépendante se caractérise par
I’absence des LT CD4" et par I’absence de sélection clonale B ce qui conduit & une réponse de
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faible affinité contre I’antigéne. Suite & cette activation, les LB se différencient soit en
plasmocytes qui sont spécialisés dans la production d’anticorps spécifiques a I’antigéne soit
en LB mémoires. Les anticorps jouent un réle essentiel contre les pathogénes extracellulaires
et intracellulaires en se liant spécifiquement au pathogene permettant ainsi de diminuer son
effet pathogene et également de I’éliminer.

La réponse cellulaire se manifeste par une expansion et une activation des LT CD8"
cytotoxiques et une lyse des cellules infectées par ces derniers. Ces mécanismes seront décrits

par la suite.

La réponse adaptative se caractérise donc par une réponse forte et spécifique au pathogene et
par une mémoire immunologique avec la production de LB et de LT mémoires qui seront
activés plus rapidement et efficacement lors d’une seconde infection avec le méme pathogéne.
Nous allons nous intéresser plus en détail aux LT CD8", leur genése, leur activation et
différenciation et leur réle contre un pathogéne.

2. Genese des lymphocytes T CD8*

Le thymus est I’organe de genése des LT. Les cellules précurseurs des LT, les progéniteurs
lymphoides, se développent dans la moelle osseuse et migrent dans le thymus pour continuer
leur développement. Les cellules dans le tissu vont étre appelées thymocytes. La maturation
de ces cellules se fait en permanence au cours de la vie et est primordiale dans I’homeéostasie
des lymphocytes T. Le thymus constitue un microenvironnement propice a la maturation des
thymocytes et est constitué de nombreux types cellulaires comme les CPAg ou les cellules
épithéliales thymiques et corticales thymiques [5,6].

La maturation thymique se déroule de facon tres précise avec une migration progressive du
cortex vers la medulla ou les thymocytes subissent a chaque fois une sélection rigoureuse.
Les thymocytes vont interagir tout d’abord avec le stroma thymique ce qui déclenche une
phase initiale de différenciation vers la lignée T et qui est suivie par une prolifération
cellulaire puis ces cellules vont exprimer des molécules de surface spécifiques des cellules T
comme le CD2 mais aucun des trois marqueurs de surface qui définissent les cellules T
matures, le complexe récepteur T-CD3, et les corécepteurs CD4 et CD8. Ces cellules sont
ainsi appelées thymocytes « double négatifs ». Le stade « double négatif » peut étre divisé en
4 étapes en fonction de I’expression de 4 molécules de surface : CD44, CD25, Kit et le
récepteur SCF. Lors de ces 4 étapes, plusieurs évenements vont avoir lieu: (1) le locus du

12



récepteur de la cellule T va subir des réarrangements des chaines a et 3 pour former et
exprimer un récepteur de la cellule T (TCR), (2) une prolifération cellulaire et (3) I’expression
des molécules de CD4 et de CD8. Ces thymocytes vont étre qualifiés de « double positif ».
C’est alors qu’une premiére sélection des cellules se fait : la sélection positive. Les cellules
épithéliales et corticales thymiques et les cellules présentatrices d’antigéne vont exprimer a
leur surface le complexe CMH/peptide (CMHp) du soi qui est le ligand du TCR. Les
thymocytes « doubles positifs » sont programmés pour mourir par apoptose sauf s’ils
recoivent un signal de la part de leur TCR qui inhibera cette mort. La plupart des thymocytes
exprime des récepteurs TCR incapables de reconnaitre les molécules du CMHp et va donc
mourir. En revanche, les thymocytes capables de reconnaitre les CMHp vont recevoir le
signal de survie via leur TCR. Les thymocytes sélectionnés vont subir une phase de
maturation de leur récepteur qui va également étre exprimé a une plus forte densité. S’ensuit
une deuxiéme phase de sélection : la sélection négative qui permet d’éliminer la plupart des
clones qui répondent aux antigénes du soi. Parallelement, les cellules vont cesser d’exprimer
un des deux marqueurs CD4 ou CD8 devenant ainsi des thymocytes simple positifs [7-9].
Apres cette sélection thymique du répertoire des LT qui permet donc d’éliminer la plupart des
clones autoréactifs et de produire des LT naifs immunocompétents [10], les clones matures
rejoignent les organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques, rate et plaques de
Peyer) et migrent de facon continue d’un organe a un autre jusqu’a la reconnaissance
spécifique d’un Ag. C’est au sein des organes lymphoides secondaires que les LT CD8" naifs
vont étre activés par les cellules présentatrices d’antigéne, se différencier en cellules
effectrices et acquérir des fonctions effectrices et une partie de ces cellules va ensuite se
différencier pour former un pool de cellules mémoires capable de répondre plus rapidement et
plus efficacement lors d’une réinfection par le méme pathogéne [11,12].
La réponse primaire d’activation des LT CD8" naifs peut se diviser en 3 parties (Figure 2) :

__une phase d’activation et d’expansion clonale,

__une phase de contraction clonale et

_une phase de maintien des cellules mémoires.
La premiére phase de la réponse primaire est caractérisée par la présentation spécifique d’un
antigene par les CPAg et la reconnaissance spécifique de cet antigene par le LT naif. Cette
premiére phase est suivie par une phase de division cellulaire ot le nombre de LT CD8"
activés croit de fagon exponentielle. Durant cette phase les LT CD8" vont se différencier et
acquérir des fonctions effectrices comme la cytotoxicité et la capacité a sécréter différentes

cytokines. S’ensuit aprés ces deux phases qui vont induire de fortes réponses immunitaires
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une phase de contraction qui est caractérisée par une forte diminution du nombre de LT
effecteurs par apoptose et qui est de I’ordre de 90% des LT effecteurs [13,14]. La fraction de
la population des LT spécifiques de I’antigéne qui est maintenue va se différencier en cellules

mémoires [15].
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Figure 2 Schéma de la réponse T CD8", de I’activation des cellules a I’établissement des cellules
mémoires (d’apres [16]).

3. Phase d’activation des lymphocytes T naifs

L’initiation de la réponse immunitaire a lieu dans la zone paracorticale du ganglion, lieu ou un
LT rencontre une CPAg présentant le complexe CMHp qu’il reconnait [17-19]. Nous allons
nous intéresser dans la partie suivante aux différentes étapes de la phase d’activation au

niveau moléculaire et cellulaire.

3.1. Différentes voies de présentation antigénique via les
molécules du CMH

Les cellules dendritiques jouent un rdle essentiel dans la reconnaissance des agents
pathogénes et dans I’induction des réponses immunitaires spécifiques. Nous allons par la suite
définir la DC comme la cellule présentatrice d’antigene.

Les DC vont capturer les antigénes, s’activer et migrer vers les organes lymphoides
secondaires. Durant cette migration, les DC vont maturer et acquérir la capacité a présenter
efficacement les antigenes phagocytés. La DC mature exprime a sa membrane une densité
élevée de molécules de CMH et des molécules de costimulation: CD40, CD80, CD86.
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Lorsque les DC arrivent dans les organes lymphoides secondaires, elles vont attirer les LT
et/ou les LB a I’'aide de chemokines et vont présenter I’antigene a ces cellules [20].

Les antigénes une fois capturés suivent des voies intracellulaires dites de présentation pour
étre découpés en peptides et se lier aux molécules de CMH de classe | ou Il. Classiqguement
on distingue trois types de voies de présentation ou apprétement de I’antigene par les CPAg
(Figure 3).

Présentation antigénique Présentation antigénique

croisée

Voie CMH classe I Voie CMH classe II
Peptide-CMH classe I Peptide-CMH classe II Antigene Peptide-CMH classe I
(endogene) o ° w (endogene et exogene) exogene (exogene)

ﬁ A

Antigéne
gﬁ . endogene
Antigéne endogéne ‘gﬁp, 'OY
& XY R
l =
‘o \ .
\ &;‘c - — oyt
| . gl 3
Protéasome o e~

0o )
: Réticulum endoplasmique
CMH classe I |D | CMH classe 11
sadfbaiam. S

Figure 3 Schéma de la présentation antigénique classique et de la présentation antigénique
croisée. (d’apres [21]

Comme vu précédemment, les peptides antigéniques issus d’un pathogéne intracellulaire
(bactéries, virus) ou d’une protéine anormale (antigenes endogénes) sont obtenus apres
dégradation par le protéasome puis transportés du compartiment cytosolique vers le réticulum
endoplasmique (RE) grace aux protéines de la famille ABC (ATP-Binding Cassette) qui sont
appelées transporteurs-1 et -2 associés a I’apprétement de I'antigéne (TAP1 et TAP2). Le
CMH de classe | dans le RE est associé a des protéines dites chaperonnes comme la tapasine
et permet au complexe de s’associer aux protéines TAP en attente d’un peptide. Lorsqu’un
peptide est transporté dans le RE, le peptide se fixe sur les molécules du CMH de classe | et
permet une libération du complexe CMHp de ses protéines chaperonnes et sa stabilisation

[22,23]. Le complexe ainsi formé est ensuite adressé a la membrane ou il pourra stimuler les
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lymphocytes cytotoxiques spécifiques de I’antigéne aprés reconnaissance du complexe CMHp
par le TCR des LT CD8". Les LT CD8" cytotoxiques (CTL) activés iront par la suite détruire
les cellules infectées ou anormales qui présentent le méme couple CMHp.

Les pathogénes extracellulaires sont eux endocytés ou phagocytés par les APC et dégradés
dans des compartiments vésiculaires (lysosomes, phago-lysosomes). Les fragments
peptidiques produits ne sont pas transportés vers le RE, mais fixés sur les molécules du CMH
de classe Il présentes dans ces compartiments. Les complexes CMH de classe |1 et peptide
sont présents a la surface cellulaire et participent a la stimulation des LT CD4" helper. Ces
lymphocytes organisent par la suite une réponse immune & médiation cellulaire et/ou
humorale contre le pathogéne reconnu.

Il existe également une troisieme voie de présentation : la présentation antigénique croisée.
Certaines DC sont capables également de présenter des antigenes exogénes aux lymphocytes
T CD8". Les mécanismes précis de cette voie sont pour le moment sujets a débat. Il existe
plusieurs hypotheses et les deux les plus courantes sont les suivantes : (1) I’'une suppose que
I’antigéne soit endocyté puis passe dans le cytosol avec I’aide de la protéine Sec61 et subit
ensuite la voie classique de présentation des antigenes intracellulaires et (2) I’autre suppose
que toutes les étapes de dégradations de I’antigene et la fixation au CMH de classe | aient lieu
dans un méme compartiment cellulaire [24].

Cette voie permet aux DC d’induire I’activation des LT CD8" sans pour autant étre infectées
par un pathogene intracellulaire.

3.2. Les signaux d’activation des LT naifs

En présence d’antigene, I’initiation de la réponse primaire nécessite trois signaux qui sont
nécessaires a I’activation des LT CD8", a leur différentiation et a leur survie (Figure 4) :

_ I’interaction entre le TCR et le CMH de classe | qui permet d’activer les cellules
specifiques a I’antigéne (signal 1),

_ P’interaction entre les différentes molécules de costimulation exprimées a la surface
des DC matures et les LT CD8" (signal 2),

_la stimulation induite par les cytokines proinflammatoires (signal 3) [25-28].
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Figure 4 Schéma de phase d’activation des lymphocytes T CD4" et CD8" par les cellules
dendritiques (d’aprés[29])

3.2.1. Signal 1 : interactions TCR/CMHpeptide

Le premier signal correspond & I’interaction du complexe CMHp avec le TCR. Une étude
réalisée concernant I’interaction entre le TCR et le CMHp a montré que la qualité de cette
interaction peut étre modifiée par différents paramétres comme la densité d’antigéne ou
I’affinité du TCR pour I’antigene [30].

De plus, les études dans des conditions physiologiques ont montré que I’activation des LT par
la stimulation via son TCR seule n’induit pas son activation a moins que les autres signaux y
soient associés [31,32]. Les autres signaux (2 et 3) sont donc indispensables pour une
activation optimale des LT naifs.
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Lors de I’engagement entre le TCR et le complexe CMHp spécifique et si les facteurs
d’activation sont réunis, il y a formation d’une synapse immunologique entre le lymphocyte T
et le CPAg ainsi que I’activation des voies de signalisation intracellulaires qui vont induire
I’activation du lymphocyte T, sa différentiation et sa maturation vers le stade effecteur en
passant par le recrutement de molécules telles que PKC (Protein Kinase C), LAT (Linker for
activation of T cell), et LCK (Leukocyte-specific protein tyrokine kinase).

3.2.2. Signal 2 : les molécules de costimulation

Le second signal implique I’interaction entre un couple récepteur/ligand présent a la surface
des LT CD8" et des DC. Il en existe deux types : les molécules de costimulation positive et
négative [33]. La majorité des molécules de costimulation appartient a la famille des
immunoglobulines (IgSF) et a la famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale
(TNFRSF, Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily). Parmi ces molécules, seules les
molécules CD28, CD27 et HVEM (Herpesvirus entry mediator) sont exprimées de facon
constitutive par les LT naifs alors que la majeure partie d’entre elles n’est inductible que suite
a la reconnaissance d’un antigéne par le TCR. A la suite de I’interaction entre le complexe
CMHp avec le TCR du LT CD8", les molécules de costimulation se regroupent la plupart du
temps avec les molécules du TCR au niveau de la synapse immunologique ou elles vont agir
en synergie pour induire ou inhiber I’activation et modifier la fonctionnalité des LT CD8"
[34]. L’ensemble des molécules exprimées constitutivement a la surface des cellules a un effet
positif sur le signal transduit via le TCR alors que celles qui sont inductibles, peuvent soit
avoir un effet positif (ICOS, CD30, OX40, 4-1BB, SLAM) soit négatif (CTLA-4, PD-1,
BTLA) sur le signal TCR. Cependant, en présence de leurs ligands, les molécules de
costimulation ne peuvent pas activer d’elles-mémes de fagon productive les LT CD8", mais
peuvent uniquement moduler le signal délivré via le TCR.

Les études ont permis de montrer I’importance des molécules de costimulation comme CD28
et 4-1BB au cours de I’expansion et de la différenciation de LT CD8". Ainsi, la molécule
CD28 serait indispensable pour la génération d’une réponse cytotoxique contre de nombreux
agents pathogénes [35,36], également lorsque le signal d’activation est faible et de courte
durée pour les LT CD8" naifs [37]. En ce qui concerne la molécule de costimulation 4-1BB,
elle est induite rapidement sur les LT CD8" suite a la stimulation antigénique [38] et joue un
role important dans la réponse CD8" notamment sur la synthése d’IFN-y et la survie des LT
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activés [38-42]. Ces études permettent d’affirmer que les LT naifs sont capables lors de leur
activation d’intégrer un ensemble de signaux délivrés directement par les DC [43].

En outre, les molécules de costimulation vont réguler I’activation et moduler la fonctionnalité
des LT CD8" avec une régulation spatiotemporelle de I’expression de ces molécules. En effet,
lors de I‘activation, les molécules de costimulation positive sont présentes en majorité, puis
pendant la phase de contraction, les molécules de costimulation négative prennent le relais et
sont exprimées a la surface des LT CD8" pour supprimer leur activité [44]. Sur certaines
molécules de costimulation, plusieurs ligands peuvent interagir, possiblement a travers
plusieurs sites de fixation et ces molécules de costimulation en fonction du ligand peuvent
moduler la réponse dans un sens ou dans I’autre comme c’est le cas pour la molécule HVEM
[45].

Au niveau des DC, leur activation par contact avec les LT CD4" induit a leur surface la
surexpression de molécules de costimulation de la famille B7 telles que CD80 et CD86. Les
interactions entre ces molécules de costimulation lors de la stimulation antigénique ont pour

conséquence la prolifération, la survie des LT activés et la production d’IL-2 [46,47].

3.2.3. Signal 3 : les cytokines proinflammatoires

Le troisieme signal provient des cytokines proinflammatoires comme I’interleukine-12 (IL-
12) produite par les DC activées, des interférons de type | (IFN-a et B) et de type Il (IFN-y)
produits respectivement par les DC plasmacytoides et par les cellules NK et les LT activés.
Des études ont montré que ce signal joue un rdle déterminant dans la réponse immune. En
effet, I’ajout de ces cytokines dans un milieu de culture de LT activés permet d’augmenter la
prolifération et la survie de ces cellules a la fois in vitro [25,27,48] mais également dans des
études in vivo d’immunisation [49].

Plusieurs études ont montré que les cytokines proinflammatoires sécrétées difféerent en
fonction du type de pathogéne [50-52]. En effet, I’expansion des LT CD8" suite & I’infection
par le virus LCMV (Lymphocytic ChorioMeningitis Virus) nécessite la stimulation par I'lFN
de type | alors que I’expansion des LT CD8" lors d’une infection par L. monocytogenes
semble étre plus dépendante de I'lL-12 et de I'IFN-y [50]. Ainsi, la reconnaissance des
pathogénes via les récepteurs Toll-like (TLR) notamment et les interactions spécifiques qui
vont s’établir entre un agent pathogéne et I’organisme seront déterminantes pour le type de
cytokines pro-inflammatoires produites.
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Ces cytokines sont donc nécessaires a I’établissement d’une réponse efficace en contribuant
par exemple a I’laugmentation du nombre de LT effecteurs lors du pic de la réponse et a leur

survie [53].

3.2.4. Molecules d’activation

L’activation des LT CD8" conduit a la différentiation en cellules effectrices et a une
modification profonde du métabolisme de la cellule. Lors de la stimulation spécifique des LT
CD8" par le complexe CMHp, le complexe TCR-CD3 va induire une cascade de signalisation
impliquant de nombreuses protéines intracellulaires comme Lck, ZAP-70 ou Fyn. Ces
modifications intracellulaires se traduisent également par une modification phénotypique avec
une expression différentielle de nombreuses molécules de surface qui vont nous permettre
d’identifier les cellules activées : CD25, CD40, CD69, CD71, Ki67, CD38 ou HLA-DR.

CD25 correspond a la chaine a du récepteur de I’lL-2 qui est inductible suite a I’activation
par le TCR du LT. Les chaines [ et y du récepteur a I’'lL-2 forment un récepteur de faible

affinité a I’lL-2 mais I’association avec la chaine a, CD25, forme un récepteur doté d’une

plus forte affinité et permet donc de répondre plus efficacement a I’IL-2 [54].

CDA40 fait partie de la super famille des récepteurs du TNF (Tumor Necrosis Factor) qui agit
comme une molécule de costimulation. Cette molécule est exprimée de fagon constitutive sur
les CPAg et est inductible sur les LT CD8". Son ligand est le CD40L (CD154) et son
expression peut étre induite sur les cellules dendritiques qui vont par la suite activer de fagon
optimale les LT CD8" [55]. La fixation CD40L-CD40 provoque I’activation de nombreuses

voies intracellulaires comme la voie MAPK ou NF-kB [54].

CD69 (AIM, Leu23, MLR3) est constitué d’un homodimére avec deux sous unités de 28 et
32kDa. Il s’agit d’une glycoprotéine transmembranaire de signalisation qui est impliquée dans
I’induction de la prolifération des LT. CD69 est exprimé a de tres faibles niveaux sur les LT
CD4" et CD8" des PBMC au repos (<5-10%). Il s’agit d’une des premiéres molécules
d’activation qui est exprimée a la surface de la cellule comme montré dans les études avec
une stimulation avec [I’anticorps anti-CD3 ou la phytohémaglutinine [56-59]. Le pic
d’expression de cette molécule est autour de 16-24 heures post activation puis cette

expression diminue et devient a peine détectable aprés 72 heures. Lorsque la protéine CD69
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est exprimée a la surface des cellules T, elle agit comme une molécule de costimulation pour
I’activation et la prolifération des cellules T [60]. L’incapacité d’augmenter I’expression de
CD69 aprés activation par le TCR se traduit par une mauvaise fonctionnalité des LT comme
décrit par Critchley-Thorne et. al dans le cas de patients atteints de mélanome métastatique
[61].

CD71 (TFRC, Transferrin Receptor, TfR) est un récepteur membranaire de transport du fer
dont I’expression augmente aprés 24 a 48 heures apres activation des LT. Cette expression
continue d’augmenter et est maintenue a la surface pendant plusieurs jours [62]. CD71 est
associé a la chaine { du TCR et a la molécule ZAP-70 et peut participer au signal TCR. Cette

molécule est un facteur essentiel & la prolifération des LT.

Ki67 est une protéine nucléaire qui est associée a la prolifération de la cellule. L’activation de
la cellule précéde la phase de prolifération et ce marqueur peut donc étre utilisé a la fois
comme marqueur de prolifération mais également comme marqueur tardif d’activation des
cellules. Cette protéine est présente lors des phases Gy, S et G2 et aussi lors de la mitose mais
est absente des cellules au repos [63].

Le CD38 humain est une glycoprotéine transmembranaire de 45kDa qui est exprimé a la
surface des LT CD8" aprés activation. Trois grandes fonctions ont été découvertes pour cette
protéine : (1) la fonction de transducteur, (2) la fonction d’adhésion et (3) la fonction
enzymatique [64,65].

(1) Plusieurs travaux ont montré I’implication du CD38 dans la transduction de signal du
TCR. En effet, la présence d’un anticorps agoniste du CD38 provoque la prolifération et
I’activation des LT et ce signal passerait par I’intermédiaire de la machinerie
transductionnelle du TCR/CD3 [66].

(2) L’implication du CD38 dans I’adhésion cellulaire a été suggerée avec les observations que
les mécanismes de migration cellulaire dépendent du niveau d’expression de CD38
membranaire. En effet, les lymphocytes qui expriment un niveau faible de CD38 vont migrer
vers les ganglions lymphatiques alors que les LT activés qui expriment un niveau fort de
CD38 vont migrer vers les tissus en périphérie. Un des ligands possibles du CD38 est la
molécule d’adhésion endothéliale, CD31 [67].

(3) Le CD38 peut fournir de I’énergie aux LT activés. Le CD38 peut agir comme une
ectoenzyme multifonctionnelle qui catalyse la synthése et I’hydrolyse de I’ADP-ribose
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cyclique a partir de I’ADP-ribose et du nicotinamide® (NAD") et est impliqué dans la
régulation du niveau calcique. Il participe notamment au recyclage des nucléotides
extracellulaires comme cela a été montré sur les LT [68]. De plus, I’activation des LT
nécessite une grande quantité d’énergie que la synthese intracellulaire de novo ne suffit pas a
combler. L’expression du CD38 et des autres ectoenzymes qui ont également des activités
nucléotidases est couplée a I’activation et permet ainsi de fournir I’énergie nécessaire aux
lymphocytes.

Dans le cas de I’infection par le virus de I’immunodéficience humaine (VIH), on peut noter
une surexpression de CD38 a la surface des LT [69,70]. Le réle du CD38 est double : la
surexpression de CD38 permet de (1) compenser la diminution de biosynthese de novo de
nucléotides et (2) de produire la NAD" qui peut traverser la membrane plasmique et qui peut
exercer une activité antivirale. La NAD" inhibe la réplication virale au niveau postintégration

et augmente la survie des cellules infectées par le VIH-1 en empéchant leur apoptose [71-73].

HLA-DR correspond a une molécule du complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1l
qui est exprimé a la surface des cellules aprés activation. Le complexe majeur
d’histocompatibilité est situé dans le chromosome 6 chez I’homme. On a découvert 1 gene qui
code la chaine a et 2 génes qui codent la chaine f du CMH de classe Il HLA-DR [54]. Les
premiéres études ont permis de montrer que lorsqu’on stimulait les cellules T avec de la
Phorbol Myristate Acetate (PMA) (ou Phytohémaglutinine, PHA), les cellules exprimait
tardivement ce marqueur a la surface [62]. De plus, un traitement par I’interféron-y (IFN-y)
sur des LB, des cellules dendritiques ou des monocytes induit I’expression de HLA-DR [74].
Cette expression nécessite la production d’un activateur de transcription appelé
transactivateur du CMH de classe 1l (CIITA). En effet, CIITA est le facteur limitant qui
permet d’augmenter rapidement I’expression du CMH de classe 1l induite par I’'lFN- y [75].
La présentation antigénique par les molécules de CMH de classe Il a souvent été associée aux
CPAg et notamment aux cellules dendritiques et la présence et le role de cette molécule apres
activation a la surface des LT CD8" sont encore a définir. Cependant, plusieurs études ont
montré que la présence de HLA-DR est associée a une prolifération de ces cellules. En effet,
les cellules Ki67" sont toutes HLA-DR", I’activité de la télomérase est présente au sein des
cellules exprimant les marqueurs HLA-DR et CD28 alors qu’elle est quasiment absente au
sein des cellules négatives pour HLA-DR ou CD28 et le pool de cellules HLA-DR™ est enrichi
en cellules impliquées dans la progression du cycle cellulaire [76,77]. Speiser et al. montrent
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de plus que le marqueur HLA-DR permet de caractériser une population de LT CD8" activés
et qui est différentes des LT CD8" effecteurs cytotoxiques.

Outre le TCR des LT CD4", il existe un autre ligand de HLA-DR qui est le FcR-Like 6
(FCRLS6) [78]. Cette protéine fait partie de la famille des récepteurs Fc-like (FCRL) qui ont
une structure similaire a celle des récepteurs Fc [79] mais pour le moment aucune étude n’a
démontré que ces récepteurs s’associent aux Ig comme les récepteurs Fc. Par ailleurs, des
études ont montré que le FCRL6 est exprimé a la surface des LT CD8" cytotoxiques et que
cette expression est augmentée sur les cellules au stade de différenciation terminale chez les
patients infectés par le VIH [80]. Le role de cette interaction entre HLA-DR et FCRL6 n’a pas

encore démontré.

4. Expansion clonale et différenciation des LT naifs en
cellules effectrices

4.1. Expansion clonale des LT activés

L’une des conséquences majeures de I’activation des LT CD8" spécifiques de I’antigéne est
I’induction d’une forte expansion. Des études chez la souris ont montré que le nombre de LT
CD8" naifs spécifiques d’un antigéne est de I’ordre de 10 a 1000 cellules par hote [81-86]. La
phase de multiplication clonale permet de passer de ce faible nombre de cellules naives a plus
de 10° cellules avec des capacités effectrices supérieures pour combattre efficacement
I’infection [87]. L’ampleur de I’expansion joue également un role majeur puisqu’il va

déterminer le nombre de cellules mémoires sur le long terme [88,89].

4.2, Différenciation des LT activés en cellules effectrices

L’activation induit I’acquisition de nouvelles fonctions qui vont permettre aux LT CD8"
effecteurs de déclencher la destruction des cellules exprimant un complexe CMHp pour lequel
ils sont spécifiques. Cette activité implique plusieurs voies qui pourraient agir en synergie : la
voie perforine / granzyme (dépendante de calcium), la voie Fas / FasL (indépendante de
calcium) et aussi la sécrétion de cytokines proapoptotiques comme le TNF-a (Tumor Necrosis
Factor alpha).
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4.2.1. Cytotoxicité

4.2.1.1. Induction de la mort cellulaire

Les LT CD8" effecteurs sont capables d’éliminer les cellules cibles exprimant le CMH-
peptide qu’ils reconnaissent. La présentation de I’antigéne doit se faire via le CMH de classe |
pour pouvoir étre reconnu par les LT CD8". Les antigénes présentés sont soit d’origine
intracellulaire et proviennent des pathogenes intracellulaires soit d’origine extracellulaire et
cette présentation se fait via la présentation antigénique croisée. La capacité des LT CD8" a
éliminer des cellules cibles se fait selon deux voies : la voie cytotoxique avec la sécrétion de

perforine/granzymes et la voie Fas-FasL.

e Lavoie de perforine/granzyme

Suite a la reconnaissance et a I’activation des LT CD8" par la cellule cible via le complexe
CMHp spécifique, la fonction cytotoxique se met en place avec I’organisation de la synapse
immunologique et la synthése des granules lytiques. La mise en place de la synapse
immunologique se fait a travers la réorganisation du cytosquelette avec la polarisation du
MTOC (microtubule organizing center) et la genése d’un p6le sécrétoire avec la sécrétion des
granules d’exocytose [90,91].

Les granules lytiques contiennent de nombreuses protéines capables d’induire la mort par
apoptose impliquant les voies caspases de facon trés rapide, de I’ordre de 20 min (Figure 5).
Les composants principaux des granules sont la perforine et les molécules de granzymes. Il
existe 5 types de granzymes : granzyme A, B, H, K et M. Les granzymes les plus étudiés sont
les granzymes A et B et il a été montré récemment que I’expression de perforine et du
granzyme B corréle avec I’activité cytotoxique alors que I’expression du granzyme A ne
correle pas [92]. Nous allons donc par la suite nous intéresser a la perforine et au granzyme B.
La perforine est une protéine essentielle dans la capacité cytotoxique découverte en 1985. Son
mécanisme d’action est encore sujet a débat. Initialement, la perforine était supposée induire
I’apoptose en perméabilisant la membrane cellulaire par la formation de pores. Cependant,
I’expression de la perforine seule ne suffit pas a induire la mort cellulaire et les dommages
causés a I’ADN [93] et le modéle selon lequel, la perforine formerait des pores dans la
membrane plasmique comme les composants du complément, a souvent été controversé.

Ainsi, deux voies d’entrée des protéines de granzymes dans le cytosol ont été proposées :
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_ la perforine forme des pores microscopiques dans la membrane plasmique qui
génerent un influx calcique provoquant I’endocytose rapide des granzymes. Cette endocytose
est démontrée par I’importance de la dynamine, une protéine cytoplasmique impliquée dans la
formation des vésicules d’endocytose, dans la cytotoxicité induite par le granzyme B [94,95],

_ la perforine forme des pores de fagon transitoire a la surface des cellules cibles qui
permet une entrée directe des protéines de granzymes dans le cytosol [96].

L’entrée des granzymes dans le cytosol entraine I’induction de la mort cellulaire par apoptose.
Les granzymes sont des protéases qui seraient activées avant leur entrée dans la cellule cible
par la serglycine [97]. Le mécanisme d’action du granzyme B est résumé dans la Figure 5.
Deux voies principales d’induction de I’apoptose ont été identifiées, la premiére impliquant
I’activation des caspases qui dépendent de la présence de calcium et la deuxieme impliquant
la perméabilisation mitochondriale [93,98].

Le granzyme A a également été beaucoup etudié et son mécanimse d’induction de mort est
caracterisé par deux principales propriétés :

_en synergie avec la perforine, le granzyme A induit le découpage des ADN simple
brin plutét que la fragmentation de I’ADN,

_ la mort cellulaire est indépendante des caspases et cible le noyau [99-101],
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Figure 5 Schéma de I’induction de la mort cellulaire par la voie perforine/granzyme B par les
lymphocytes T CD8" (d’apreés [93])
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e Lavoie Fas/FasL
Les LT CD8" effecteurs sont aussi capables d’induire I’apoptose des cellules cibles via un
autre mécanisme indépendant du calcium : la voie Fas/FasL. L’IL-2 joue un role important
dans I’induction de I’expression de Fas Ligand (CD95L) et de Fas (CD95) a la surface des LT
CD8" activés et dans leur plus grande sensibilité a la mort cellulaire. En effet, des cellules de
souris déficientes en IL-2 ou en IL-2RB ont montré étre résistantes a I’apoptose induite par la
voie Fas/FasL ce qui conduit a une prolifération lymphocytaire non controlée et de séveres
réactions auto-immunes [102].
Le mécanisme d’action de cette voie d’apoptose est le suivant : les LT CD8" effecteurs qui
expriment a leur surface la protéine FasL (CD95L) se lient aux cellules cibles qui expriment
le récepteur Fas (CD95). Cette liaison va entrainer le recrutement de diverses protéines et la
formation d’un complexe appelé DISC (death inducing signaling complex) qui permet le
recrutement des protéines adaptatrices FADD et TRADD. Leur interaction va résulter en un
recrutement et une activation de la voie des caspases 8 et 10 et induire I’apoptose des cellules
cibles directement ou par I’intermédiaire du relargage de cytochrome-c par la mitochondrie
[103-105].
L’expression de FasL a la surface des LT CD8" est également dépendante du signal délivré
via le TCR. Contrairement aux protéines cytolytiques, la molécule de FasL n’est pas stockée,
sa synthése n’est optimale que quelques heures aprés le signal TCR. Ainsi, sa mise en place
est tardive par rapport a la voie de perforine/granzyme.

4.2.2.Sécrétion de cytokines et de chimiokines par les cellules
effectrices

Les LT CD8" produisent aussi différentes cytokines aprés activation. Les LT CD8" effecteurs
se caractérisent principalement par la sécrétion d’IFN-y, de TNF-a et d’IL-2. Ces cytokines
ont des rdles tres divers :

e augmentation de I’expression de molécules impliquées dans la présentation de I’Ag

sur les APC ou les cellules cibles comme pour I’IFN-y [106,107];

e activation de I’activité microbicide pour I'lFN-y [107];

e I’induction de la mort cellulaire via le récepteur TNFR1 par le TNF-a [107].
Les LT CD8" vont également produire différentes chimiokines dans les heures suivant
I’activation (CCL3, CCL4) ou au contraire de fagon tardive (CCL5) [108-110]. Leurs roles
peuvent étre multiples, outre leur effet chimioattractant, ces chimiokines peuvent en effet
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moduler la prolifération des LT [111,112]. Enfin, il faut noter que si, en absence d’antigéne,
la cellule effectrice garde la capacité d’exprimer ses fonctions, I’induction de ces fonctions
reste sous le contréle de I’interaction du TCR avec le CMHp spécifique [113,114]. Cette
particularité permet de restreindre I’expression des fonctions dans le temps et dans I’espace et
ainsi d’éviter les effets non spécifiques. A ce jour, il existe une exception a cette régle ; ainsi,
la production d’IFN-y, par les LT CD8" effecteurs ou mémoires peut étre induite par une
combinaison d’1L12/18 [115].

4.2.3. Régulation de la différenciation des LT CD8"

De nombreux facteurs de transcription vont entrer en jeu lors de I’activation et de la
différenciation des LT CD8" en cellules effectrices et en cellules mémoires. Nous allons nous
intéresser ici a I’action de deux facteurs de transcription a « boite T », T-bet et Eomes. T-bet
et Eomes partagent 74% de similitudes de séquences dans leur domaine de « boite T ».

Ces deux facteurs de transcription jouent un rdle important dans la régulation des fonctions
effectrices et la différenciation des LT CD8" en cellules mémoires. Leur rdle a été mis en
évidence a la fois in vitro mais aussi in vivo chez la souris. La délétion du géne thx21 qui code
pour la protéine T-bet induit une diminution des fonctions effectrices des LT CD8" comme la
sécrétion de cytokines et la capacité cytotoxique [116,117]. En effet, il a été montré que T-bet
se fixe sur la région promotrice de la perforine et du granzyme B et influence le niveau
d’expression de ces molécules [118-120]. De plus, T-bet régule de fagon négative les génes
de I'IL-2 et PD-1 [121-123]. McLane et al. ont montré que les cellules naives T CD8"
n’expriment pas ou trés peu T-bet et qu’a la suite de la stimulation TCR, le niveau augmente
avec une forte fréquence de cellules effectrices exprimant un fort niveau de T-bet [124].

De méme, Eomes partagent des fonctions redondantes avec T-bet [119]. Les études portant
sur les expériences de souris délétées en eomes ont montré qu’elles étaient déficientes dans la
formation des cellules mémoires et du renouvellement homeéostatique [118,125,126]
soulignant son role dans la différenciation en cellules mémoires. De plus, la délétion d’eomes
dans les LT CD8" activés a pour conséquence une forte diminution de I’expression de I’IFN-
y, la perforine et le granzyme B. Il a néanmoins été montré que la surexpression d’Eomes
induit une augmentation des fonctions effectrices contrairement a T-bet [119] et que le niveau
d’expression d’Eomes des LT CD8" naives est faible et que la stimulation TCR n’induit pas

une augmentation du niveau d’expression [124].
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T-bet et Eomes augmentent I’expression de I’IL-2R[ qui est requis pour la survie des LT
CD8" mémoires et la prolifération homéostatique en réponse au signal a I’IL-15 [127].
Cependant, alors que la forte expression d’Eomes corréle avec la fréquence des cellules
mémoires centrales, la forte expression de T-bet inhibe I’expression de I’lL-7Ra et méne a la
formation des cellules effectrices et les cellules mémoires effectrices [125,128]. T-bet est
fortement exprimé trés tot dans les LT CD8" effecteurs mais diminue progressivement avec la
formation des cellules mémoires alors que I’expression d’Eomes augmente initialement dans

les cellules effectrices et continue a augmenter durant la transition effecteur mémoire.

Une récente étude a montré que les cellules T CD8" spécifiques du CMV (CytoMegaloVirus)
présentent trois profils d’expression de T-bet et d’Eomes: T-bet™/Eomes™®" T-
bet™/Eomes™®" et T-bet"¥"/Eomes"9"°", es lymphocytes avec une forte expression de T-bet
sont plus efficaces dans la reconnaissance des antigenes viraux et présentent une avidité plus
faible. Smith et al. montrent de plus que cette forte expression corréle avec une forte
expansion clonale et une différenciation au stade effecteur terminal [129]. T-bet maintient la
réponse T CD8" spécifique du virus lors de I’infection chronique et supprime I’expression de
PD-1. Cependant, lors de I’infection par le VIH, I’expression de T-bet diminue au cours du
temps et le niveau d’expression de PD-1 augmente et apparait un dysfonctionnement des LT
CD8" [122]. Chez la souris, Paley et al. montrent que dans le cas de I’infection par le LCMV,
les LT CD8" spécifiques du virus avec une forte expression d’Eomes sont associés a un
épuisement plus important et a une production réduite de cytokines comparé aux cellules avec

une forte expression de T-bet [130].

5. Phase de contraction de la réponse T CD8*

La notion d’homéostasie est définie par le maintien a un niveau d’équilibre de paramétres de
I’organisme comme la glycémie ou le nombre total de LT. La forte expansion des LT CD8"
lors de la réponse immunitaire va déséquilibrer cette balance et un retour a I’équilibre s’opére
apres élimination du pathogéne. Les LT vont subir une forte contraction de leur nombre qui
résulte en une diminution de I’ordre de 90 a 95% des LT CD8" spécifiques par apoptose
[89,126,131]. Les 5 a 10% des cellules qui persistent vont se difféerencier en cellules
mémoires et constituer un pool de cellules en charge de la surveillance immunitaire.

La phase de contraction est donc caractérisée par la mort de la majorité des LT CD8"

effecteurs et le retour a un état homéostatique. Il existe plusieurs mécanismes permettant
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d’expliquer la mort lymphocytaire en périphérie, notamment la mort induite apres activation
et qui peut étre distinguée en deux voies de signalisation : AICD (activation induced cell
death) ou ’ACAD (cells autonomous or activated T cells autonomous cell death). D’autres
mécanismes sont également mis en jeu lors de cette phase de contraction telle que la

déprivation de cytokines et I’induction de molécules pro-apoptotiques.

5.1. La voie AICD

Le mécanisme le plus étudié est la mort induite par activation ou AICD. L’induction de la
mort cellulaire des lymphocytes T déja activés se fait par une restimulation de leur TCR et par
la liaison de I’IL-2 a son récepteur. Alors que les LT possédent un phénotype résistant a
I’AICD lors de la phase de prolifération, ils le perdent lors de la phase de contraction de la
réponse immunitaire. Plusieurs voies de mort cellulaire ont été décrites et nous allons

présenter ici le mécanisme impliquant la liaison entre les récepteurs de mort et leurs ligands.

L’un des principaux mécanismes de mort cellulaire par I’AICD se fait par la voie TRAIL. Les
molécules de mort de la superfamille du TNF comme « TNF-related apoptosis-inducing
ligand » (TRAIL) et TNFR1 sont induites par I’activation et induisent la mort des cellules
cibles [132]. La molécule TRAIL se fixe & deux récepteurs de mort pro apoptotiques, TRAIL-
R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DR5). Aprés fixation de TRAIL sur son récepteur, il y a formation
d’un complexe de fixation induisant la mort via I’activation de la voie des caspases et

I’initiation de I’apoptose [133].

Lors de I’infection par le VIH, les LT CD4" présentent une augmentation de I’expression de
TRAIL et de DR5 comparés a ceux des patients non infectés [134]. Les auteurs montrent
également que la présence de la glycoprotéine du VIH et de I’IFN-a induit I’augmentation de
I’expression de TRAIL. Cette augmentation se fait essentiellement sur les pDC et les

monocytes et favorisent le fort turn over des LT.

5.2. La voie ACAD

L’ACAD correspond a la mort des cellules activées par privation de cytokine et n’est, elle,
pas dépendante de I’activation du TCR [135]. Ce mécanisme se met en place, lorsque la
stimulation antigénique diminue de par la clairance du pathogéne et suggére que I’ACAD est

probablement plus impliquée que I’AICD dans la phase de contraction qui suit la phase de
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prolifération. Elle permet une régulation de la phase de contraction de fagcon homeostatique et
implique I’expression de molécules pro et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2 qui sont
régulées principalement par deux cytokines : I'IL7 et I’'IL-15. Ces deux cytokines jouent un
role important dans la survie des cellules en permettant d’inhiber I’apoptose. En effet, Schluns
et al. ont montré que I’absence de signalisation avec I’'lL-15 ou avec I’IL-7 se traduit par une
contraction accrue avec une plus faible génération et survie de cellules mémoires [136,137]

La phase de contraction aprées élimination du pathogéne se fait principalement par mort par
privation en cytokine et seules certaines cellules vont recevoir le signal nécessaire a leur

survie et vont se différencier en cellules mémoires.

6. Phase mémoire

A I’issue de la contraction émerge une population de LT CD8" spécifiques de I’antigéne
correspondant aux LT CD8" mémoires a long terme.

Au cours de la différentiation en cellules mémoires, les LT subissent un certain nombre de
modifications génétiques, phénotypiques et fonctionnelles par le biais de signaux multiples —
la force et la durée de la stimulation du TCR, I’expression des molécules de costimulation a la
surface des cellules, les cytokines — responsables de régulations transcriptionnelles et
métaboliques ainsi qu’une ségrégation inégale des facteurs déterminant le lignage [138]. Ces
cellules mémoires ont ainsi une longue durée de vie et sont capables de réagir rapidement a

une réinfection par le méme pathogene [139].

6.1. Genese des cellules mémoires

Les réponses mémoires sont importantes puisqu’elles constituent la base des réponses induites
par les vaccins et permettent une protection accrue contre un pathogéne. Les modéles murins
ont permis de mieux comprendre la mise en place des cellules mémoires. Cependant, le
mécanisme d’induction de ces cellules n’a pour le moment pas été clairement établi. 11 existe
plusieurs modeles qui permettent d’expliquer la différenciation des cellules naives en cellules

mémoires (Figure 6) :

1. la différenciation asymétrique ou les cellules naives se différencient soit en
cellules effectrices qui vont mourir soit en cellules non-effectrices qui vont

former le pool de cellules mémoires,
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2. la différenciation linéaire, ou il existe un continuum entre les cellules naives,
effectrices et mémoires [140]
3. la différenciation décroissante ou I’intensité et la durée de la stimulation

antigénique vont déterminer la formation du pool de cellules mémoires.
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Figure 6 Schéma de la différenciation des cellules naives en cellules mémoires (d’apres [14])

6.1.1. Le modeéle de la différenciation asymétrique

Le premier modele propose I’hypothése suivante sur la différenciation en cellules mémoires :
I’activation des LT CD8" naives entraine une division cellulaire asymétrique et forme deux
lignées différentes, celle des cellules effectrices et celle des cellules mémoires. Ce modéle est
basé sur les différences phénotypiques et de capacité d’auto-renouvellement entre les
populations effectrices et mémoires [141]. Ce modeéle est confirmé par I’observation par
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Chang et al. en 2007 que la premiére division aprés activation engendre une division
asymeétrique avec une différence de taille et de contenu entre les deux cellules filles [142].

Selon ce modéle, la voie de différenciation des LT CD8" est fixée trés tot dans la réponse.

6.1.2. Le modeéle de la différenciation linéaire

Selon ce modéle, les LT CD8" naifs sont activés et vont se différencier en cellules effectrices
et la population d’effecteurs contient les précurseurs de la future population mémoire [143-
147]. En effet, en 1999, Jacob et al. ont montré que les LT CD8" mémoires sont dérivés de
cellules effectrices qui ont exprimé le granzyme B. De plus, des études ont montré que ces
cellules effectrices qui vont donner les LT CD8" mémoires montrent une expression de
CD127 plus importante lors des 48 premiéres heures. En effet, apres transfert de ces cellules
chez une autre souris, ces cellules se différencient préférentiellement en cellules mémoires
[146]. Alors que la plupart des cellules effectrices vont mourir par apoptose, ces précurseurs

de cellules mémoires vont persister et former le pool de cellules mémoires.

6.1.3. Le modeéle de la différenciation a potentiel décroissant

Selon ce modele, ce qui distingue les cellules effectrices qui vont mourir et celles qui vont
survivre et se différencier en cellules mémoires est la durée et le niveau de la stimulation
antigénique auxquels sont soumis les cellules [148]. Cette hypothése est confirmée par le
devenir des LT CD4" et CD8" spécifiques d’un antigéne dans le cas d’une infection
chronique. En effet, dans le cas d’une infection par le VIH ou par I’hépatite C, les cellules T
spécifiques vont persister mais devenir dysfonctionnelles [149-151]. La charge virale semble

corréler avec le dysfonctionnement des CTL [152-155].

6.2. Hétérogénéité des cellules mémoires

Il existe cependant une certaine hétérogénéité des cellules mémoires avec notamment la
distinction entre deux sous populations de LT CD8" mémoires qui vont exprimer des
marqueurs phénotypiques différents [156,157] :

e les LT CD8" mémoires effecteurs (ME) qui sont CCR7" CD62L" CD27" CD45RO" et

qui sont présents en périphérie,
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e les LT CD8" mémoires centraux (MC) qui sont CCR7" CD62L" CD27* CD45RO" et
qui sont présents dans les ganglions lymphatiques.
Les LT CD8" ME semblent étre dans un état de différenciation plus avancée avec une
acquisition plus rapide des fonctions effectrices aprés stimulation que les LT CD8" MC. Au
niveau de la capacité proliférative, les cellules ME présentent une plus faible expansion aprés
stimulation antigénique ou cytokinique et une longueur de téelomeres plus réduite que les LT
CD8" MC [140,157-159].

6.3. Maintien des cellules mémoires

Les LT CD8" mémoires ont la capacité de survivre pour une trés longue période de temps et
le nombre de cellules mémoires reste constant. Plusieurs études ont montré que le maintien du
nombre de LT CD8" mémoires dans I’organisme est lié¢ & la capacité d’autorenouvellement
par prolifération cellulaire. L’homéostasie des LT CD8" mémoires est sous le controle de
signaux pro et anti-apoptotiques [138] et de la prolifération homéostatique qui est régulée par
les cytokines homeostatique telles que I'IL-7 et I'IL-15 [160,161]. Elle est de plus

indépendante de la stimulation antigénique.

6.3.1. L’interleukine-15

L’IL-15 est indispensable aux LT CD8" mémoires comme le montrent les études chez les
souris déficientes en IL-15 qui ne présentent pas de cellules CD8" mémoires [162]. Des
travaux ont montré que I’injection d’adjuvants comme le poly I:C ou le LPS entraine la
production d’interferon, notamment I’interferon de type | qui a son tour induit la synthese
d’IL-15 par de nombreuses cellules comme les monocytes, les macrophages, les cellules
stromales et les cellules épithéliales [163-165]. Cette cytokine agit directement sur les LT
CD8" mémoires et permet le maintien du pool de LT CD8" mémoires par une prolifération
homéostatique en I’absence d’antigene [166-168].

Le récepteur de I’'lL-15 est composé du CD122 (IL-2R/IL-15Rp) et du CD132 (récepteur yc).
Le CD122 est sous la régulation de deux facteurs de transcription de la famille « boite T », T-
bet et Eomes [118]. En I’absence de cette cytokine, des LT CD8" mémoires sont générés
apres la réponse primaire mais ils ne se divisent pas et leur nombre diminue [140]. L’I1L-15
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joue également un important role dans le développement des cellules NK, dans leur

homéostatie et dans la régulation de leur activité [169,170].

6.3.2. L’interleukine-7

L’interleukine-7 est une cytokine essentielle au développement et a la survie des LT dans le
thymus et en périphérie. En effet, les souris déficientes en IL-7 ou pour I’expression de son
récepteur présente une lymphopénie sévere avec une diminution importante du nombre de LT
[171-173]. L’IL-7 est un facteur de survie indispensable pour les LT au cours de leur
maturation dans le thymus et pour les LT matures périphériques. En périphérie, I’IL-7 est
produite par les cellules non lymphoides dans les organes lymphoides comme les cellules
stromales, par les cellules dendritiques folliculaires et les cellules dendritiques du sang
périphérique. L’IL-7 est nécessaire a la survie et a la prolifération homéostatique des LT naifs
en périphérie en régulant la taille du pool de LT en périphérie [174]. Lors de lymphopénie, le
taux d’IL-7 augmente ce qui induit la prolifération des LT circulants et lorsque le nombre de
LT est rétabli, la concentration d’IL-7 n’est plus suffisante pour maintenir la survie de tous les
LT si la prolifération se maintient.

Le récepteur de I’'lL-7 est composé du CD132 et du CD127 (IL-7Ra). Le CD132 est
fortement exprimé a la surface des LT CD8" mémoires [165] et le CD127 est exprimée par les
LT naifs et les LT mémoires. Cependant, I’expression du CD127 est rapidement perdue lors
de I’activation. Des travaux suggérent que la présence précoce ou la réexpression de CD127
permet d’identifier les LT effectrices qui vont générer les LT mémoires [146].

De plus, le développement de la réponse mémoire T CD8" nécessite également I’aide
apportée par les LT CD4 *[16].

6.3.3. L’aide des lymphocytes T CD4*

Les LT CD4" via les interactions avec les DC et la production d’IL-2 vont permettre de
délivrer des signaux indispensables a I’expansion de LT CD8" activés, a leur différenciation
de cellules effectrices en cellules mémoires et a leur maintien [15]. Les LT CD4" vont ainsi
favoriser la rencontre des LT CD8" et DC via I’association CD40L/CD40 a la surface des LT
CD4" et des DC et rendrait ainsi la DC mature et préte a induire la réponse T CD8"
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[Schoenberger 1998 Nature]. Par ailleurs, les LT CD4" sont indispensables & la génération
d’une bonne réponse mémoire T CD8". En effet, en I’'absence de LT CD4", les LT CD8"
mémoires vont moins bien répondre lors d’un second contact avec un pathogene et vont

présenter une expression importante de la protéine TRAIL a leur surface [175,176].

Les LT CD4" sont donc indispensables & la génération d’une bonne réponse T CD8" en
favorisant a la fois une bonne génération de LT CD8" effecteurs mais également une bonne
réponse T CD8" mémoires.

6.4. Fonctions effectrices accrues des cellules mémoires

Les cellules naives ont besoin de subir toute la phase d’activation et de différenciation en
cellules effectrices comme décrits dans les chapitres 3 et 4. Par contre, le seuil d’activation
des cellules mémoires est plus facilement atteint avec une exigence moindre en concentration
d’antigene et en signaux de costimulation pour étre activées. Les cellules mémoires sont ainsi
capables de répondre et d’acquérir des fonctions effectrices rapidement aprés restimulation.
Parmi ces fonctions, on retrouve une forte capacité proliférative, la production de cytokines et

la cytotoxicité.

6.4.1. La capacité proliferative

Lors d’une stimulation antigénique, la capacité proliférative des cellules mémoires est
beaucoup plus importante que celle des cellules naives. Verga-Fernandes et al. ont en effet
montré dans des études in vivo chez la souris que les LT CD8" mémoires ont une plus forte
expansion que les LT CD8" naives [139] ainsi qu’un temps de latence qui précéde la phase
d’expansion plus faible, qui passe de 27h a 12h. Cette expansion plus rapide semble étre liée
a la présence d’une kinase dépendante de cycline préactivée, Cdk6, dans le cytoplasme des
cellules mémoires [177].

6.4.2. La capacité cytotoxique

Les cellules mémoires sont capables d’exhiber une forte capacité cytotoxique aprés quelques
heures de stimulation a la fois in vitro [178] et in vivo [179] alors que la cytotoxicité est une

fonction effectrice acquise apres plusieurs jours pour les cellules naives. Bien que chez la
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souris, les cellules effectrices soient les premieres cellules & présenter une activité
cytotoxique, aprés 4 heures de stimulation, les cellules mémoires affichent une capacité
cytotoxique in vivo équivalente a celle des cellules effectrices.

Il faut toutefois noter qu’il existe une hétérogénéité de I’activité cytotoxique au sein de la
population mémoire. Deux études chez I’hnomme semblent suggérer que les LT CD8" ME ont
une capacité cytotoxique plus importante que les LT CD8" MC : (1) les cellules mémoires qui
ont la capacité cytotoxique la plus élevée se trouvent en périphérie plutét que dans les organes
lymphoides secondaires [156] et (2) I’expression constitutive de perforine semble restreinte a
la sous population ME plutét que MC [157].

6.4.3. La secretion de cytokines

Apreés stimulation, les LT CD8" sont capables de produire les mémes cytokines que les LT
CD8" naives. Cependant, en fonction de la cytokine produite, la cinétique de sécrétion différe
entre cellules naives et cellules mémoires. Concernant la sécrétion d’IL-2, les études ont
montré qu’elle est hétérogéne au sein des cellules mémoires avec les cellules ME sécrétant
moins d’IL-2 que les cellules MC voire que les cellules naives [157,180]. Alors que la
production de TNF-a est la méme entre les cellules mémoires et les cellules naives, les
cellules mémoires sont capables de produire de I'IFN-y plus rapidement que les cellules
naives [181].

Apreés résolution de I’infection et élimination du pathogéne, les LT CD8" effecteurs sont
éliminés et seuls les LT CD8" mémoires persistent dans I’organisme. Lors d’une réinfection
par le méme pathogeéne, les LT CD8" mémoires vont réagir efficacement en se différenciant
rapidement en cellules effectrices et éliminer le pathogene.

Nous présenterons dans le chapitre suivant le cas de [Iinfection par le virus de
I’'immunodéficience humaine (VIH) qui est caractérisée par une forte déplétion des LT CD4",
une hyperactivation du systéme immunitaire. Nous détaillerons en outre le cas particulier d’un
rare groupe de patients qui contr6lent spontanément I’infection en I’absence de traitement, les
« HIV controllers » (HIC) et le role que peuvent jouer les LT CD8" dans le contrble de

I’infection.
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Pathogenese du virus de I'immunodéficience humaine
1 (VIH-1) responsable du syndrome de
I'immunodéficience acquise (SIDA) et réponse
immunitaire

Figure 7 Surface d’un lymphocyte T ihfecté par le Vius de I'Immunodéficience Humaine
(d’apreés [182])

En 2008, I’Assemblée Nobel de I’Institut Karolinska a attribué le prix Nobel de Médecine a
deux chercheurs frangais, Frangoise BARRE-SINOUSSI et Luc MONTAGNIER, pour leur
découverte du Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) (Figure 7), soulignant ainsi son
importance. En effet, ce virus est a I’origine d’une pandémie mondiale et constitue depuis

maintenant trente ans un objet de recherche intense dans de nombreux pays.

1. Découverte de I'agent pathologique

La découverte des premiers cas de SIDA remonte a Juin 1981 avec la description de cing cas
de pneumocystose due a Pneumocystis carinii, une pathologie rare qui ne se produit que chez
des patients immunodéprimés. Les cliniciens américains décrivent en plus des candidoses
buccales, de multiples infections virales, et un sarcome de Kaposi chez des individus a priori

sains cliniqguement. Tous ces symptdmes ont permis de mettre en évidence un nouveau type
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d'immunodéficience acquise caractérisé par une lymphopénie avec une baisse significative du
nombre de LT CD4" [183-185].
Les premiers signes indiquant que le SIDA pouvait étre cause par un rétrovirus datent de 1983
lorsque I’équipe du Pr Montagnier a I’institut Pasteur met en évidence une activité de
transcriptase inverse au sein d’une culture de LT provenant d’une biopsie de ganglions
lymphatiques d’un patient atteint du SIDA [186]. Pourtant, de nombreux chercheurs
considéréerent au début que ce rétrovirus faisait partie de la méme famille que les HTLV
(human T-lymphotropic virus) puisqu’il possede des caractéristiques trés proches des HTLV.
Cependant les principales caractéristiques de ce rétrovirus sont une réplication trés importante
dans les LT CD4" avec une lyse de ces cellules cibles, alors que des rapports ont montré que
le HTLV ne lyse pas les lymphocytes mais les immortalise plutot [187]. Ceci a permis
d’identifier pour la premiére fois I’agent étiologique responsable du SIDA.
Mais il fallut attendre 1984, pour que la communauté scientifique soit définitivement
convaincue que ce rétrovirus est I’agent étiologique du SIDA [188]. De plus, d’autres équipes
de recherche ont également décrit la présence de ce virus a la fois chez des patients au stade
SIDA ou atteints de troubles neurologiques mais aussi chez des patients sains cliniquement.
Ce virus fut par la suite appelé VIH-1.
En 1986, un second virus a été identifié et était trés proche du premier et fut nommé VIH-2
[188]. Les grandes différences entre les deux virus sont :

_ la répartition géographique avec le VIH-2 localisé essentiellement en Afrique de
I’ouest alors que le VIH-1 est une pandémie mondiale [189],

_ la virulence avec une proportion de patients atteints par le VIH-2 qui ne développent
pas la maladie plus importante dans le cas du VIH-1 (35% contre 1%) [190].

Ici nous nous intéresserons uniquement a I’étude des réponses contre le VIH-1.

2. Epidémiologie

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu’environs 35 millions de personnes
vivaient avec le VIH en 2012. Les pays en développement sont les plus touchés, et en
particulier ceux d’Afrique Subsaharienne qui concentrent prés de 70% des personnes infectées
par le virus (a titre de comparaison, I’Amérique du Nord n’en regroupe que 4,5%) (Figure 8).
De plus, le nombre de personnes infectées ne cesse de croitre depuis le début de I’épidémie

d’une part car ces personnes vivent aujourd’hui plus longtemps grace aux progrés
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remarquables accomplis au niveau de la prise en charge médicale des patients infectés ; et
d’autre part car le nombre de nouvelles infections reste élevé, avec pres de 2,3 millions de
nouvelles infections par an en 2012. Cependant, I’OMS a annoncé en 2013 que ce nombre
représentait la plus faible augmentation depuis la deuxiéme moitié des années 1990 ou on
enregistrait 3,5 millions de personnes. De plus, le rapport indique que le nombre de personnes
décédant de causes liées au SIDA a diminué pour atteindre 1,6 million en 2012 notamment d
a une plus forte prise en charge des personnes sous traitement antirétroviral. (Rapport
ONUSIDA 2013).

En France, on estime qu’environs 160 000 personnes vivaient avec le VIH en 2011 et 1300
personnes sont mortes du SIDA cette méme année ; 6000 personnes ont été contaminées en
2011.

De nos jours, I’infection par le VIH représente une épidémie mondiale et constitue une des
causes de déces les plus importantes dans le monde (6eme cause de déces a I’échelle du globe
et 2éme cause de déces dans les pays a faibles revenus en 2011 [191]), avec environs 30
millions de personnes mortes du SIDA depuis 1981.

Le VIH prospere donc au sein d’un nombre croissant d’étres humains, et la lutte contre
I’infection par ce virus constitue aujourd’hui un enjeu de santé publique considérable a
I’échelle mondiale. Cependant, cette évolution préoccupante ne refléte en rien les efforts de la
recherche, des organisations et des autorités publiques visant a combattre cet agent pathogene.
Ainsi, dés la découverte du virus, de nombreux scientifiques se sont investis dans la recherche
d’un vaccin préventif et de traitements pour lutter contre le VIH et prévenir I’infection. Ces
travaux n’ont malheureusement pas encore abouti ni & la mise au point d’un vaccin préventif
efficace contre le virus, ni a celle de thérapies curatives. Néanmoins, ils ont permis
d’inestimables avancées dans la compréhension des caractéristiques biologiques du virus et
des interactions entre I’organisme héte et le pathogene, ce qui a fortement contribué a la mise
au point de traitements pour [Pinstant basés sur une combinaison de meédicaments
antirétroviraux, c’est a dire destinés a inhiber la réplication virale mais qui ne parviennent pas,
malgré leur efficacité, a éliminer totalement le virus de I’organisme. En 2009, la pharmacopée
anti-VIH comprenait 25 composés antirétroviraux approuvés par les autorités américaines
(représentées par la Food and Drug Administration (FDA)) et les autorités européennes
(représentées par la European Medecine Agency (EMEA)), divisés en six classes
fonctionnelles en fonction de leur mode d’action et de leur cible dans le cycle réplicatif du
virus [192,193]. De nos jours, il existe une trentaine de traitements disponibles. Ces

traitements se révelent trés efficaces dans de nombreux cas et ont permis, dans les régions ou
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leur acces en cas d’infection est relativement répandu, une forte réduction de la mortalité et de
la morbidité associées au SIDA, un allongement de la durée de vie ainsi qu’une amélioration
des conditions de vie des personnes séropositives. Le probléeme majeur qui se pose a I’heure
actuelle est la diffusion a I’échelle mondiale des traitements anti-rétroviraux qui permettrait
une meilleure prise en charge des patients et de réduire le nombre de nouvelles infections.

Ils s’averent toutefois contraignants et présentent de nombreuses limitations. En particulier,
I’émergence de virus résistant aux antiviraux, les effets secondaires parfois graves liés a leur
prise, et la persistance du virus au sein de I’organisme constituent des obstacles majeurs au
succes durable et universel de ces thérapies. De plus, de nouveaux problemes se posent liés a
la toxicité a court et a moyen terme des traitements sur I’organisme. C’est pourquoi la
recherche de nouvelles molécules antirétrovirales reste active afin de les améliorer, d’en
diminuer les effets secondaires et d’offrir aux patients en échec de traitement de nouvelles
alternatives thérapeutiques.
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Figure 8 Schéma de la repartition de I’épidémie du VIH dans le monde en 2013 (d’apres le
rapport ONUSIDA 2013)

3. Présentation du VIH-1

Le VIH est un virus de la famille des rétrovirus qui fait partie du groupe des lentivirus. Le
VIH-1 a un diaméetre d’environ 120nm et un génome composé de deux copies d’ARN (Acide
RiboNucléique) simple brin de 9kb codant neuf génes regroupés en trois classes de protéines :
les polyprotéines comme Gag ou Env, les protéines accessoires comme Nef ou Vif et les

40



protéines de régulation comme Tat ou Rev. Le VIH est caractérisé par un cycle de réplication
nécessitant la conversion de son génome, constitué d’ARN simple brin, en ADN (Acide
DésoxyriboNucléique) double brin et I’intégration de cet ADN viral formé dans le génome de
la cellule infectée [194]. Cet agent pathogéne est & I’origine du SIDA qui correspond a un
stade avancé de I’infection, caractérisé par une perte considérable des défenses immunitaires,

en particulier du nombre de lymphocytes T CD4", acteurs majeurs de la réponse immunitaire.

L’organisme infecté présente alors une sensibilité accrue a de nombreuses infections
opportunistes et aux cancers. Le stade SIDA de I’infection est défini par un nombre de
lymphocytes T CD4" inférieur & 200 cellules par mm?® de sang (un individu sain posséde entre
800 et 1200 lymphocytes T CD4* par mm® de sang), ou par la présence d’une infection
opportuniste grave, par exemple la toxoplasmose ou une infection par le cytomégalovirus
[195].

3.1. Evolution de I'infection par le VIH-1

Dans I’histoire naturelle de I’infection par le VIH, I’évolution de la maladie en I’absence de
traitement peut se décomposer en trois phases : la contamination suivie de la primo-infection,
la phase asymptomatique et le stade SIDA (Figure 9).
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Figure 9 Représentation schématique de I’évolution de I’infection par le VIH-1
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Il existe différentes voies de contamination mais la plus commune a I’heure actuelle est la
transmission par voie sexuelle. L’efficacité de la contamination par cette voie varie de 0.3 a
30% en fonction de I’état des muqueuses, de la présence d’autres infections sexuellement
transmissibles comme la syphilis et de la charge virale.
Plusieurs mécanismes ont été proposés dans cette revue [196] afin d’expliquer I’entrée du
virus au niveau des muqueuses (Figure 10) :

_ la présence de microlésions des muqueuses (présentes dans plus de 60% des cas)
favorise I’entrée du virus,

_la pénétration du virus dans I’organisme par transcytose de certaines cellules
épithéliales des muqueuses,

_ I’entrée du virus directement capté par les prolongements a I’extérieur des cellules
dendritiques,

_le virus passerait entre les cellules épithéliales et infecterait les lymphocytes T CD4"
de la muqueuse.

Dés que le VIH pénetre dans I’organisme héte, le virus commence a infecter de

nombreuses cellules et va se disséminer dans tout I’organisme.
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Figure 10 Schéma de la pénétration du VIH dans les muqueuses et de sa dissémination dans
I’organisme (d’aprés [196])

3.2. La primo-infection

Lors de la primo-infection, le virus est & tropisme CCR5 et infecte les cellules cibles qui vont
exprimer le récepteur CD4 et le corécepteur CCR5 et qui notamment dans les muqueuses sont
essentiellement les lymphocytes T CD4", monocytes, macrophages et les cellules
dendritiques. Aprés infection de ces cellules, il commence & se répliquer. L’une des
hypothéses permettant d’expliquer la rapide dissémination du VIH dans I’organisme est la tres
grande diffusion du virus par les cellules dendritiques. Les DC captent des antigenes viraux et

vont migrer vers I’organe lymphoide le plus proche pour le présenter aux différentes cellules
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de I'immunité [197]. Des études in vitro ont permis de montrer que le VIH profite de cette
migration pour s’accrocher aux cellules dendritiques via la fixation de la protéine gp120 du
VIH sur des lectines de type C comme le DC-SIGN [198-200]. Le virus va par la suite étre
internalisé dans des vacuoles en attendant la maturation et la migration des cellules
dendritiques vers I’organe lymphoide secondaire. Le VIH va ensuite pouvoir infecter de
nouvelles cellules cibles dans les tissus lymphoides [196,198,199,201,202]. De plus, on peut
constater que les LT CD4" mémoires ainsi que les cellules activées sont les principales cibles
du virus. En effet, une perte rapide et dramatique de ces cellules dés les premiers jours de
I'infection par le VIH est visible (courbe bleue sur la Figure 9). L’infection de LT CD4"
mémoires et naifs est I’une des causes de la persistance du virus dans I’organisme pendant des
années. En effet, dans ces cellules, il se retrouve a un état latent sans production d’antigene
viral et représente un réservoir latent de virus [203]. On note en outre que cette perte rapide de
ces cellules a essentiellement lieu au niveau du tractus gastrointestinal ou GALT (gut
associated lymphoid tissue) qui est un lieu riche en LT CD4" activés ou mémoires exprimant
CCR5 [204]. Cette diminution de cellules immunitaires va fragiliser la barriere intestinale et
est responsable d’une entrée massive de bactéries dans I’organisme qui favorise I’activation
du systéeme immunitaire [205-207].

Le virus va ainsi se multiplier de facon exponentielle et va se disséminer dans I’organisme
entier. La charge virale augmente de fagon importante quelques jours aprés la contamination.
Le pic de réplication virale apparait 2 a 4 semaines aprés la transmission du virus (courbe
rouge sur la Figure 9) et le taux de virus dans le sang peut excéder 10’ copies d'’ARN viral/ml
de plasma.

Les réponses immunitaires humorale et cellulaire spécifiques anti-VIH sont activées et
permettent de réduire la charge virale. Les anticorps et les LT CD8" cytotoxiques anti-VIH
sont générés au bout de quelques semaines et corrélent avec I’élimination d’une grande partie
des cellules infectées et a la diminution de la charge virale. Les lymphocytes T CD8" jouent
un réle prépondérant puisqu’ils permettent a la fois la lyse des cellules infectées, la production
de cytokines envers I'immunité innée et la production des CAF (facteurs antiviraux des
cellules T CD8") qui ont des effets anti-VIH. Toutes ces réponses permettent de diminuer la
charge virale. Cependant, le systéme immunitaire ne parvient pas a éliminer completement
I’infection due a de nombreux mécanismes d’échappement mis en place par le virus et un

niveau stable de charge virale s’établit que I’on nomme « viral set point ».
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3.3. La phase asymptomatique

Durant cette période, un équilibre apparent s’établit entre le virus et le systeme immunitaire et
s’étend généralement de huit & dix ans. L’élimination virale par le systéme immunitaire est
compensée par la forte réplication virale. Deux types de virus sont retrouvés principalement
chez I’hdte : des virus infectant les cellules exprimant le récepteur CD4" et le corécepteur
CCR5 et des virus capable d’infecter des cellules exprimant le récepteur CD4" et le
corécepteur CXCR4 [208].

Les réponses dirigées contre les différentes protéines du virus sont observées mais ne suffisent
pas a la fois quantitativement mais aussi qualitativement. Le taux de LT CD4" va alors
lentement diminuer jusqu’a étre inférieur a 200 cellules par millilitre, seuil généralement

associé au développement des premiers symptomes liés a une immunodépression.

3.4. Le stade SIDA

Le stade SIDA est caractérisé par une diminution du nombre de cellules T CD4" (inférieure a
200 cellules/ul) qui est associée a une augmentation importante de la charge virale. Il'y a alors
une forte immunodéficience et des maladies opportunistes et des cancers apparaissent.
Certaines des pathologies peuvent étre traitées par I’utilisation des antibiotiques et des
antifongiques mais la forte frequence de ces maladies finit par étre fatale et la survie moyenne
au stade SIDA est de 2 a 3 ans.

4. Déficience des réponses T CD4+* et CD8*

L’infection par le VIH-1 est caractérisee par une altération quantitative et qualitative des
réponses immunitaires cellulaires T CD4" et CD8" spécifiques du virus. Ce
dysfonctionnement des cellules T spécifiques du VIH-1 peut expliquer la persistance du virus
dans I’organisme mais il est également possible que cette persistance virale entraine une
activation continue et une altération des réponses immunitaires. Différentes causes ont été
mises en avant afin d’expliquer cette altération des réponses T CD8" et CD4" et notamment la

présence du virus et I’hyperactivation du systéme immunitaire.
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4.1. Causes de ces altérations

4.1.1. Virus

Le role des LT CD4" dans la réponse immunitaire adaptative est primordial. Ces cellules
controlent a la fois la réponse immunitaire innée comme la maturation des cellules
dendritiques mais également la réponse immunitaire adaptative comme la différentiation et la
maturation des LB. Des études ont également permis de montrer leur importance dans I’étape
de différentiation en cellules mémoires des LT CD8" [16]. L’élimination des LT CD4" par le
virus entraine donc une dérégulation de ces réponses et permet d’expliquer en partie
Ialtération des réponses anti-VIH. Cependant, au cours de I’infection, tous les LT CD4" de
I’h6te ne sont pas infectés par le VIH et d’autres mécanismes entrent en jeu pour expliquer la
déplétion générale des LT CD4". Herbeuval et al. ont émis I’hypothése que d’une part la
fixation de la glycoprotéine du VIH a la surface des LT CD4" peut induire une mort cellulaire
de ces cellules par ADCC (Antibody-dependant cellular cytotoxicity) et d’autre part que
I’association de la glycoprotéine et de I'IFN-a induit I’augmentation de I’expression de
TRAIL et DR5 et entraine la mort des LT CD4" par apoptose. Tous ces mécanismes de

déplétion des LT CD4" peuvent rendre compte du dysfonctionnement observé des LT CD8".

4.1.2. Hyperactivation du systéeme immunitaire

Lors de Iinfection par le VIH, une des caractéristiques principales est la forte et persistante
activation des cellules. Cette forte activation joue un r6le prépondérant dans la progression de
la maladie vers le stade SIDA. De tous les parametres étudiés, le degré d’hyperactivation a JO
constitue méme un meilleur indice de progression de la maladie que le niveau de la charge
virale [209].

Chez I’homme, le niveau d’activation des LT CD8" est fortement corrélé avec la survie des
patients et a une progression de la maladie, bien plus que la charge virale [210-214]. Ceci est
corroboré par des études menées chez les primates non humains. En effet, chez les hotes
naturels du SIV comme le mangabey et le singe vert d’Afrique, I’infection par le SIV ne se
traduit pas par une progression vers le stade SIDA contrairement au cas du macaque. En
comparant les différents parametres de I’infection dans les deux types d’espéces, seule

I’activation du systéme immunitaire differe. Effectivement, malgré la persistance d’une
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charge virale élevée et la destruction massive des cellules T CD4" au niveau de la muqueuse
intestinale, I’infection par le SIV chez les hétes naturels est caractérisée par une activation
immunitaire faible. Par contre, chez les macaques Rhésus infectés par le SIV, I’infection est
marquée par a la fois une absence de contrdle de la charge virale et aussi une hyperactivation
des cellules du systeme immunitaire et a la progression de la maladie [215-220].

Ces caractéristiques de forte charge virale plasmatique sans progression de la maladie est
également retrouvé chez un petit groupe d’individus qui a éte appelé VNP (virologic non
progressors) [221,222].

De plus, bien que I’infection par le VIH-2 ne soit pas un modéle idéal car caractérisée par une
faible charge virale et une progression lente vers la maladie, on peut tout de méme noter que
cette progression lente est associée a une activation immunitaire plus faible que dans le cas de
I’infection par le VIH-1. Les études comparatives avec I’infection par le VIH-1 permettent de
montrer que I’activation du systéme immunitaire joue un role prépondérant dans la déplétion
des LT CD4" [214].

Chez les patients infectés par le VIH dont la charge virale est contrdlée soit spontanément
comme chez les HIV-controleurs (HIC, HIV controllers) soit par les traitements
antirétroviraux, le niveau d’activation du systéme immunitaire ainsi que la morbi-mortalité
sont toutefois supérieurs aux niveaux observés chez les sujets non infectés par le VIH
[70,223,224].

4.2. Hyperactivation

4.2.1. Causes de cette hyperactivation

La forte et persistante activation du systeme immunitaire peut étre attribuée a plusieurs

facteurs. Différents mécanismes ont été mis en évidence (Figure 11):

1. L’action du virus et des protéines virales comme la gp120

2. Les infections opportunistes et la réactivation de virus persistants comme le
CMV ou EBV (Epstein-Barr Virus)

3. La perte fonctionnelle du systéme immunitaire au niveau du tractus gastro-
intestinal

4. Lalymphopénie T CD4"
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Figure 11 Schéma représentant les consequences de I’hyperactivation sur I’organisme et dans la
progression de lamaladie (d’apreés [225]).

4.2.1.1. L’action du virus et des protéines virales

La persistance virale et I’émergence constante de nouveaux variants du VIH-1 produisent un
état de stimulation antigénique permanent. En phase chronique de I’infection par le VIH-1,
cette stimulation entraine une forte expansion des réponses T CD8" avec jusqu’a 20% des
cellules T CD8" du sang qui sont spécifiques du virus [226,227] et également des fortes
réponses B. Dans le cas des cellules T CD4", c’est un peu moins de 3% des cellules du sang
qui sont spécifiques du VIH-1 [227], et ceci s’explique par le fait que les cellules spécifiques
du VIH-1 sont préférentiellement infectées et donc lysées par le virus [228]. Les protéines
virales peuvent également agir sur le systeme immunitaire inné a travers la reconnaissance des
motifs spécifiques du VIH par les PRR notamment les TLR ou la fixation de la glycoprotéine
sur les CD4. Cette reconnaissance induit la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires et conduit a un état d’inflammation chronique amenant tout le systeme

immunitaire a un état d’activation chronique [229-231].
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Les fortes réponses du systeme immunitaire inné et adaptatif contre le virus et les antigénes
du VIH contribuent a maintenir cet état d’hyperactivation. Cependant, comme wvu
précédemment, un haut niveau de réplication virale n’est pas suffisant pour expliquer cette

activation chronique et d’autres facteurs jouent un role important.

4.2.1.2. Les infections opportunistes et la réactivation de virus
persistants

L’hyperactivation immunitaire peut-étre due a des effets indirects de I’infection par le VIH-1.
En effet, certains virus latents comme les virus CMV et EBV sont réactivés a cause du statut
immunodéprimé des patients et de la réaction inflammatoire environnante. Les infections
opportunistes sont également plus fréquentes chez ces patients et stimulent de nouvelles et
nombreuses cellules. Plusieurs études ont montré que des cellules T CD8" spécifiques de
CMV et EBV avaient un profil de cellules activées dans I’infection par le VIH-1 [232-236] et
I’utilisation de traitement contre le CMV chez les patients infectés par le VIH, le
Valganciclovir a permis de réduire significativement I’activation des LT CD8" mesurée par la
fréquence des cellules CD38"/HLA-DR" chez les patients sous HAART qui avaient une
reconstitution LT CD4" incompléte [237].

4.2.1.3. Latranslocation microbienne au niveau du tractus gastro-
intestinal

Un autre mécanisme a également été impliqué dans I’activation chronique du systéme
immunitaire [205-207,238]. Les auteurs suggérent que la déplétion massive des LT CD4" et
plus particulierement les cellules CCR5" dans le tractus gastro-intestinal a pour conséquence
la perte des cellules épithéliales intestinales, une disruption des jonctions serrées et la perte
d’intégrité de la barriere mucosale. Ceci favorise la translocation bactérienne et fongique et le
relargage de matériels étrangers dans la circulation sanguine [239]. Cette forte translocation se
traduit par des niveaux plasmatiques de LPS (Lipopolysaccharide) fortement augmentés chez
les patients en phase chronique de I’infection par le VIH-1 et chez les macaques infectés par
le SIV. Le matériel microbien dans la circulation sanguine favorise I’hyperactivation du
systeme immunitaire notamment a travers la stimulation par les TLR. Cette stimulation de
TLR va favoriser la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-o ou IL-6

(Interleukine 6) [240-242]. Et finalement les monocytes des patients infectés par le VIH-1 ne
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répondent plus a une stimulation ex-vivo par le LPS, suggérant que ces monocytes ont été
stimulés in vivo de fagon chronique par le LPS [238]. L’infection par le VIH est associée a de
forts taux de LPS plasmatique mais la translocation microbienne n’est pas suffisante pour
expliquer cette activation car certains patients présentent une forte activation malgré de
faibles taux de LPS [243].

De plus, la perte d’intégrité de la barriere mucosale est en partie due a la déplétion des
cellules T CD4" Th17. Alors que chez les singes verts d’Afrique et Mangabeys [244,245]
ainsi que chez les HIC, les LT CD4" Thl7 sont préservées [246-248] ; chez les patients
progresseurs, une forte déplétion de ces cellules est observée surtout au niveau du tractus
gastro-intestinal. Les cellules Thl7, qui sécrétent de I’'IL-17 et de I’'IL-22, induisent le
recrutement des neutrophiles sur les sites inflammatoires, la production de protéines des
jonctions serrées et assurent la régénération épithéliale [244,249-251]. La perte de ces
cellules contribue a la perte de I’intégrité physique et immune au niveau de la muqueuse. En
I’absence d’une réponse Th17 fonctionnelle et forte, il y a translocation de bactéries du GALT
vers la périphérie [251].

Tous ces mécanismes agissent en synergie et contribuent a la forte et persistante activation du
systeme immunitaire. Le virus modifie I’ensemble des réponses du systeme immunitaire et

entraine une hyperactivation qui va s’autoentretenir.

4.2.1.4. Lymphopénie T CD4* cause d’activation

Dans un contexte de lymphopénie, une forte réponse homéostatique se met en place. En effet,
il a été montré précédemment chez la souris déeficiente en LT qu’une injection de LT naifs
induit une forte prolifération de ces cellules alors que chez une souris wild-type, ces cellules
ne se divisent pas [252]. Cependant, cette prolifération s’accompagne d’une différenciation de
ces cellules en « memory-like » et ne restaure pas le pool de LT naifs. Ce mécanisme a donc
été appelé prolifération induite par la lymphopénie [253].

Dans le contexte de I’infection par le VIH-1, la forte déplétion T CD4+ s’accompagne d’une
forte activation des LT CD4" et CD8" [70]. Deux études de Catalfamo et al. ont montré que la
déplétion T CD4" et la charge virale entrainent la prolifération des LT CD4" et donc son
activation [254,255]. lls montrent tout d’abord chez des témoins séronégatifs que les LT
CD4" des individus avec un nombre faible de LT CD4" proliférent plus que les LT CD4" des
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individus avec un nombre plus important de cellules. Ce résultat est retrouvé chez les patients
infectés par le VIH : entre deux groupes de patients qui ont des charges virales similaires mais
different dans le niveau de LT CD4", la prolifération est plus forte chez les patients avec un
plus faible nombre de LT CD4" [254]. En se focalisant sur les cellules selon leur phénotype
de différenciation, ils montrent de plus que le nombre de LT CD4" naifs est le paramétre qui
corréle avec la prolifération des LT CD4" naifs et non la charge virale alors que sur les autres
sous populations, mémoires et effectrices, le nombre de LT CD4" et la charge virale corrélent
avec la prolifération des cellules [255].

Tous ces éléments mettent en avant les différents mécanismes qui vont se mettre en place
suite a I’infection par le VIH-1 et contribuer a maintenir une hyperactivation du systéme

immunitaire.

4.2.2. Conséquences de cette hyperactivation

Cet état d’hyperactivation persistante a des conséquences importantes sur le fonctionnement
de la réponse immune contre le VIH mais egalement contre les autres infections. Elle
bouleverse I’homéostasie du systéme immunitaire et entraine des altérations a la fois
quantitatives mais aussi qualitatives des réponses. La stimulation chronique du systéme
immunitaire lors de I’infection par le VIH-1 crée un état d’hyperactivation des cellules qui se
manifeste par (Figure 11) :

- une production de cellules cibles supplémentaires. La réponse homéostatique face a la
déplétion des LT CD4" a pour conséquence une forte activation et prolifération des LT CD4"
et entraine la production de nouvelles cellules cibles pour le VIH. Cela crée donc un cercle
vicieux ou I’infection favorise I’activation du systeme immunitaire et cette activation favorise
I’infection [228],

- la présence d’un grand nombre de cellules T CD4" et T CD8" exprimant des marqueurs
d’activation typiques comme CD38, HLA-DR et [Iantigene nucléaire Ki67
[35,209,214,256,257]. Cette forte activation induit une susceptibilité accrue des cellules a
I’AICD [258]. Plusieurs études démontrent que la voie Fas/FasL est augmentée pendant la
phase chronique de I’infection et que le taux de Fas soluble plasmatique est un marqueur de
progression de la maladie [259-261]. L’infection par le VIH entraine une expansion des LT

CD8" mais la fonctionnalité de ces cellules est fortement réduite chez les patients avec une
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forte activation. Concernant les LT CD4", la déplétion de ces cellules a pour conséquence une
fonctionnalité réduite et une répartition différente des sous populations LT CD4". De plus, le
rapport entre le nombre de LT CD8" et le nombre de LT CD4" s’inverse chez les patients
infectés par le VIH,

- des niveaux plasmatiques accrus de cytokines et chimiokines proinflammatoires. C’est par
exemple le cas du TNF-a, de I’IL-6 et de I’1I-1 (Interleukine 1 béta) dont les concentrations
sont élevées dans le plasma et dans les ganglions lymphatiques d’individus seropositifs
[242,262,263]. La sécrétion de chimiokines telles que MIP-1a (Macrophage Inflammatory
Protein-1 alpha), MIP-13 (Macrophage Inflammatory Protein-1 béta) et RANTES (Regulated
upon Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) est également augmentée chez les
patients infectés par le VIH-1 [264]. Toutes ces cytokines et chimiokines proinflammatoires

maintiennent le fort niveau d’hyperactivation,

- I’hyperactivation entraine I’inhibition directe des fonctions des cellules du systéme
immunitaire comme les LB, des cellules NK, les monocytes. La plus faible fonctionnalité de
ces cellules entraine un plus faible contrdle viral, une plus forte réplication virale et donc une
plus forte activation [265,266].

- la destruction et la dérégulation de I’architecture des tissus qui sont cruciaux pour
I’homéostatie et les fonctions T comme la moelle osseuse, le thymus ou les ganglions
lymphatiques [267,268]. En outre, la production thymique de lymphocytes T est diminuée
chez les individus infectés par le VIH [269].

- la forte prolifération et un fort renouvellement des cellules vont entrainer un épuisement des

cellules et un vieillissement prématuré du systeme immunitaire [233].

5. Cas particulier de patients exposés non infectés et LTNP

La plupart des patients infectés par le VIH va progresser dans la maladie et atteindre le stade
SIDA (Figure 9). Il existe cependant un petit nombre de patients qui semblent protégés soit de
I’infection malgré une forte exposition au VIH soit en contrélant I’infection. On peut ainsi
définir deux groupes de patients : (1) les patients exposés non infectés et (2) les « long term

non progressors ».
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5.1. Présentation des patients exposés non infectés

Des études basees sur une cohorte de travailleurs du sexe (CSW) a Nairobi au Kenya de 1981
a 1985, ont permis d’identifier un groupe de personnes qui n’a jamais été infecté par le VIH
malgré des années d’exposition [270] et ces personnes ont été appelées des individus
fortement exposés mais non infectés par le VIH (HESN, HIV Exposed but SeroNegative)
[271]. Plusieurs hypothéses ont été mises en avant pour expliquer cette différence de
susceptibilité a I’infection par le VIH parmi lesquelles on retrouve des facteurs viraux,
génétiques, immunologiques mais également des facteurs sociologiques [272]. Cependant, le
mécanisme de protection de ces individus n’a pas encore été élucidé di a la fois & une
définition imprécise des personnes résistantes a I’infection par le VIH mais également au

faible nombre de patients dans les études [273,274].

5.2. Le cas particulier des « long term non progressors » et des
« HIV controllers »

5.2.1. Présentation des LTNP et HIC

Il existe une trés faible proportion de patients infectés par le VIH qui ne développent pas de
symptomes pendant plus de 10 ans d’infection. Ces patients que I’on a d’abord appelé les
« long term non-progressors » (LTNP) ont été identifiés avant la création des tests permettant
de quantifier la charge virale plasmatique et la virémie ne faisait donc pas partie des premiers
criteres de définition de cette population [275,276]. Avec I’introduction des premiers tests et
un suivi plus long de ces patients, il est apparu que la plupart de ces patients LTNP progresse
plus lentement vers la maladie et voit leur nombre de LT CD4" chuter au cours du temps
[277]. Cependant, ce n’est pas le cas de tous les LTNP et certains patients parviennent a
contréler spontanément la réplication virale et & maintenir une charge virale faible. Plusieurs
groupes de patients ont ainsi été identifiés en fonction de différents critéres immunologiques
et/ou virologiques.

En se basant sur les critéres immunologiques notamment le nombre de LT CD4", il est
possible d’identifier un groupe de patients qui parvient a maintenir spontanément un fort
niveau de LT CD4" malgré I’infection par le VIH. Une cohorte en France a été créée sous la

direction du professeur Autran et a été appelée cohorte des patients ALT (asymptomatique a
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long terme). Cette cohorte est constituée de patients dont le niveau de LT CD4" est supérieur
a 500 cellules/ml de sang et dont le taux de LT CD4" ne diminue pas au cours du temps. Dans
une cohorte ameéricaine, ces patients représentent environ 2.04% des patients infectés [278].
Cependant, le niveau de charge virale n’entre pas dans les critéres d’inclusion et un suivi sur
le long terme montre que chez certains patients une charge virale est détectable [279] ainsi
qu’un déclin des LT CD4".

Lorsque les premiers tests de mesure de la charge virale ont été disponibles, il a été possible
d’identifier des patients qui parvenaient & maintenir une charge virale faible voir indétectable
en I’absence de traitement et ont été appelés HIV-contrleurs (HIC, HIV controllers).
Cependant, les criteres d’inclusion sont variables en fonction des cohortes de HIC. Deux
groupes de patients HIC ont ainsi été identifiés :

_ Les « Elites Controllers » qui parviennent a maintenir une charge virale trés basse
(<50 copies d’ARN viral/ml de plasma) en absence de traitement antiviral et pendant une trés
longue période [278,280-283]. Ces patients représentent environ 0.55% des patients infectés
par le VIH,

_ Les suppresseurs virémiques qui constituent un groupe de patients dont la charge
virale est faible (<2000 copies/ml) en absence de traitement et représentent environ 3.34% des
patients infectés par le VIH [278].

En France, la découverte de ces patients s’est poursuivie par la création d’un observatoire puis
d’une cohorte qui ont permis le suivi des patients HIC [282]. Ces individus sont tous infectés
par le VIH mais présentent des taux élevés de LT CD4" et une trés faible baisse de leur
niveau au cours du temps [284,285] et progresse rarement vers le stade SIDA [286,287]
(Figure 12). C’est principalement pour ces raisons que de nombreuses recherches se sont
focalisées sur I’étude de ces patients et sur la compréhension des mécanismes mis en jeu

expliquant leur capacité a inhiber la réplication virale.
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Figure 12 Représentation schématique de I’évolution du nombre de lymphocytes T CD4" et de la
charge virale au cours du temps.

5.2.2. Hypotheses du contréle de l'infection par le VIH chez les HIC

La principale caractéristique qui distingue les HIC des patients progresseurs est le contréle de
la réplication virale in vivo. La recherche et la découverte des mécanismes précis mis en jeu
pourraient apporter des informations importantes dans le but de développer des thérapies a la
fois curatives et préventives contre le VIH. Plusieurs facteurs ont été découverts jouant un

role dans le contrdle de la réplication virale chez ces patients (Figure 13) :
_ le virus lui-méme,
_ I'importance des facteurs génétiques et des facteurs de restriction,
_ le réle de I’'immunité innée,

_et le r6le de I’'immunité adaptative.
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Figure 13 Schéma repreésentant les différentes causes possibles du contréle de I’infection par le
VIH-1 chez les VIH contréleurs (d’apres [288]).

5.2.2.1. Les variabilités génétiques du virus

Les premiéres études ont émis I’hypothese d’un contréle de I’infection chez les HIC par une
infection avec des souches de virus non fonctionnels. En effet, des souches virales avec
d’importantes délétions génétiques particulierement dans le géne nef ont été retrouvées chez
certains patients contrélant I’infection [289-291]. Cependant, de récentes études ont permis
de montrer que la plupart de ces patients HIC ont été infectés par des souches virales
compétentes a la fois au niveau de I’infectiosité et au niveau de la réplication virale [292—
296]. De plus, les virus atténues retrouvés chez certains HIC sont probablement la
conséquence d’une pression de sélection exercée par les LT CD8" cytotoxiques plutdt qu’une
cause de la faible charge virale chez ces patients [297].
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5.2.2.2. Les facteurs génétiques et de restriction de I'hote

De nombreuses études ont analysé les facteurs génétiques et des facteurs de restriction de
I’hdte qui permettent d’expliquer le statut de HIC. Les polymorphismes sur le gene du
récepteur CCR5 en particulier la mutation delta 32 rendent les patients résistants a I’infection
par le VIH et sont également associés a une progression plus lente [298-300]. Cependant,
seule une faible proportion de HIC présente ces polymorphismes [301] ; ils ne permettent
donc pas d’expliquer le contr6le de la réplication virale chez tous les HIC. En outre, des
études dans des cohortes de HIC aux Etats-Unis et en France ont montré que les LT CD4"
sont moins susceptibles a I’infection par le VIH [302,303]. La protéine p21 est une protéine
inhibitrice de kinase dépendante de cycline et I’élongation transcriptionnelle du VIH nécessite
I’activité des kinases. Deux études contradictoires ont analysé I’implication de cette protéine
sur I’inhibition de la réplication virale [302,303]. L’une montre que I’inhibition de la
réplication virale est associée a une uprégulation de la protéine p21 et I’autre a montré que
cette protéine n’est pas la cause de cette inhibition et que d’autres facteurs de restriction

doivent étre impliqués comme APOBEC.

5.2.2.3. Laréponse immunitaire innée

Les cellules de I'immunité innée ont été peu étudiées auparavant dans le contréle de la
réplication virale chez les HIC. Deux types de cellules ont réecemment été mis en évidence
dans ce role : les cellules dendritiques et les cellules tueuses naturelles (NK). Les cellules
dendritiques myeloides des HIC présentent des propriétés présentatrices antigéniques
supérieures a celles d’autres patients [304]. Les cellules dendritiques plasmacytoides sont
capables d’exercer une activité antivirale induite par la production d’IFN-a et la quantité de
ces cellules est supérieure chez les HIC par rapport aux patients progresseurs [305]. De plus,
les DC plasmacytoides ont une fréquence et des propriétés fonctionnelles similaires aux
cellules des donneurs sains et ceci confirme que chez les HIC, les DC plasmacytoides
conservent leurs propriétés malgré I’infection par le VIH.

Concernant les cellules NK, elles jouent un role primordial dans la lutte antivirale a travers
une activite cytotoxique. Ces cellules peuvent différencier les cellules saines des cellules
étrangeres ou anormales grace a la reconnaissance de I’expression constitutive des CMH de

classe I sur les cellules saines [306,307]. L’expression du CMH de classe | envoie un signal
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inhibiteur sur les cellules NK en se fixant sur son récepteur a ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibition Motif) ou ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation
Motif) et I’absence d’expression de CMH de classe | a la surface des cellules va induire la
lyse de ces cellules par les cellules NK. Cependant, la régulation des cellules NK se fait a
travers un ensemble de signaux activateurs et inhibiteurs [306] et ces cellules sont capables de
lyser une cellule exprimant le CMH de classe I si les signaux activateurs sont plus nombreux
et prédominent sur les signaux inhibiteurs [306]. Chez I’homme, il existe deux grandes
familles de récepteurs qui reconnaissent les CMH de classe 1: les récepteurs
d’immunoglobuline killer (KIR) et les récepteutrs hétérodimeres CD94/NKG2A. Les
récepteurs d’immunoglobuline killer (KIR) jouent un réle primordial dans la régulation de
I’activation des cellules NK et chaque cellule exprime entre deux et six KIR. 1l a été démontre
que la fréquence de certains alleles du géne KIR et du géne du CMH de classe | était
augmentée chez les patients qui progressaient plus lentement vers le stade SIDA (Voir partie
5.2.3.1).

5.2.2.4. Laréponse immunitaire adaptative

Les réponses immunitaires adaptatives ont été depuis longtemps étudiées afin de déterminer le
corrélat permettant de définir les réponses nécessaires au contrdle de I’infection par le VIH.
De fortes réponses efficaces T CD4" et CD8" sont généralement retrouvées chez les HIC.
Bien que les réponses quantitatives des LT CD8" mesurées en ELISpot ne différent pas entre
les patients HIC et les patients non contrdleurs, d’un point de vue qualitatif, les réponses

présentent de grandes différences qui seront exposées dans les paragraphes suivants.

5.2.3. Forte réponse T CD8*

Les lymphocytes T CD8" font partie de la réponse immunitaire adaptative et sont capables
d’éliminer les cellules infectées par un pathogéne intracellulaire. Depuis le début de
I’épidémie SIDA, de nombreuses évidences ont été présentées quant au role des lymphocytes
T CD8" dans la lutte contre I’infection VIH. De plus, les patients HIC qui constituent une
population remarquable de patients infectés par le VIH chez qui la réplication virale est
spontanément indétectable en I’absence de thérapie antivirale possedent une forte réponse

immunitaire T antivirale. En effet, cette réponse T joue probablement un réle majeur dans ce
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contrdle comme en témoignent (1) le lien avec certains alléles, dits protecteurs, du systéeme
CMH [308,309] mais également (2) les associations faites dans des modeéles simiens
d’infection pathogéne des macaques par SIVmac ou la présence de certains alléles corréle
parfaitement avec le contrdle de la maladie [310].

De plus, plusieurs équipes ont montré le réle antiviral direct des lymphocytes T CD8"
spécifiques du virus, soit dans des tests de cytotoxicité aprés culture [311,312], soit dans des
tests d’inhibition de la réplication virale tel que notre groupe I’a démontré [313,314]. D’autres
fonctions ont été montrées comme étant préservées chez ces patients, en liaison avec les
fonctions tueuses (production de perforine, de granzymes) [311,315], ou pas (prolifération,
synthése d’IL-2) [312,316].

5.2.3.1. Fréquence importante de certains HLA de classe I (B27-
B57)

Un individu posséde jusqu’a six alléles différents du géne codant pour le HLA de classe | :
deux pour chaque locus de HLA de classe I, HLA-A, HLA-B et HLA-C. L’équipe du Pr
Carrington a montré en 2003 que les personnes homozygotes pour un des loci du HLA de
classe | progressaient plus rapidement vers le stade SIDA [308]. Ceci a permis de mettre en
évidence I'importance de la diversité de la réponse T CD8" dans la lutte contre le VIH.
Cependant, dans certaines situations, une réponse restreinte sur une séquence du VIH peut
étre associée a un contrdle efficace sur une longue période de temps. En effet, de nombreuses
études ont montré que les patients possédant certains alléles comme le HLA-B*5701 ont une
virémie plus faible et une progression vers la maladie plus lente [317-319]. De plus, chez les
patients HIC, la fréquence de certains alleles, dits protecteurs, comme les HLA-A*2501,
HLA-B*1402, HLA-B*2701, HLA-B*5202, HLA-B*5701 [308,309,320] est augmentée et
dont les réponses restreintes sont impliquées dans le contrdle de I’infection [321]. De méme,
certains alléles ont été associés a une progression plus rapide de la maladie comme le HLA-
B*3501 [322].

De méme, il a été montré que certains HLA de classe | associés a certains récepteurs KIR des
NK correlent avec un meilleur prognostique de la maladie [323-327]. En effet, le géne
KIR3DL1 code pour 4 allotypes, un récepteur activateur KIR3DSL1 et 3 récepteurs inhibiteurs
KIR3DL1*h qui est fortement exprimé, KIR3DL1*l qui est faiblement exprimé et
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KIR3DL1*004 qui est retenu dans le cytoplasme et n’est donc pas exprimé a la surface de la
cellule. Le récepteur inhibiteur KIR3DL1*004 associé aux HLA-B*27 et HLA-B*57 est
corrélé a une progression plus lente. Le récepteur activateur KIR3DS1 associé au HLA-B*57
est corrélé avec une progression plus lente [326]. Quant aux deux autres récepteurs, ils sont
corrélés a une meilleure protection lorsqu’ils sont associés aux HLA dits protecteurs HLA-
B*27 et HLA-B*57 [326]. La corrélation entre I’expression de ces deux récepteurs inhibiteurs
et les HLA dits protecteurs peut sembler contradictoire. Cependant, comme discuté ici [323],
il est possible que les cellules NK lors de leur maturation, expriment de forts niveaux
d’expression de récepteurs inhibiteurs comme KIR3DL1*h qui ont une forte affinité pour le
HLA-B*57 [328,329]. Lors de I’infection par le VIH, les cellules infectées vont voir
I’expression du HLA de classe | diminuée & la surface et ainsi les cellules NK ne vont plus

recevoir le signal inhibiteur et s’activer.

De ce fait, la grande fréquence de certains HLA de classe | dits protecteurs suggérent que les
réponses T CD8" restreintes par ces alléles et les réponses NK peuvent jouer un role dans le
contr6le de la réplication virale chez les HIC.

5.2.3.2. Modele SIV

Le modele animal d’infection du macaque par le virus de I"immunodéficience simien (SI1V)
est le modéle qui se rapproche le plus de I’infection par le VIH. Il a été utilisé afin de mieux
comprendre I’infection et le r6le du systeme immunitaire. 11 a également permis de mettre en

évidence le role des LT CD8" dans le contrdle de I’infection lors de la phase chronique.

Il est possible de simuler différents types d’infection et de progression de la maladie avec le
modeéle simien en fonction de la souche virale et de I’espéce simienne utilisées. Une infection
par la souche SIVmac239 permet chez certains macaques Rhésus un contrdle de I’infection.
Dans ce modele, la charge virale est contrélée a un niveau trés bas [330]. Il est apparu
nécessaire de comprendre comment le contrle de la réplication virale a lieu chez ces
macaques controleurs. Des expériences de déplétion de LT CD8* a I'aide d’anticorps
monoclonal anti-CD8 qui ont permis d’éliminer ces cellules CD8" in vivo chez les animaux,
ont mis en évidence que la chute brutale du niveau de CD8" mesuré dans le sang conduit a
une augmentation brutale du niveau de la charge virale. De plus, apres un certain temps, les

macaques contrdlent a nouveau la réplication virale et ce contrdle correle avec I’augmentation
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du taux de LT CD8". De plus, chez les macaques, on peut observer une corrélation entre la
présence des alleles du complexe majeur d’histocompatibilité simien, Mamu-B*08 et Mamu-
B*17 et le contrdle de la réplication virale [310,331] ce qui corrobore un role déterminant des
cellules CD8" dans le contréle durable de la réplication virale in vivo [332].

5.2.3.3. Role des lymphocytes T CD8* dans 'inhibition de la
réplication virale

Les lymphocytes T CD8" jouent donc un rdle prépondérant dans I’infection par le VIH. De
nombreuses études ont cherché a caractériser les réponses T CD8" chez les HIC et a
comprendre les caractéristiques importantes liées au contréle de la réplication virale chez ces

patients (Figure 14).

@ p-chemokines == Perforin/granzyme B *
1) Bloque la fixation du VIH Fasligand?
-@‘ 2) Recrute les cellules O

o IFN-y/TNF-a

1 )Inflammation
2 )Upregulation du CMH I

3)Augmentation de Ia
sensibilité a I'apoptose

® CAF
Inhibe la transfection du VIH
dans les cellules infectées

CMH I-peptide

Figure 14 Schéma du contréle de I’infection par les lymphocytes T CD8" (d’aprés [333])
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L’une des principales caractéristiques des LT CD8" découvertes chez les HIC a été leur
capacité a inhiber la réplication virale chez les LT CD4" autologues ex vivo. Cette inhibition
de la réplication virale peut se faire par deux voies (Figure 14):

e la voie cytotoxique comme décrite plus haut et ou I’activité inhibitrice semble étre
principalement induite par les LT CD8" spécifiques de la protéine virale Gag
[313,314],

e ou par la voie CNAR et qui se fait sans élimination des cellules infectées [334,335].

Ce mécanisme alternatif d’inhibition de la réplication non cytotoxique anti-VIH qui est induit
par les LT CD8" s’appelle CNAR (CD8" cell noncytotoxic anti-HIV response) et différe de
I’activité classique cytotoxique des lymphocytes T CD8". Des études portant sur I’infection
du SIV chez les singes montrent en effet que les LT CD8" sont capable d’exercer une forte
activitt CNAR. Chez les macaques Rhésus contrdleurs, le niveau de charge virale est trés
faible et la déplétion in vivo des LT CD8" entraine une augmentation rapide de la charge
virale. La reprise de la réplication virale chez ces macaques met en évidence que les LT CD8"
n’ont pas lysés toutes les cellules infectées par le SIV et que I’inhibition observée avant
déplétion des LT CD8" se fait sans élimination de toutes les cellules infectées [336]. Chez
I’homme, ce mécanisme apparait des les premiéres étapes de la primo-infection du VIH, varie
en intensité selon les patients et correle directement avec le statut clinique. En effet, les
patients LTNP présentent une plus forte fréquence de lymphocytes T CD8" ayant une forte
activitt CNAR en comparaison des patients progresseurs [335]. Cette activité CNAR est
également retrouvée chez les patients exposés mais non infectés alors que les LT CD8" des
personnes saines non exposés au VIH, des patients au stade SIDA, et des patients infectés
recevant un traitement antirétroviral ne présentent pas d’activité CNAR ou seulement une trés
faible activité [334,337].

L’activité CNAR est induite par une molécule soluble produite par les LT CD8", la protéine
CAF (CD8" cell anti-HIV factor) [338]. La protéine CAF n’est pas présente dans les granules
cytotoxiques et I’activitt CNAR n’induit pas I’apoptose des cellules infectées. Son mode
d’action a été démontrée : elle supprime la réplication virale en bloquant la transcription du
virus [339]. Il a été démontré de plus que cette activité induite par les LT CD8" est
indépendante de la reconnaissance du CMH des LT CD4" infectés. Il faut toutefois noter que
cette protéine CAF n’a toujours pas été identifiée clairement et que plusieurs études sont

actuellement en cours afin de déterminer cette protéine.
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5.2.3.4. Caractérisation des réponses T CD8* spécifiques du VIH
chez les HIC

Les lymphocytes T CD8" spécifiques du VIH chez les HIC jouent donc un role important
dans I’activité inhibitrice. La caractérisation de ces cellules a donc été entreprise afin de voir
les parametres liés a cette capacité d’inhibition de la réplication virale.

e Réponse Quantitative

L’une des premiéres hypothéses était que les réponses quantitatives des LT CD8" des HIC
étaient supérieures a celles des patients virémiques. Cependant, en mesurant I’intensité de la
réponse des LT CD8" spécifiques du VIH par des tests de mesure de la production
d’Interféron y en ELISpot, aucune différence n’a été constatee [314]. Il apparait donc évident
que les réponses T CD8" spécifiques du VIH en terme quantitatif ne suffisent pas a expliquer
les différences de contr6le viral entre ces deux groupes. Il est intéressant de noter que chez les
patients virémiques et HAART, la charge virale pourrait expliquer I’intensité des réponses T
CD8", chez les patients HIC, la faible charge virale ne suffit pas a expliquer cette forte
réponse T CD8" [313]. L’origine de cette forte réponse T CD8" chez les HIC est encore sujet
a débat mais il semble que chez les patients qui possedent les HLA de classe | dits
protecteurs, la plus forte charge virale permet de maintenir une stimulation des lymphocytes T
CD8" spécifiques du VIH et une plus forte fréquence de cellules spécifiques [340].

Les études ont démontré que les réponses des LT CD8" différent par contre en terme
qualitatif. En effet, ces études mettent en évidence I’importance de la qualité des réponses des
LT CD8" spécifiques et que ces réponses permettent de distinguer les HIC des patients

progresseurs.

e Réponse qualitative

L’épuisement et la plus grande sénescence des LT CD8" caractéristiques des patients
progresseurs du VIH ne sont pas retrouvées chez les HIC [341]. De plus, les LT CD8"
specifiques du VIH présentent des caractéristiques fonctionnelles supérieures aux cellules des
patients virémiques et sous traitement HAART. En effet, les HIC ont une fréquence plus
importance de LT CD8" spécifiques du VIH qui peuvent dégranuler et induire une réponse

cytotoxique ou induire I’apoptose des cellules cibles, produire de nombreuses cytokines et
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chemokines en plus des caractéristiques prolifératives supérieures apres stimulation avec des
peptides du VIH [311,315,342,343].

o L’activité cytotoxique

De nombreuses études ont montré que les LT CD8" spécifiques des HIC ont une capacité
cytotoxique supérieure avec une production supérieure de perforine et de granzyme B suite a
une stimulation peptidique [312,343] mais également une capacité supérieure d’inhiber la
réplication virale des LT CD4" autologues. Cette capacité d’inhiber la réplication virale a été
montrée étre fortement corrélée avec la forte capacité cytotoxique des cellules [312,314].

De plus, chez les patients virémiques, on note une perte des fonctions effectrices pendant la
phase chronique et cette perte est associée au déclin de I’expression de T-bet. Les patients
HIC expriment un plus fort niveau de T-bet qui est associé a cette plus forte expression de
molécules cytotoxiques comme la perforine et le granzyme B [344]. Dans des modeles
murins, Paley et al. démontrent de méme que la plus forte expression d’Eomes est associée a

une plus forte expression de granzyme B [130].

o Capacité proliférative

La capacité proliférative des LT CD8" est plus importante chez les HIC comparée aux cellules
des autres groupes de patients infectés par le VIH. De plus, cette forte prolifération des
cellules est associée avec un haut niveau de granules cytotoxiques et donc une forte capacité
cytotoxique qui est seulement observée chez les HIC [311]. En outre, I’'IL-2 est une cytokine
importante dans la prolifération des cellules et on retrouve une fréquence plus importante de
cellules sécrétant de I’'lL-2 suite a une stimulation peptidique chez les HIC comparé aux
autres patients [301,321,345].

o La polyfonctionnalité

La capacité d’avoir plusieurs fonctions simultanément que I’on appelle polyfonctionnalité
semblent étre un facteur clé des HIC. La polyfonctionnalité a été mesurée en tenant compte de
la capacité des LT CD8" a produire plusieurs cytokines (IFN-y, MIP1B, IL-2, TNF-q) et la
capacité d’exocytose (CD107a) en méme temps aprés stimulation par un peptide du VIH
[346]. Cette polyfonctionnalité semble étre liée a un phénotype des LT CD8" plus immature,
comme celui des cellules mémoires centrales [347]. En comparant la polyfonctionnalité des
cellules entre les différents groupes de patients infectés par le VIH, on remarque qu’il s’agit
d’une caractéristique qui différencie les HIC et les patients progresseurs.
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o L’avidité accrue

L’affinité du TCR pour son peptide se situe au niveau moléculaire et correspond a la force de
la liaison du TCR avec le complexe CMH-peptide. L’avidité se situe au niveau cellulaire et
correspond a la force des interactions entre les différents TCR et les complexe CMH-peptide.
L avidité fonctionnelle [348] peut étre mesurée par la production d’IFN-y apres stimulation
des cellules par différentes concentrations de peptide. Elle est définie comme la concentration
nécessaire pour induire 50% de la réponse maximale. Une faible avidité se caractérise par une
concentration d’antigéne élevée nécessaire pour induire 50% de la réponse maximale. En
comparant les avidités fonctionnelles entre les différents patients infectés par le VIH, il a été
démontré que les HIC possédent une plus forte avidité fonctionnelle que les patients
virémiques [349-351]. Cette plus forte avidité fonctionnelle est fortement associée a cette
plus forte représentation des HLA-B*27 et HLA-B*57. En effet, I’avidité des réponses
restreintes par ces HLA est plus forte que I'avidité des réponses restreintes par les autres
HLA. Il en est de méme au niveau clonal ; au sein d’un patient porteur du HLA-B*27,
I’avidité des réponses restreintes par ce HLA est supérieure aux autres réponses restreintes par
les autres HLA du méme patient [350]. De plus, la plus forte avidité fonctionnelle a été
corrélée a une plus faible charge virale en ADN et suggére que cette caractéristique joue un
r6le important dans le contrdle du virus [352]. Cependant, tous les patients HIC ne possedent
pas un HLA de classe | avec une forte avidité et la fréquence de cellules positives pour la
perforine ne différe pas significativement entre les patients avec un HLA protecteur et les

autres patients.

5.2.4. Hétérogénéité de la réponse T CD8* chez les HIC

De par la définition des HIC qui représente une catégorie de patients avec un controle in vivo
de la réplication virale pendant au moins 5 ans, on remarque une hétérogénéité des patients et
on peut distinguer deux groupes selon les réponses immunologiques T CD8". Les réponses T
specifiques intenses ne sont pas retrouvées chez tous les patients et on peut séparer les
patients en fonction des réponses T CD8". Notre équipe a décidé de distinguer les HIC selon
la capacité des LT CD8" a inhiber ex vivo la réplication virale des LT CD4" autologues.
L’inhibition de la réplication virale ex vivo a été mesurée en comparant le niveau de la
protéine p24 dans le surnageant de la culture de LT CD4" surinfectés et le surnageant de la

coculture entre les LT CD4" surinfectées et les LT CD8" autologues. D’aprés les études
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menées par I’équipe de Saez-Cirion et al., les LT CD8" des patients virémiques et sous
HAART ont une capacité de réduire la charge virale de 2 log au maximum. Les patients HIC
ont ainsi été classés en deux groupes avec I’un dont les LT CD8" montrent une faible capacité
de réduire la charge virale (<2log) qu’on appelle les Weak Responders et I’autre dont les LT
CD8" montrent une forte capacité a réduire la charge virale (>2log) qu’on appelle les Strong
Responders [314].

De plus, cette capacité d’inhiber la réplication virale correle fortement avec les réponses
quantitatives des LT CD8" mesurées en ELISpot IFN-y. Nos études ont montré que les
« Weak Responders » présentent des cellules spécifiques du VIH quantitativement et
qualitativement différents de celles des « Strong Responders ». Les « Weak Responders » ont
de plus faibles fréquences de cellules spécifiques et I’expression de molécules d’activation,
CD38 et HLA-DR est moins forte chez ces patients.
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Objectifs du travail de these

Lors de Iinfection par le VIH, les réponses T CD8" présentent de nombreux défauts
fonctionnels que ce soit d’ordre qualitatif et quantitatif. Les HIVV-contrGleurs constituent un
groupe de patients qui parvient a contréler in vivo la réplication virale a des niveaux tres bas
et au sein duquel de fortes réponses T CD8" ont été caractérisées [313]. De nombreuses
études se sont donc intéressées a définir les réponses T CD8" et leurs mécanismes d’induction
chez les HIC. Le but de ce travail était de caractériser les réponses T CD8" optimales pour le
contrdle de la réplication virale chez les patients HIC.

Comme vu précédemment, plusieurs éléments plaident pour un role clé de I’activation
immunitaire comme cause de déplétion T CD4" et de progression [70].D’aprés les études
menées par I’équipe de P. Hunt et al. qui mesure I’activation du systéme immunitaire par la
fréquence de LT CD8" exprimant le phénotype CD38"/HLA-DR", I’activation immunitaire
observée chez les HIC est inférieure a celle des patients virémiques et est similaire a celle des
patients sous traitement anti rétroviraux [70]. De ce fait, la plus faible activation immunitaire
chez les HIC pourrait expliquer I’absence fréquente de progression chez ces patients.
Cependant, elle reste plus élevée que chez les sujets sains non-infectés, cette activation a bas
bruit pouvant alors rendre compte de la progression et de la chute des LT CD4" observées
chez un petit nombre d’individus et de la survenue de complications a long terme identiques a
ce qu’on observe chez des patients non-contréleurs sous traitement efficace prolongé et qui a
été mis sur le compte de [I’activation résiduelle. En revanche, cette faible activation
permettrait de stimuler la réponse T CD8+ spécifique et de maintenir ainsi le contrble
immunitaire de la charge virale. Notre laboratoire en collaboration avec I’Institut Pasteur a
montré qu’une forte proportion chez les HIC des LT CD8" globaux et spécifiques du VIH
présente une expression particuliere avec une faible expression de CD38 et une forte
expression de HLA-DR. De ce fait, les HIC présentent une fréquence significativement plus
importante de lymphocytes T CD8" exprimant le phénotype CD38/HLA-DR" que les LT
CD8" des autres patients.

Nous avons donc émis I’hypothése que le contrdle in vivo de la réplication virale chez les HIC
serait di a une bonne réponse immunitaire induite par les LT CD8" présentant cette
expression d’activation particuliere et nous avons analysé les fonctions effectrices et
mémoires des cellules CD38/HLA-DR" et étudié le mécanisme responsable de I’induction de
ce phénotype particulier.
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Par ailleurs il a été montré que les facteurs de transcription de la « boite T », T-bet et Eomes
jouent un role trés important dans la fonctionnalité des lymphocytes T CD8". La forte
expression de T-bet correle avec un phénotype de cellules effectrices et avec un fort potentiel
cytotoxique. Cependant, peu d’études ont été faites concernant I’expression d’Eomes dans
I’infection par le VIH et son implication dans la fonctionnalité des LT CD8" notamment chez
les HIC.

Nous avons donc effectué une étude comparative de I’expression d’Eomes entre différents
groupes de patients infectés par le VIH et nous avons émis I’hypothése que les LT CD8"
spécifiques du VIH des HIC présentent une expression particuliére d’Eomes compatible avec
des bonnes fonctionnalités comme la capacité proliférative et le potentiel cytotoxique
contrairement aux cellules des autres patients VIH".

Nous avons dans un troisieme temps étudié I’hétérogénéité de la réponse T chez les HIC.
Comme détaillé précédemment, nous pouvons distinguer les HIC en 2 groupes selon leur
capacité a induire une faible ou une forte inhibition de la réplication virale ex vivo. Nous
avions précédemment montré que les Weak Responders présentent de plus faibles réponses T
CD8" avec une plus faible fréquence de cellules spécifiques. Nous avons étudié la capacité
cytotoxique des LT CD8" spécifiques du VIH et I'impact des réponses T CD4" sur les
réponses T CD8" au sein des 2 groupes de patients HIC.
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Matériel et Méthodes

Cette section présente I’ensemble des groupes de patients étudiés et les techniques utilisées
dans la réalisation de mon projet de thése.

Présentation des patients

Notre équipe de recherche s’intéresse plus particulierement aux réponses T CD8" spécifiques
du VIH de différents groupes de patients infectés par le VIH-1. Le laboratoire fait partie de la
coordination des cohortes de patients VIH financées par I’ANRS, les cohortes CO06 PRIMO
et CoDeX dont sont issus la majorité des patients étudiés ici.

La cohorte CO-06 est une cohorte multicentrique créée en 1996 et regroupe les patients
infectés et suivis depuis la primo-infection. Les patients suivis sont a la fois des patients
virémiques avec une charge virale supérieure a 3 log de copies d’ARN viral/ml et des patients
sous traitement antirétroviral et qui ont une charge virale en dessous des seuils de détection

dans les tests standards.

La cohorte CoDeX regroupe les patients HIC. Nous avons identifié cette population sur le site
de Bicétre en 2005 [282] et un observatoire national puis une cohorte sous le nom CoDeX ont
été organisés sous I’égide de I’ANRS et nous avons en ce moment environ 240 patients suivis
dans ce cadre [282]. Cette cohorte regroupe les patients qui contrdlent le VIH-1 infectés dont

les criteres d’inclusion sont les suivants :
_ une infection VIH-1 depuis au moins 5 ans,
_ les 5 derniéres charge virales testées en dessous de 400 copies/ml,
_ et ne jamais avoir pris de traitement.

Notre équipe s’est plus particulierement focalisée sur I’étude de [I’activation chez ces
différents patients en analysant I’expression de deux molécules CD38 et HLA-DR.

Présentation du test de cytotoxicité

La capacité cytotoxique a été mesurée a la fois en évaluant le niveau d’expression de deux
molécules cytotoxiques, la perforine et le granzyme B, mais aussi en évaluant la capacité des

LT CD8" a induire I’apoptose des cellules cibles.
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Le test de cytotoxicité est basé sur la lyse d’un substrat fluorescent du granzyme B dans les
cellules cibles vivantes. Les cellules cibles utilisées dans le test sont des cellules
mononucléées du sang périphérique (PBMC) déplétées de LT CD8" et des cellules NK. Les
cellules effectrices sont les LT CD8". L’avantage de ce test est qu’il mesure rapidement (1h)
cette capacité et le principe du test permet ainsi de mettre en évidence les premieres étapes de
la cytotoxicité : lorsqu’il y a reconnaissance du CMH de classe | par le TCR, il y a exocytose
des granules cytotoxiques et principalement des molécules de perforine et de granzyme B,
puis intégration du granzyme B dans les cellules cibles. Le test mesure ainsi la présence et
I’activité du granzyme B dans les cellules cibles encore vivantes.

Préparation des cellules pour le test de cytotoxicité

Cellules mononuclées du
sang périphérique

Tri cellulaire

Préparation des cellules Préparation des cellules Préparation des cellules
effectrices feeders cibles

Culture ce{l};laire 5 jours Culture cellufaire 5 jours

Nre 1h 37°C
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Principe du test de cytotoxicité
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Figure 15 Schéma représentant (en haut) les différentes étapes et les différentes cellules utilisées
pour la préparation du test de cytotoxicité et (en bas) le principe et exemple de résultat de ce
test.

En pratique, nous sommes partis de 10-15 millions de PBMC de patients HIC qui ont été
séparés en 3 groupes : (1) les cellules qui vont servir de cellules effectrices, (2) les cellules qui

vont servir de feeders et (3) les cellules qui vont servir de cellules cibles (Figure 15).

(1) Les cellules effectrices ont été récupérées apres marquage et tri cellulaire sur un FACS
ARIA I,

(2) et (3) Les cellules feeders et les cellules cibles ont été recupérées aprés déplétion
cellulaire des LT CD8" et des NK sur des colonnes Miltenyi Biotec.

Les cellules effectrices et les cellules feeders ont été mises en coculture pendant 5 jours en

présence d’un peptide afin d’activer les LT CD8" spécifiques.
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Les cellules cibles ont été mis en culture avec de la phytohemagglutinin (PHA) et de I’'IL-2
pendant 5 jours afin de blaster ces cellules et d’augmenter leur sensibilité au test de
cytotoxicité.

A la fin de la culture, les cellules cibles ont été marquées afin de les différencier des cellules
effectrices. Puis les cellules cibles ont été mises en coculture avec les LT CD8" avec un ratio
de 50:1 pour le ratio Effecteur:Cibles en présence du substrat de granzyme B. S’il y a
reconnaissance entre le CMH-p et le TCR, les LT CD8" vont libérer les molécules
cytotoxiques comme la perforine et le granzyme B. Ces molécules vont entrer dans la cellule
cible et induire I’apoptose. Notre test permet de mesurer I’activité du granzyme B dans les
cellules cibles en mesurant la lyse d’un substrat du granzyme B qui est présent dans la cellule
cible. La mesure de cette activité se fait 1h aprés la mise en coculture et passage sur un FACS
CANTO.

Etude phénotypique ex vivo des lymphocytes T CD8" spécifiques du VIH

L’utilisation de complexes tétraméres et dextrameres de CMH de classe | avec son épitope
peptidique a permis d’identifier les LT CD8" spécifiques d’un épitope et de les caractériser.
Ce marquage a donc permis de mieux comprendre leur role dans le contréle des infections

virales.

Les études ex vivo et in vitro des cellules spécifiques ont été effectuées sur les PBMC a I’aide
d’un marquage avec des anticorps couplés a un fluorochrome et ont été analysées sur un
cytomeétre de flux pour évaluer I’état d’activation, de différentiation, de fonctions mémoires et
effectrices.

La stratégie de gating afin d’étudier les LT CD8" spécifiques du VIH a été la suivante : nous
avons tout d’abord exclu les cellules mortes via un marqueur de viabilité, puis sélectionné les
lymphocytes, les cellules CD3'CD8" et les cellules spécifiques. Par la suite, a I’aide
d’isotypes, nous avons sélectionné les différentes sous populations CD38/HLA-DR.
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Figure 16 Schéma représentant la stratégie de gating pour étudier les LT CD8" spécifiques du
VIH

Principe du test d’inhibition de la réplication virale
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Figure 17 Protocole du test d’inhibition de la réplication virale (d’apreés [353])

La capacité d’inhibition de la réplication virale des LT CD8" a été mesurée selon le protocole
décrit ici [353]. Le test est basé sur la capacité des LT CD8" a inhiber la production virale par
les LT CD4" infectés. En pratique, les LT CD4" et les LT CD8" d’un patient sont isolés et les
LT CD4" sont activés par de la PHA et de I’IL-2 pendant 3 jours puis infectés par la souche
de VIH-1 BaL. A I’issue de cette étape, les LT CD4" infectés sont mis en culture avec ou sans
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les LT CD8" non stimulés autologues pendant 7 jours. La protéine p24 est ensuite mesurée
dans le surnageant par une méthode d’ELISA pour évaluer la réplication virale. La capacité
des LT CD8" a inhiber la réplication virale est exprimée comme le log de la différence de
production de la protéine p24 entre la culture seule des LT CD4" infectés et la coculture entre
LT CD4" infectés et LT CD8" autologues :

l0g24 decrease = log ([protéine p24]Lt coa+ infectés seuts — [Protéine p24]cocutture LT cD4+ et LT cD8+)-

Principe du test d’EL ISpot IEN-y

Le test d’ELISpot IFN-y permet de mesurer la réponse spécifique a un peptide du VIH en
quantifiant le nombre de LT CD8" produisant de I’IFN-y aprés stimulation. Les peptides ont
été utilisés a une concentration de 2 pg/mL et les cellules produisant de I’IFN-y sont détectées
par une révélation de I’'lFN-y formant des spots. Les résultats d’une réponse spécifique vis-a-
vis d’un antigéne sont exprimés en nombre de spots par 10° PBMC et sont considérés positifs

s’ils sont supérieurs & 50 spots/10° PBMC aprés soustraction du bruit de fond.

Principe du test d’avidité

Le test d’avidite est base sur le test d’ELISpot IFN-y en utilisant différentes concentrations de
peptides allant de 10° & 10 M. L’avidité est définie commme la concentration de peptide
necessaire afin d’obtenir 50% de la réponse maximale (EC50%) et est exprimée ici en log
EC50%.
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Résultats

Article 1: Potential role for HIV-specific CD38/HLA-DR* CD8" T cells in

viral suppression and cytotoxicity in HIV controllers

Stéphane Hua, Camille Lécuroux, Asier Saez-Cirion, Gianfranco Pancino, Isabelle Girault,
Pierre Versmisse, Faroudy Boufassa, Olivier Taulera, Martine Sinet, Olivier Lambotte, and
Alain Venet

Accepté a PLoS One

Hypotheése et objectif de recherche

Les patients HIC sont caractérisés par une plus faible activation et inflammation que les
patients virémiques. Cette faible activation se traduit par I’absence d’expression du marqueur
CD38. Cependant, ces patients présentent une expression paradoxale avec la présence du
marqueur HLA-DR. Les travaux du Dr Giorgi ont permis de montrer qu’il existe une
corrélation positive entre la fréquence de LT CD8" présentant le phénotype CD38/HLA-DR"
et I’absence de progression mesurée par le nombre de LT CD4" [354]. La fréquence de cette
sous population de fagon plus importante chez les HIC comparée aux autres patients VIH"
nous a amené a faire I’hypothése que cette sous population participe activement au contréle

de la réplication virale in vivo.

Le but de ce travail a donc été de caractériser les LT CD8" spécifiques du VIH chez les HIC
présentant ce phénotype particulier CD38/HLA-DR" et de définir leur role dans le contréle de
la réplication virale. Cette sous population a été assez peu décrite mais récemment Buckheit et
al. ont montré qu’elle présentent de bonnes capacités cytotoxiques [355].

Les objectifs de cet article ont été :

e Mettre en évidence que la sous population LT CD8" spécifiques CD387/HLA-DR"
présentent des caractéristiques d’activation particuliere avec une expression de HLA-
DR et une absence d’expression d’autres marqueurs d’activation

e LT CD8" spécifiques CD38/HLA-DR* comparé aux cellules CD38"/HLA-DR"

présentent de meilleures fonctions mémoires avec une meilleure survie, une forte
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fréquence de cellules polyfonctionnelles et une meilleure prolifération mais également
de meilleures fonctions effectrices avec une meilleure capacité cytotoxique,

Préciser le mécanisme d’induction du phénotype CD38/HLA-DR"
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Abstract

Background: HIV controllers (HIC) are rare HIV-1-infected patients who exhibit spontaneous viral control. HIC have high
frequency of CD38 /HLA-DR" HIV-specific CD8" T cells. Here we examined the role of this subset in HIC status.

Materials and Methods: We compared CD38™ /HLA-DR* CD8" T cells with the classical CD38"/HLA-DR" activated phenotype
in terms of 1) their activation status, reflected by CD69, CD25, CD71, CD40 and Ki67 expression, 2) functional parameters:
Bcl-2 expression, proliferative capacity, and IFN-y and IL-2 production, and 3) cytotoxic activity. We also investigated how
this particular profile is generated.

Results: Compared to CD38"/HLA-DR" cells, CD38 /HLA-DR" cells exhibited lower expression of several activation markers,
better survival capacity (Bcl-2 MFI, 367 [134-462] vs 638 [307-747], P=0.001), higher frequency of polyfunctional cells (15%
[7%-33%)] vs 21% [16%-43%], P=0.0003), greater proliferative capacity (0-fold [0-2] vs 3-fold [2-11], P=0.007), and higher
cytotoxicity in vitro (7% [3%-11%] vs 13% [6%-22%], P=0.02). The CD38™ /HLA-DR" profile was preferentially generated in
response to low viral antigen concentrations.

Conclusions: These data highlight the role of CD38™ /HLA-DR* HIV-specific CD8" T cell cytotoxicity in HIC status and provide
insights into the mechanism by which they are generated. Induction of this protective CD8* subset may be important for
vaccine strategies.
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Introduction

A very small number of HIV-I-infected individuals spontane-
ously control viral replication. These so-called HIV controllers
(HIC) usually have relatively high CD4" T cell counts and remain
AIDS-free for several decades [1,2]. Several factors have been
implicated in HIC status, including viral defects, cellular factors,
and the innate immune system [3], but T cells, especially HIV-
specific CD8" T cells, are considered to play a major role.
Opverrepresentation of certain HLA class I alleles (especially HLA-
B*57 and HLA-B*27) is associated with strong HIV-specific CD8"
T cell responses [4-6]. Studies of simian disease models also show
that expression of the MHC class I alleles Mamu-B*08 and
Mamu-B*17 correlates with viral control [7,8]. Several studies

PLOS ONE | www.plosone.org

have linked viral control to HIV-specific CD8* T cell poly-
functionality [9], proliferation to HIV antigens, and lytic granule
content [10,11].

We and others have shown that HIC usually possess HIV-
specific CD8* T cells capable of suppressing HIV replication ex
vivo [12,13]. Although HIV-specific CD8" T cells usually express
similar levels of two activation markers — CD38 and HLA-DR —
which correlate with viral load in non-controllers [14], they exhibit
a peculiar activation phenotype in HIC, with low CD38
expression and high HLA-DR expression [13,15]. Immune
activation can have opposite effects on CD8" T cell functional
capacities. Indeed, a degree of immune activation is necessary for
efficient effector responses (resting CD8" T cells usually lack
effector functions but can become cytotoxic when activated [16]),
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whereas overactivation may lead to exhaustion [17] and functional
inefficiency [18]. The CD38~ /HLA-DR" phenotype might reflect
a low level of activation and could thereby contribute to HIC
status [13,15,19].

Here we studied CD38~ /HLA-DR* HIV-specific CD8" T cells
in a large population of HIC, focusing on functional activation
status, memory/effector functions, and the mechanism underlying
HLA-DR expression in the absence of CD38 expression.

Materials and Methods

Ethics statement

All the subjects provided their written informed consent to
participation. The study was approved by the local investigational
review board (Comité de Protection des Personnes Ile de France VII, Paris,
France) and performed in accordance with the tenets of the
Declaration of Helsinki.

Study participants

We collected samples from 120 HIV-infected individuals,
comprising 80 patients enrolled in the French ANRS CO21
CODEX cohort of HIC (inclusion criteria: HIV infection at least 5
years previously; 5 latest plasma HIV RNA values <400 copies/
mL; no HAART), 21 untreated, chronically viremic patients, and
19 HAART-treated aviremic individuals (HIV RNA <50 copies/
mL) enrolled in the French ANRS CO6 PRIMO cohort. Clinical
and biological characteristics of the study participants are shown in
Table 1. Peripheral blood samples from seven HIV-uninfected
healthy blood donors (HD) were obtained from Etablissement
Frangais du Sang (Paris, France).

Cell preparation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from
EDTA-anticoagulated blood by Ficoll density gradient centrifu-
gation and stored in liquid nitrogen. Human leukocyte antigen
typing used the complement-dependent microlymphocytotoxic
technique (Ingen).

Flow cytometry of HIV-specific CD8" T cells

Specific CD8" T cells were characterized by staining, first for
15 minutes at room temperature with APC-labeled peptide-HLA
class I multimers (Proimmune and Immudex for HLA-B*57
peptides) derived from the HIV proteins Gag, Nef, Pol, and Env
and from the Epstein-Barr virus (EBV) proteins BMLF-1 and
BZLF-1, and then with labeled antibodies for 15 minutes at 4°C.
Anti-CD38-PerCP-Cy5.5 and anti-HLA-DR-PE-Cy7 were used

Table 1. Study population.

CD38 /HLA-DR" HIV-Specific CD8" T Cells in HIC

to identify and sort the different activation subsets. The following
antibodies were used to characterized HIV-specific CD8* T cells:
FITC—coupled anti-CD71, -CD40, -Bcl-2 and -Granzyme B; PE-
coupled anti-Ki67, -CD69 and -CD25; V450-coupled anti-CD8
(BD Biosciences); VioGreen-coupled anti-CD3 (Miltenyi Biotec);
and PE-coupled anti—perforin (clone D48, Diaclone). Dead cells
were excluded by using the Live Dead Fixable Near-IR Dead Cell
Stain kit (Molecular Probes, Invitrogen). For intracellular staining,
cells were incubated with the appropriate antibodies for 30 min-
utes at 4°C after incubation with FACS permeabilizing solution
(BD Biosciences). Samples were acquired on an LSR Fortessa cell
analyzer (BD Biosciences) and analyzed with FACS DIVA
software (BD Biosciences). An example of the gating strategy is
shown in the Figure S1 and an example of the expression of the
activation markers and cytokine production by the different
subsets is shown in Figure S2. We assessed an average of two
tetramers per patient and acquired at least 80 events per subset
studied.

CD8" T cells were sorted with an ARIA cell sorter (BD
Biosciences) into the following activation subsets: CD38  /HLA-
DR*, CD38"/HLA-DR™, and CD38"/HLA-DR", using anti-
CD56-PE to exclude NK cells, anti-CD8-V450 and anti-CD4-
APC-H7 antibodies (BD Biosciences) according to the manufac-
turer’s guidelines. After sorting, cells were resuspended at a density
of 1x10°/mL and cultured for five days before used in the
cytotoxicity assay described below. Purity was routinely >95% for
each subset (data not shown). Too few cells expressed the CD38*/
HLA-DR™ phenotype to obtain interpretable data.

Intracellular cytokine production

PBMC were stimulated for 15 hours in medium containing the
relevant optimal HIV peptide (2 uM). After 1 hour of stimulation,
cytokine secretion was blocked by adding brefeldin A (10 pg/mL,
Sigma-Aldrich Chemie). After further incubation, samples were
stained as described above. Anti-IFN-y-APC and anti-IL-2-PE
antibodies (BD Biosciences) were used to detect intracellular
cytokine production. A negative control (medium) and a positive
control (staphylococcal enterotoxin B, SEB) were included in each
experiment. The polyfunctionality was assessed by measuring the
dual production of IFN-y and IL-2. The results were expressed as
frequency of IFN-y*/IL-2" producing cells among IFN-y" or IL-
2* producing cells.

In vitro HIV suppression assay
The capacity of CD8* T cells to suppress HIV-1 infection of
autologous CD4™ T cells ex vivo was assessed as described in details

Viremic HAART HIC P

n 21 19 80

Age (years) 38 [31-46] 41 [34-44] 48 [42-53] <0.0001
Gender (% men) 95% 84% 54% 0,0004
Time since HIV diagnosis (years) 1,5 [1-2] 4 [1-6] 13 [9-17] <0.0001
CD4/ul 499 [374-697] 645 [500-818] 801 [645-1020] <0.0001
CD8/ul 1150 [862-1609] 648 [492-747] 792 [610-951] 0,0001
Plasma HIV-RNA (log10 copies/ml)? 4,62 [4,44-4,81] <17 1[0,3-1,7] <0.0001

ultrasensitive assays.
doi:10.1371/journal.pone.0101920.t001
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Median values [1-3" interquartile range] are shown for age, time since diagnosis, CD4* and CD8* T cell counts, and HIV RNA viral loads.
Viremic and HAART-treated patients’ RNA viral loads were measured using an assay with a quantification limit of <50 copies/ml, while values in HIC were obtained with
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elsewhere [20]. Briefly, CD4" T cells were activated with
phytohemagglutinin (PHA) and IL-2 for three days, then infected
with HIV-1 Bal. and cultured alone or with unstimulated
autologous CD8" T cells (1:1 ratio). P24 antigen was measured
in culture supernatants with an ELISA method (Zeptometrix) as a
measure of viral replication. The capacity of CD8" T cells to
suppress HIV infection was expressed as the log decrease in p24
production when superinfected CD4" T cells were cultured in the
presence of CD8" T cells.

Cytotoxicity assay

The Grantoxilux Plus! cytotoxicity assay was used according to
the manufacturer’s instructions (Oncolmmunin, Inc). It is based
on Granzyme-B-mediated intracellular cleavage of a fluorogenic
substrate in live target cells. Briefly, PBMC were used as target
cells, CD8" T cells as effectors, and CD8-depleted PBMC. as
feeders. Target cells were stimulated with PHA and IL-2 for five
days. Effector cells were cocultured with feeders at a ratio of 1:1
and with HIV peptide (2 uM) for five days. On day 5, target cells
were primed for 1 h with the cognate or an irrelevant peptide,
labeled with TFL4 (Oncolmmunin, Inc.), and then cocultured
with CD8* T cells at an Effector:Target ratio of 50:1. The cells
were then incubated with Granzyme B substrate (Oncolmmunin
Inc.) for 1 h and analyzed immediately by flow cytometry. The
results are expressed as the difference between the frequency of
lysed target cells incubated with the cognate peptide and the
frequency of lysed target cells incubated with the irrelevant
peptide. An example of the cytotoxic assay is shown in Figure S3.

Healthy donor cell culture

CD8" T cells were isolated by using a human anti-CD56
antibody (Milteny1 Biotec) to deplete NK cells and a human anti-
CD8 antibody (Miltenyi Biotec). Purity was greater than 95%.
Isolated CD8" T cells were cultured in zitro (2x10° cells/mL) with
medium alone, with the optimal concentrations of peptides, or
with anti-CD3/CD28 antibodies as control (Miltenyi Biotec). IFN-
o (PBL InterferonSource) was used at 500 IU/mL.

Functional avidity

Functional avidity was measured in an IFN-y ELISpot assay
using single-epitope peptides corresponding to optimal HIV-CTL
epitopes (National Institutes of Health HIV Molecular Immunol-
ogy Database: http://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/
tables/optimal_ctl_ summary.html) according to the subjects’
HLA types. Functional avidity of CD8" T cell responses was
assessed by performing limiting peptide dilutions ranging from
107 to 107" M in in vitro assays as described elsewhere [21]. It
was defined as the peptide concentration required to achieve 50%
of the maximal response (EC59,) and was expressed as log EC50,.

Statistical methods

Data were analyzed with Prism software (GraphPad Software
Inc.). Groups were compared using a nonparametric Mann-
Whitney or Wilcoxon paired test for continuous data or a chi-
squared test for categorical data. Correlations were evaluated
using Spearman’s rank correlation coefficient. The Spearman r
correlation and (in the Figures) the Pearson correlation curve are
indicated for significant correlations. The threshold for statistical
significance was set to P<<0.05.
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Results

Study population

Baseline data for the 80 HIC, 21 viremic patients and 19
HAART-treated patients are shown in Table 1. HIC differed
significantly from the other two groups of patients in terms of the
sex ratio, age, CD4" and CD8" T cell counts, viral RNA loads,
and time since diagnosis.

Higher frequencies of CD38™ /HLA-DR* HIV-specific CD8"
T cells in HIV controllers

We first compared CD38 and HLA-DR expression ex vivo on
bulk CD8* T cells in the healthy donors (HD), viremic patients,
HAART-treated patients, and HIV controllers (HIC) (Figure 1A-
B) and on HIV-specific CD8* T cells in the three groups of HIV-
infected patients (Figure 1CG-D). As previously reported by our
group [15], median [1°-3" interquartile range] CD38 expression
was lower in HD, HAART-treated patients and HIC (11% [6%—
14%], 12% [5%—14%], 9% [5%—14%] respectively) than in
viremic patients (20% [14%—39%]) (P=0.0001 for each compar-
ison, Fig. 1A). HLA-DR expression was higher in viremic patients
and HIC (29% [23%—38%] and 27% [19%—-32%], respectively)
than in HD and HAART-treated patients (14% [11%—21%] and
11% [7%—-19%]) (P=0.0002 and P<<0.0001 for viremic patients
versus HD and HAART, respectively; £=0.006 and P=0.0008
for HIC versus HD and HAART, respectively; Fig. 1A).
Consequently, the CD38"/HLA-DR" phenotype was more
frequent in viremic patients (14% [8%—-19%]) than in HD,
HAART-treated patients and HIC (2% [1%—3%], 3% [1%—4%]
and 4% [3%—8%], respectively) (P<<0.0001 for all three compar-
isons, Fig. 1B). CD38™ /HLA-DR™ expression was more frequent
in HIC than in HAART-treated patients (21% [15%—28%] vs 9%
[5%-12%], P=0.0003, Fig. 1B).

HIV-specific CD8" T cell frequency was higher in HIC (2705
SFC/10° PBMC [1135-5675]) and in viremic patients (2253
SFC/10° PBMC [1334-6933]) than in HAAR T-treated patients
(1138 SFC/10° PBMC [179-2733]) (P=0.009 and P=0.03
between HIC and HAART-treated patients and between viremic
patients and HAART-treated patients respectively). HIV-specific
CD8" T cells with high CD38 expression were also less frequent in
HAART-treated patients and HIC (10% [6%—16%] and 13%
[11%-39%], respectively) than in viremic patients (28% [15%—
48%]) (P<<0.0001 for both comparisons, Fig. 1C).

HILA-DR expression in HAART-treated patients (19% [10%—
24%]) was far lower than in HIC (47% [32%61%], P<<0.0001),
and in viremic patients (50% [32%-58%], Fig. 1C). The
frequency of CD38~ /HLA-DR" was thus higher in HIC (33%
[20%—46%]) than in both HAART-treated and viremic patients
(13% [6%—19%] and 20% [15%—47%], respectively; P<<0.0001
for both comparisons, Figure 1D). Moreover, there is a correlation
between the frequency of CD38~/HLA-DR" and the frequency of
HIV-specific CD8" T cells (P=0.002, r=0.22) which suggested
that CD38” /HLA-DR" may contribute mainly to the high
frequency of HIV-specific CD8" T cells

CD38™ /HLA-DR* HIV-specific CD8" T cells are more
weakly activated than their CD38*/HLA-DR" counterparts
Although expression ex viwo of the activation markers CD69
(activation marker), CD40 (costimulatory receptor), CD71 (trans-
ferrin receptor protein 1), CD25 (IL-2Ra) and Ki67 (proliferative
marker) was rather low on HIV-specific CD8" T cells in HIC. (3%
[2%—6%], 4% [2%—-8%], 4% [3%—7%], 1% [1%—2%] and 1%
[0%-9%], respectively, Fig. 2A), classical CD38"/HLA-DR*
activated cells exhibited higher expression of CD69 (9% [4%—

July 2014 | Volume 9 | Issue 7 | 101920



>
w

CD38 /HLA-DR" HIV-Specific CD8" T Cells in HIC

100

*okk Hk
—
80 o *xk
x *kk
— HD

60

40

% CD8* T cells

e K
CD38 HLA-DR

o
O

-
=
k=3

» s *kk
3 r [ |
O 804 skx ok
.—
5
a
8 e
L2
T 40
(1]
o
4
S 20
I
E
A o QO A o L
?yg'oé‘\ S vyg'a@\ X
L SN
CD38 HLA-DR

HAART Viremic HIC
03 CcD38 HLA-DR
B8 CD38HLA-DR"
3 CD38"HLA-DR®
B8 CD38"HLA-DR"
ek
[ 1
*k
I 1
w
[ 1
HAART Viremic HIC

O3 cD38 HLA-DR
B8 CD38 HLA-DR"
3 cD38" HLA-DR®
B8 CD38" HLA-DR*

sl

Figure 1. CD38 and HLA-DR expression on bulk and HIV-specific CD8" T cells. (A) Proportions of bulk CD8" T cells from HD (n= 16, light
gray bars), HAART-treated patients (n=19, mid gray bars), viremic patients (n=21, dark gray bars) and HIC (n=79, black bars) expressing CD38 and
HLA-DR. (C) Proportions of HIV-specific CD8" T cells from HAART-treated patients (n= 13, mid gray bars), viremic patients (n =39, dark gray bars) and
HIC (n=80, black bars) expressing CD38 and HLA-DR. Pie charts representing CD38 /HLA-DR™ (white), CD38 /HLA-DR" (black), CD38*/HLA-DR™
(light gray) and CD38*/HLA-DR* (dark gray) cells among bulk (B) and HIV-specific CD8" T cells (D). Statistical differences shown in the pie charts are
based on the difference in the frequency of the CD38™ /HLA-DR" subset between the different groups. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0101920.g001

15%]), CD40 (14% [7%—-20%]), CD71 (13% [7%—16%]), CD25
(8% [1%-8%]) and Ki67 (25% [12%-49%]), than the other
subsets. Strikingly, expression of these markers on the CD38" /
HLA-DR™" subset was very low and similar to that observed on
resting CD38 /HLA-DR™ cells (median 0-2% for both subsets
and all activation markers). Thus, the CD38~ /HLA-DR" subset is
more weakly activated than the CD38"/HLA-DR™ subset.

The CD38 /HLA-DR" subset contains a higher frequency
of polyfunctional cells and has higher proliferative and
cytotoxic capacities than the CD38*/HLA-DR" subset
The survival capacity was assessed by measuring the difference
of the median fluorescence intensity of Bcl-2 expression of one
subset and the isotype. Bcl-2 expression ex vivo, was higher for
CD38™ /HLA-DR™ cells than for CD38"/HLA-DR" cells (638
[307-747] vs 367 [134-462], P=0.001, respectively, Fig. 3A).
We then analyzed dual production in vitro of IFN-y and IL-2 as a
marker of polyfunctionality. As shown in Figure 3B the CD38 /
HLA-DR" subset contained more IFN-y*IL-2"-producing cells
than the CD38"/HLA-DR™ subset (21% [16%—43%] vs 15%
[7%-33%], P=0.0003, Fig. 3B). We analyzed the proliferation
capacity i vitro by assessing the number of HIV-specific CD8* T
cells at the beginning and the end of the culture and calculated the
fold increase of HIV-specific CD8" T cells. After sorting and
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culture with cognate peptides, proliferation of CD38~ /HLA-DR*
cells increased 3.2-fold [1.2-7.8], whereas CD38*/HLA-DR" cells
did not proliferate significantly (0.4-fold [0.0-1.7]) (£=0.007,
Fig. 3C).

Although ex vivo perforin expression did not differ between the
two subsets (52% [21%—67%] and 52% [26%—67 %], respectively,
P=0.26, Fig. 3D), CD38™ /HLA-DR" cells exhibited lower
granzyme B ex vivo expression than CD38*/HLA-DR" cells
(29% [8%-54%] and 36% [12%—-64%], respectively, P=0.01,
Fig. 3E). However, ex vivo after sorting cells, cytotoxicity was very
low and similar with the two subsets (0% [0%—-8%] vs 4% [4%—
16%], respectively, P=0.2; data not shown). After sorting and
coculture with CD8-depleted PBMC for 5 days, CD38 /HLA-
DR* cells showed increased cytotoxicity (13% [7%23%]),
contrary to the CD38*/HLA-DR' subset (7% [3%-11%)])
(P=0.001, Fig. 3F). CD38 /HLA-DR' CD8" T cells thus
responded significantly more strongly to cognate antigen than
did their CD38"/HLA-DR" counterparts.

Ex vivo HIV-suppressive activity was routinely evaluated with
freshly isolated whole-blood T cells which often include several
HIV specificities while cytotoxicity was evaluated only on
immunodominant peptides. Of note, HIV-specific CD8" T cell
cytotoxicity correlated with HIV-suppressive activity, expressed as
the log decline in p24 antigen (P=0.004; r=0.37, data not
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Figure 2. Activation phenotype of CD38 /HLA-DR, CD38 /HLA-DR' and CD38'/HLA-DR" subsets from HIC. (A) Proportions of HIV-
specific CD8" T cells expressing CD38, HLA-DR, CD69, CD25, CD71, CD40 and Ki67. (B-F) Proportions of CD38 /HLA-DR™, CD38 /HLA-DR" and
CD38*/HLA-DR* HIV-specific CD8"* T cells expressing CD69 (B), CD25 (C), CD71 (D), CD40 (E) and Ki67 (F) (n=8). * P<<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0101920.9g002

shown). Interestingly, only the frequency of the CD38 /HLA-
DR* HIV-specific CD8" T cells correlated strongly with the log
p24 decrease (P<<0.0001; r=0.32, data not shown). No such
correlation was found with CD38*/HLA-DR" cells (P=0.5).

The conditions of stimulation determine CD38 and HLA-
DR expression by specific CD8" T cells

Finally, we examined the mechanisms by which resting
CD38™ /HLA-DR ™ cells become CD38™ /HLA-DR" cells in the
context of viral infection. For this purpose, we used an w wvitro
resting and fully unactivated model in which EBV-specific GCD8*
T cells which are mostly CD38 /HLA-DR ™ as shown in Figure 4
are stimulated by EBV peptides in various conditions.

We postulated that the CD38"/HLA-DR™ profile might result
from a dual activation pathway, in which antigenic peptide
stimulation leads to HLA-DR expression while indirect activation
by IFN-a leads to CD38 expression [22,23]. As expected, IFN-o
stimulation led to CD38 expression on bulk CD8" T cells (14%
[7%—17%]) and, to a lesser degree, on EBV-specific CD8" T cells
(9% [4%—28%]), whereas neither bulk nor EBV-specific CD8" T
cells expressed HLA-DR (0% [0%—1%] and 0% [0%—1%]
respectively; Figure 4, middle panel), confirming the non-specific

PLOS ONE | www.plosone.org

nature of IFN-o-induced activation. However, stimulation with
EBV peptides led to strong expression of both CD38 and HLA-
DR by EBV-specific cells (69% [53%—-84%] vs 72% [61%—-83%],
respectively; Figure 4 lower panel), while no change was observed
in the total CD8" T cell population. We suspected that the
increase in CD38 expression might be related to IFN-a production
by non T cells in this model, but neither blockade with an anti-
IFN-oR antibody nor the use of highly purified CD8" T cells
significantly modified our results.

Interestingly, the antigen concentration correlated positively
with the degree of activation and also affected the profile of
activated cells. At low antigen levels, most activated cells expressed
HLA-DR but not CD38. Indeed, the frequency of CD38™ /HLA-
DR™ cells among activated cells was higher at low antigen levels
(89% [44%-98%] and 2% [1%—11%] at 0.2 nM and 2000 nM,
respectively; P=0.0006, Fig. 5A), whereas CD38"/HLA-DR*
cells exhibited the opposite behavior (4% [0%—14%] vs 91%
[78%—-97%] at 0.2 nM and 2000 nM, respectively; P=0.001,
Fig. 5B).
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Figure 3. Qualitative features of CD38 /HLA-DR" and CD38*/HLA-DR" HIV-specific CD8" T cell subsets in HIC. (A) Bcl-2 expression on
CD38 /HLA-DR* and CD38*/HLA-DR* HIV-specific CD8"* T cells (n=11). (B) Proportion of CD38™ /HLA-DR* and CD38"/HLA-DR" HIV-specific CD8" T
cells producing both IFN-y and IL-2 among HIV-specific CD8" T cells producing IFN-y or IL-2 (n =35). (C) Fold increase in CD38 /HLA-DR* and CD38"/
HLA-DR* HIV-specific CD8" T cell numbers after 5 days of culture with HIV peptides (2 uM) (n=7). (D-E) Proportion of CD38/HLA-DR* and CD38*/
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* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001.

doi:10.1371/journal.pone.0101920.g003

seen with CD38 /JHLA-DR™ cells (P=0.39) or CD38*/HLA-
DR cells (P=0.05, Figure 6B).

These results suggest strongly that the CD38  /HLA-DR"
subset is induced in the context of low viral loads and expressed on

The CD38 /HLA-DR" phenotype by specific CD8" T cells
in HIC is conditioned by low viral loads and high antigen
sensitivity

HIV-specific CD8" T cell sensitivity to cognate antigen,

measured with an ELISpot assay, showed an overall positive
correlation between the frequency of ex vivo CD38~ /HLA-DR" in
these cells and the antigen sensitivity of HIV-specific CD8" T cells
(r=0.34, P=0.01, Figure 6A), whereas no such correlation was

PLOS ONE | www.plosone.org

highly avid cells.

Discussion

HIV-specific CD8" T cells in HIV controllers were initially
shown to exhibit (i) efficient proliferation and cytotoxicity [10,11],
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(i) strong virus suppression ex vivo [13], and (iii) a particular
activation phenotype: CD38” /HLA-DR™ [13,15]. Little is known
about this CD8" T cell subset and its possible role in HIC. The
activation status of this CD38” /HLA-DR" subset in HIC is
puzzling, as HLA-DR expression suggests an activated state, while
the lack of CD38 expression suggests the opposite. None of the
other activation markers studied here were expressed by these
cells, including those expressed early after activation, such as
CD69 and CD25, and those expressed later, such as CD71 and
CD40 [24,25]. This exclusive HLA-DR expression suggests a low
state of activation, and is in keeping with absent expression of Ki-
67, a marker of cell cycling. A previous study showed coexpression
of HLA-DR and Ki-67 by these cells after immunotherapy, but
the authors did not evaluate CD38 expression [26].

This low level of activation is compatible with efficient survival
evaluated here in terms of Bcl-2 expression level, and also with
good proliferative potential. Previous studies showed an associa-
tion between HLA-DR expression and proliferation [26,27]. And
indeed, these CD38~ /HLA-DR™ cells expanded 3-fold in culture,
whereas their CD38"/HLA-DR" counterparts did not expand
significantly. Of note, this expansion of CD38~ /HLA-DR" cells
was associated with differentiation into effector cells, as their HIV-
specific cytotoxicity was higher than that of CD38*/HLA-DR*
cells, even after adjusting for the HIV-specific-effector-to-target
ratio. These data confirm those reported by Blankson et al., who
showed that sorted CD38~ /HLA-DR™ CD8"* T cells from HIC,
when placed in short-term culture with autologous unstimulated
CD4" T cells, were the first cells to suppress viral replication [28].
Additionally, although CD38 /HLA-DR' and CD38"/HLA-
DR* showed similar ex vivo cytotoxic capacity, the very low
frequency of CD38"/HLA-DR" cells, and their poor proliferative
capacity shown here and elsewhere [29], make it unlikely that this
population has a major role in suppressing viral replication. These
data suggest that i vivo CD38™ /HLA-DR™ cells which are less
susceptible than CD38*/HLA-DR" cells to exhaustion, have a
greater capacity to control viral replication than CD38"/HLA-
DR cells. Although we and others have observed that HIV-
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specific CD8" T cells from some HIC patients lack HIV-
suppressive activity ex viwo, they are capable of differentiating
when exposed to cognate antigens, acquiring the ability to lyse
infected cells and to suppress HIV replication [30].

We also explored the conditions in which the CD38 /HLA-
DR phenotype is generated by using an i zitro model with EBV
peptides and cells from healthy donors. We needed a non-
activated condition to evaluate the mechanism of CD38 and HLA-
DR expression. EBV infection is a model of infection with effective
memory resting cells while HIV infection leads to persistent
activation and inflammation even in HIC. Therefore, we believed
that the EBV-model is a more appropriate model to address the
question of CD38 and HLA-DR induction after activation. We
confirmed that IFN-a induces CD38 expression but not HLA-DR
expression [22,23] and that this activation is not virus-specific.
Conversely, EBV peptide stimulation led to activation of EBV-
specific CD8" T cells expressing both CD38 and HLA-DR. It has
been shown that strong TCR stimulation by anti-CD3/CD28
leads to ¢d38 transcription in purified CD8" T cells [23], possibly
explaining how CD38 is expressed following peptide stimulation
even in IFN-aR-antagonizing conditions. However, we found that
low EBV peptide concentrations elicited the CD38~ /HLA-DR"
phenotype on the vast majority of activated cells, in keeping with
the low viral load and lack of IFN-o production in experimental
models of viral control [31]. Although plasmacytoid dendritic cells
from HIC are able to produce IFN-a efficiently after HIV antigen
stimulation i vitro [32,33], HIC do not produce detectable IFN-o
in vivo, as shown by tissue studies [34], which can explain the
absence of IFN-a pathway mediated CD38 expression. The
discrepancy between the low frequency of CD38~ /HLA-DR*
cells among virus-specific CD8" T cells in our in vitro model and
the high frequency observed i vivo in HIC may be due to the
contrast between brief activation i vitro and chronic activation by
low HIV viral loads in HIC. The preferential activation of the
CD38" /HLA-DR* subset by low antigen concentrations is
particularly interesting, as memory cells activated by low antigen
concentrations show little senescence, have high proliferation
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rates, are able to persist for long periods [35], and maintain their
TCR on the membrane surface, enabling a persistent cytotoxic
response [36]. Furthermore, the peptide concentrations that
yielded the CD38™ /HLA-DR" phenotype in our in vitro EBV
model are similar to the estimated concentrations of HIV antigens
present  viwo [37,38]. In addition, the high antigen sensitivity
observed in HIC may reinforce preferential induction of the
CD38™ /HLA-DR™ profile on the most sensitive cells, which are
endowed with the best functional profile [21,38—40]. Indeed,
antigen sensitivity has been shown to correlate negatively with
HIV cellular viral load [40]. However, high antigen sensitivity is
not the only feature that can explain HIC status. Indeed, we
observed no increase in the frequency of CD38™ /HLA-DR™ cells
in patients positive for HLA-B*27 or HLA-B*57 ([21] and data not
shown) whereas antigen sensitivity is particularly high in this
context [21,39]. We moreover observed no difference in the
frequency of this subset when comparing different HIV peptide
specificities (data not shown). In addition, we have previously
reported a lack of difference in perforin expression and inhibition
of viral replication between HIC with and without protective HLA
alleles [21,41].

T cell activation is necessary for effector functions such as
cytotoxicity and suppression of viral replication, but the persistent
immune activation associated with systemic inflammation is
known to play a key role in HIV disease progression [42,43].
This is also the case in HIC, who display low but higher
frequencies of classical activated CD38*/HLA-DR* CD8" T cells
than do healthy donors (HD) and HAART-treated patients [43].
This excessive immune activation may result from the persistence
of extremely low levels of HIV replication [44] and/or enhanced
microbial translocation from the gut [45]. HIC exhibit a degree of
disease progression and sometimes experience a decline in CD4*
T cells or even lose their ability to control HIV [46], possibly as a
result of persistent immune activation [46,47]. Alternatively, CD4*
T cell activation might permit persistent low-level infection of
these cells, in turn maintaining efficient stimulation of the HIV-
specific immune response [21,43] and thereby helping to control
viral replication through inducing CD38~ /HLA-DR" profile.

Conclusions

The paradoxical activation profile of some HIV-specific CD8"
T cells, with HLA-DR but not CD38 expression and weak
expression of all other activation markers, might confer the
capacity to differentiate into effective cytotoxic cells after moderate
activation [28] while avoiding the deleterious effects of excessive
immune activation. It would be a favorable condition as compared
to HAART-treated patients who display a very low viral load
which leads to an absence of immune activation and effective
response and as compared to viremic patients who display high
viral load which leads to excessive activation and exhaustion. A
high frequency of CD38™ /HLA-DR" cells among total CD8" T
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Figure S1 Example of gating strategy of subsets of HIV-
specific CD8" T cells in HIV controllers. Cells were gated
(A) on live cells using live/dead stain cells kit, (B) on lymphocytes,
(C) on CD3*/CD8" expressing cells, (D) on HIV-specific CD8" T
cells using tetramer staining, (E) on different subset of CD38 and
HLA-DR expressing cells using isotypes as control.

(TTF)

Figure S2 Dot plots of activation marker expression
and cytokine production on different subsets of HIV-
specific CD8" T cells in HIV controllers. Representative dot
plots of CD25 and CD40 (A), CD69 and CD71 (B), Ki67 (C)
expression and IL-2 and/or IFN-y secretion (D) on CD38  /HLA-
DR (left panel), CD38™ /HLA-DR" (middle panel) and CD38*/
HLA-DR" (right panel) subsets

(TIF)

Figure S3 Dot plots of the cytotoxic assay of CD38 /
HLA-DR" and CD38'/HLA-DR" HIV-specific CD8" T
cells. Cytotoxic capacity was assessed by measuring the frequency
of positive target cells for granzyme B substrate. The results were
expressed as the difference between the frequency using effector
cells co-cultured with target cells incubated with the relevant
peptide (B and D) and the frequency in the negative control using
effector cells co-cultured with target cells incubated with irrelevant
peptide (A and C).

(TIF)
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Figure S1. Example of gating strategy of subsets of HIV-specific CD8" T cells in HIV

controllers

Cells were gated (A) on live cells using live/dead stain cells kit, (B) on lymphocytes, (C) on
CD3"/CD8" expressing cells, (D) on HIV-specific CD8" T cells using tetramer staining, (E)
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Hypothése et objectif de recherche

Les HIC sont caractérisés par des LT CD8" spécifiques du VIH fonctionnels qui présentent de
fortes capacités effectrices comme une meilleure cytotoxicité contrairement aux cellules des

autres patients infectés par le VIH.

Les fonctions effectrices des LT CD8" sont sous le contrdle des facteurs de transcription de la
« boite T », T-bet et Eomes. Les études sur T-bet ont permis de montrer que ce facteur de
transcription est plus exprimé sur les cellules des HIC comparativement a celles des autres
patients et associé a un meilleur potentiel cytotoxique [344]. Cependant, peu d’études se sont
intéressées a I’expression d’Eomes chez les patients infectés par le VIH et son réle reste pour
le moment ambigu. Une étude récente démontre que I’expression d’Eomes est plus importante
chez les patients virémiques [356] alors qu’une autre étude montre que I’expression Eomes en
ARN|, des LT CD8" spécifiques du VIH diminue significativement de la primo-infection a la
phase chronique [357] ce qui suggere que I’expression d’Eomes est associée a la perte de la
fonctionnalité des LT CD8" spécifiques du VIH. Aucune étude n’a pour le moment été
effectuée concernant I’expression d’Eomes chez les HIC.

De plus, il a été montré récemment que I’expression de CD57, qui est habituellement utilisé
comme un marqueur de sénescence, permet d’identifier les cellules qui expriment fortement
les molécules cytotoxiques et qui ont donc un fort potentiel cytolytique [358] mais cette
association entre CD57 et cytotoxicité n’a pas pour le moment été étudiée chez les HIC. .

Nous avons dans cette étude voulu évaluer les différents parametres qui permettent de définir

les LT CD8" avec une bonne capacité cytotoxique comme observée chez les cellules des HIC

90



en étudiant I’expression des facteurs de transcription, T-bet et Eomes, et de CD57 sur les LT
CD8" spécifiques du VIH. L’hypothése formulée est qu’il existe différents niveaux
d’expression de CD57, de T-bet et d’Eomes avec des capacités cytotoxiques différentes. Nous
émettons I’hypothése que les LT CD8" spécifiques du VIH des HIC présentent
preférentiellement un profil d’expression de ces 3 marqueurs et que les cellules des autres
groupes de patients VIH" vont avoir un profil d’expression de ces 3 marqueurs différent. Pour
confirmer ou infirmer cette hypothése, nous avons effectué une étude comparative de
I’expression de CD57, d’Eomes et de T-bet au sein des différents groupes de patients infectés
par le VIH.

Les objectifs de cet article ont donc été les suivants :

e Etudier le niveau d’expression de CD57 dans les différents groupes de patients :
témoins sains, patients en primo infection, patients virémiques, patients sous
traitement et HIC.

e Mise en évidence de I’hétérogénéité de I’expression d’Eomes: Eomes’, Eomes™ et
Eomes™ en I’associant au marquage CD57.

e Caractériser les sous populations Eomes"CD57* et Eomes™CD57" sur I'état de
différenciation, les fonctions effectrices et la survie

e Mise en évidence d’une sous population exprimée préferentiellement chez les HIC :
Eomes"CD57"
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ABSTRACT

During HIV infection, increased CD57 expression among CD8" T cells has been associated with immune senescence and defec-
tive immune responses. Interestingly, CD57-expressing CD8™* T cells exhibit a dual profile, being simultaneously highly cyto-
toxic (terminally differentiated effectors) and poorly proliferative (replicative senescent). Recent publications point toward a
positive role of CD57-expressing CD8™ T cell subsets, presumably due to their high cytolytic activity. We further investigated the
phenotype of CD57-expressing CD8* T cells in healthy donors and during HIV infection combining CD57 expression to Eome-
sodermin (EOMES), a T box transcription factor which determines, coordinately with T-bet, effector and memory CD8™ T cell
differentiation. We defined in healthy donors two functionally distinct CD57-expressing CD8* T cell subsets exhibiting different
levels of EOMES expression: EOMES™ CD57* and EOMES™ CD57* CD8™" T cells. EOMES™ CD57" cells exhibited low cyto-
toxic activity but preserved proliferative capacity and interleukin 7 (IL-7) receptor expression, whereas EOMES™ CD57™ cells
exhibited obvious cytotoxic functions and a more terminally differentiated phenotype. We next performed a similar analysis in
different contexts of HIV infection: primary infected patients, long-term viremic patients, aviremic patients treated with antiret-
roviral therapy, and HIV controllers; we demonstrated a higher percentage of CD57-expressing cells in all HIV-infected patients
regardless of virological status. When heterogeneity in EOMES expression among CD57 cells was taken into account, we de-
tected significantly higher proportions of EOMES™ CD57™ cells among HIV-specific and nonspecific CD8" T cells from HIV
controllers than in aviremic antiretroviral-treated patients and viremic patients. Importantly, such a peculiar non-terminally
differentiated EOMES™ CD57* phenotypic profile was associated with viral control.

IMPORTANCE

This study demonstrates that functional heterogeneity exists among CD57-expressing CD8 T cells, which include both termi-
nally differentiated, highly cytotoxic EOMES™ CD57* CD8™ T cells and less differentiated EOMES" CD57* CD8 T cells, which
do not exhibit immediate cytotoxic functions but present high proliferative capacity. Interestingly, HIV controllers present a
high proportion of EOMES™ CD57 cells among CD57-expressing HIV-specific CD8 T cells compared to both long-term viremic
and aviremic antiretroviral therapy (ART)-treated patients, suggesting a beneficial role for this cell subset in viral control.

uring chronic HIV infection, virus-specific CD8" T cells
functionally decline, progressively losing their proliferative
capacity and cytotoxic potential and progressing to exhaustion
and/or senescence (1, 2) except in rare individuals: the HIV con-
trollers (HIC). These patients exhibit persistently undetectable
HIV RNA in the absence of antiretroviral therapy (ART) (3) and
maintain polyfunctional HIV-specific CD8™ T cells which retain
proliferative potential (4-6) as well as the ability to produce effec-
tor cytokines and cytotoxic molecules (5-8). Such a peculiar,
nonexhausted profile has been related to the presence of longer
telomeres and higher levels of constitutive telomerase activity in
HIV-specific CD8™ T cells from HIC (2). CD57 expression iden-
tifies senescent human T cells displaying a terminally differenti-
ated phenotype (1, 10-12) and increases during HIV infection,
probably as a result of chronic immune activation (11, 13). Inter-
estingly, CD57-expressing CD8" T cells exhibit a dual profile,
being simultaneously highly efficient cytotoxic cells (terminally
differentiated effectors) (14) and poor proliferative (replicative
senescence) subsets (1).
However, recent publications provided new insights on the
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role of CD57-expressing cells during HIV infection. Lee et al.
demonstrated that HIV and cytomegalovirus (CMV) differently
regulate CD57 expression on CD8' T cells, inducing terminal
differentiation in CMV infection but accumulation of less differ-
entiated cells in HIV infection, as assessed by a decreased propor-
tion of CD57-expressing cells among CD28~ CD8™ T cells (15).
The same group also demonstrated that proportions of CD57-
expressing CD28~ CD8™" T cells were increased following ART
treatment (16). Additionally, low proportions of CD28~ CD8" T
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cells expressing CD57 were a predictive marker of mortality
among ART-treated HIV-infected patients with advanced disease
(16). These recent data point toward a positive role for CD57-
expressing CD8 " T cell subsets, presumably due to their high cy-
tolytic activity, in contrast to the deleterious impact of immune
senescence, usually associated with the CD57-expressing subsets.
We further investigated the phenotype of CD57-expressing CD8*
T cells combining CD57 expression to Eomesodermin (EOMES),
a T box transcription factor which determines, coordinately with
T-bet, effector CD8" T cell differentiation, regulating interferon
gamma (IFN-vy), perforin, and granzyme B expression (17-19), as
well as memory CD8™ T cell transition and maintenance (20-22).
EOMES expression has been reported to be upregulated in early
effectors and to further increase during memory differentiation
(20). During murine chronic viral infections, maintained high
T-bet expression has been associated with terminal effector differ-
entiation (23, 24), whereas high EOMES expression correlates
with the long-term memory fraction (25) and characterizes cells
exhibiting increased proliferative potential, granzyme B produc-
tion, and cytotoxicity (26). At present, the precise role performed
by EOMES during HIV infection remains unclear: a recent report
showed that EOMES expression was increased in viremic HIV
patients (27), whereas Eomes mRNA has been shown to signifi-
cantly decrease in HIV-specific CD8" T cells from primary HIV
infection to chronic phase (28), suggesting that loss of EOMES
expression could be associated with CD8™ T cell functional de-
cline.

In this report, we demonstrate functional heterogeneity among
CD57-expressing CD8™ T cells. By combining CD57 with EOMES
expression, we were able to identify in healthy donors (HD) two
functionally distinct subsets: EOMES™ CD57% CD8™ T cells dis-
playing a memory phenotype and EOMES™ CD57" CD8™ T cells
exhibiting high cytotoxic functions and a terminally differentiated
phenotype. We performed a cross-sectional analysis of EOMES
and CD57 expression in CD8" T cells isolated from different
groups of HIV-infected patients: primary infected patients, ART-
treated aviremic patients, chronically viremic patients, and HIV
controllers. We showed that CD57 expression is increased in all
HIV-infected patient groups studied, including HIV controllers.
Taking into account heterogeneity in EOMES expression among
CD57-expressing CD8™ T cells, we showed that HIV controllers
maintained significantly lower proportions of EOMES™ CD57*
cells and higher fractions of EOMES™ CD57" cells among both
HIV-specific and nonspecific CD8" T cells than both untreated
viremic and ART-treated aviremic patients and that such a pecu-
liar phenotype was associated with viral control.

These data suggest that CD57 expression per se is not a reliable
marker of terminal differentiation, whereas the combination of
EOMES and CD57 provided a more accurate insight on the tight
balance between proliferating memory and cytotoxic terminally
differentiated cells during HIV infection.

MATERIALS AND METHODS

Study participants. We collected samples from 147 HIV-infected individ-
uals with their informed consent. Thirty-two primary infected untreated
patients were enrolled in the French ANRS multicenter PRIMO cohort
(Agence Nationale de Recherche sur le SIDA, CO06). Primary infection
was defined by HIV RNA positivity and by a negative or emerging anti-
body response. We also studied 30 untreated chronically infected patients
who are referred to as viremic patients. Thirty-one ART-treated aviremic
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TABLE 1 Characteristics of HIV-infected patients and healthy controls”

Viral load

(log10 CD4 count
Group (no. of individuals) Age (yrs) copies/ml) (cells/pl)
Healthy donors (21) 49 (31-58)
Primary infected patients (32) 35 (30-40) 5.2 (4.7-5.8) 469 (363—614)
ART untreated patients (30) 37 (29-42) 4.4 (3.9-4.8) 488 (361-732)
ART treated patients (31) 40 (33-48) <1.7 771 (544-893)
HIV controllers (54) 47 (40-53) <2.6 771 (596-931)

@ A total of 168 subjects were included in this study, in the 5 groups listed: healthy
donors, HIV-infected patients studied during primary HIV infection, non-ART-treated
viremic patients, aviremic (viral load < 50 copies/ml) ART-treated patients, and HIV
controllers, defined as showing spontaneous viral control for more than 5 years (viral
load < 400 copies/ml). Median values and 25th and 75th percentiles are presented (in
parentheses) for age, viral load, and CD4 count for each group.

individuals presenting plasma HIV RNA levels of <50 copies/ml and
treated for at least 12 months were included in the study. Fifty-four pa-
tients were enrolled in the French HIV controller cohort (ANRS, CO21
CODEX) (inclusion criteria: no ART, HIV infection for >5 years, five last
consecutive plasma HIV RNA values of <400 copies/ml). HIV RNA de-
tection assay with a detection limit reaching <40 copies/ml was per-
formed for all samples from HIV controllers. Clinical and biologic char-
acteristics of participants are shown in Table 1. All HIV-infected patient
groups were age matched with the exception of HIV controllers, which by
definition are long-term HIV-infected patients and are older than others.
Peripheral blood samples from 21 non-HIV-infected blood donors were
obtained from the Etablissement Frangais du Sang (Saint Louis Hospital,
Paris, France). These donors were selected to be age matched with HIV
controllers.

Laboratory studies. (i) Cell preparation. Peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) were isolated from anticoagulated blood by Ficoll
density gradient centrifugation. Human leukocyte antigen (HLA) typing
was done with the complement-dependent microlymphocytotoxic tech-
nique (One Lambda, Montpellier, France). Cells were cryopreserved in
liquid nitrogen for subsequent analysis.

(ii) Flow cytometry. PBMCs were analyzed by 10-color flow cytom-
etry. Cryopreserved cells were thawed, and after incubation with purified
Fc receptor binding inhibitor (e-Bioscience), samples were stained with
labeled antibodies against surface markers for 15 min at 4°C. Conjugated
antibodies against the following were used: CD4 (fluorescein isothiocya-
nate [FITC]), CD57 (phycoerythrin [PE]-CF594), CD27 (Alexa Fluor
700), CD45RA (allophycocyanin [APC]-H7), CD8 (V450), and CD3
(V500) from BD Biosciences (San Jose, CA) and CD57 (FITC or PE) from
Miltenyi. Intracellular staining for cytotoxic molecules was performed
using anti-granzyme B (FITC or Alexa Fluor 700; clone GB11 [BD Biosci-
ences]) and antiperforin (FITC; clone B-D48 [Diaclone]). Intranuclear
detection of EOMES (anti-EOMES Alexa Fluor 647; clone WD1928 [e-
Bioscience]) and T-bet (anti-T-bet peridinin chlorophyll protein
[PerCP]-Cy5.5; clone 4B10 [e-Bioscience]) was performed on fixed and
permeabilized cells by following the manufacturer’s instructions (e-Bio-
science). Detection of perforin and granzyme B was performed ex vivo
without any stimulation or brefeldin/monensin incubation. Samples were
acquired on an LSRFortessa cell analyzer (BD Biosciences), and data files
were analyzed using Flow]Jo software (Tree Star Inc.).

Peptide-HLA class 1 pentamers. HIV-specific CD8" T cells were
identified by employing soluble PE-labeled peptide-HLA class 1 pentam-
ers (Proimmune, Oxford, United Kingdom) derived from the HIV Gag,
Nef, Pol, and Env proteins. The following epitopes were used: the HLA-
A*0201-restricted peptide ligands SLYNTVATL (Gag residues 77 to 85)
and ILKEPVHGV (Pol residues 476 to 484), the A*0301-restricted pep-
tide ligands RLRPGGKKK (Gag residues 20 to 28) and QVPLRPMTYK
(Nef residues 73 to 82), the A*1101-restricted ligand AVDLSHFLK (Nef
residues 84 to 92), the A*2402-restricted peptide ligand RYPLTFGWCY
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(Nef residues 134 to 143), the B*0702-restricted peptide ligand IPRRI
RQGL (Env residues 848 to 856), the B*0801-restricted peptide ligands
GEIYKRWII (Gag residues 259 to 267) and FLKEKGGL (Nef residues 90
t0 97), and the B*2705-restricted peptide ligand KRWIILGLNK (Gag res-
idues 263 to 272).

Statistical methods. Statistical analysis was performed using Graph-
Pad prism software. Nonparametric Mann-Whitney test was employed to
compare cell subsets or patient groups. Spearman’s rank test was used to
determine correlations. P values above 0.05 were considered not statisti-
cally significant.

RESULTS

CD57 expression is increased on both total and HIV-specific
CD8" T cells in chronically HIV-infected patients indepen-
dently of viral load. We first compared degrees of CD57 surface
expression in CD8™ T cells isolated from HIV-negative subjects
and from different HIV-infected patient groups, namely, subjects
with primary HIV infection (PHI), long-term viremic (VIR) pa-
tients, ART-treated aviremic patients, and HIV controllers (HIC).
For HIV-infected patients, analysis was performed on both total
and HIV-specific CD8"* T cells identified using HIV epitope-
HLA-I pentamers (Fig. 1A). In healthy donors, 11.5% (median;
interquartile range [IQR], 3.5% to 38.0%) of CD8" T cells ex-
pressed CD57 (Fig. 1B). Analysis of CD57 expression in HIV-
infected individuals revealed a significant increase in CD57-ex-
pressing CD8" T cell proportions in primary HIV-infected
patients (24.5%; IQR, 9.0% to 64.0%; P = 0.0036), untreated
viremic chronically infected patients (30.5%; IQR, 10.0% to
58.6%; P = 0.0004), and aviremic ART-treated patients (32.7%;
IQR, 12.0% to 58.9%; P < 0.0001) compared with healthy donors
(Fig. 1B). Interestingly, CD8* T cells isolated from HIV control-
lers also expressed increased levels of CD57 (34.6%; IQR, 3.7% to
66.4%; P < 0.0001) compared to those expressed by healthy do-
nors (Fig. 1B). These results indicate that CD57 expression in
CD8™ T cells is increased during early and more advanced phases
of HIV infection, independently of active viral replication.

We next assessed CD57 expression at the surface of HIV-spe-
cific CD8™ T cells. HIV-specific CD8™ T cells from PHI patients
displayed only low proportions of CD57-expressing cells (18.50%;
IQR, 1.0% to 43.0%) (Fig. 1C). Conversely, untreated viremic
chronically infected patients displayed significantly higher pro-
portions of CD57-positive HIV-specific CD8™* T cells (46.3%;
IQR, 17.0% to 79.4%) than PHI patients (P = 0.0011) (Fig. 1C).
Among aviremic patients, HIV-specific CD8" T cells from ART-
treated patients and from HIC contained high proportions of
CD57-positive cells (ART-treated patients, 54.0% [IQR, 15.0% to
88.3%]; HIC, 38.8% [IQR, 5.9% to 92.7%]) (Fig. 1C). All chron-
ically infected groups exhibited significantly higher proportions of
CD57-expressing HIV-specific CD8" T cells than did PHI pa-
tients (P = 0.0011, P = 0.0006, and P = 0.0067 for VIR and
ART-treated patients and HIC, respectively). These results indi-
cate that chronically HIV-infected patients, including HIV con-
trollers, display high proportions of CD57-expressing HIV-spe-
cific and nonspecific CD8* T cells.

Identification of two distinct CD57-expressing CD8™ T cell
subsets based on EOMES expression. Expression of the T box
transcription factor EOMES has been recently associated with ter-
minal differentiation, CD57 being coexpressed with EOMES (29).
In an analysis of EOMES and CD57 coexpression in CD8™ T cells,
four cell subsets were identified (Fig. 2A and B): (i) a double neg-
ative subset, EOMES™ CD57 ", represented approximately half of
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FIG 1 CD57 expression in CD8™" T cells during HIV infection. (A) Represen-
tative dot plot of CD57 expression on CD8 ™" T cells costained with pentamers
folded with HIV-derived peptides recovered from one HIV-infected patient.
(B) CD57-expressing cells among CD8™" T cells in peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs) from healthy donors (HD; open circles), primary HIV-
infected patients (PHI; open squares), untreated viremic patients (VIR; filled
gray squares), aviremic patients treated with ART (ART; open triangles), and
HIV controllers (HIC; filled gray triangles). (C) CD57-expressing cells among
HIV-specific CD8* T cells, identified by pentamer staining as shown in panel
A. Median percentages are represented for each group, and P values are indi-
cated when significant.

CD8™ T cells in healthy donors (median, 49.8% [IQR, 34.8% to
66.1%)); (ii) an EOMES™ CD57~ population represented the sec-
ond most represented subset (median, 34.7% [22.7% to 42.3%]).
Finally, EOMES™ CD57" cells showed a heterogeneous level of
EOMES expression, allowing us to identify two smaller subsets:
(ili) an EOMESM" CD57% (EOMES™ CD57") and (iv) an
EQMES™ermediate 057+ subset (EOMES™ CD577), represent-
ing in healthy donors 7.6% (3.7% to 11.4%) and 4.0% (1.4% to
8.7%) of total CD8 ™" T cells, respectively. When surface expression
of CD45RA and CD27 was analyzed to characterize cellular differ-
entiation of the four CD8™ T cell subsets identified on the basis of
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EOMES and CD57 expression, we found that among CD57~
CD8™" T cells, EOMES ~ cells were mainly composed of CD45RA*
CD27" naive T cells (Fig. 2C). Conversely, EOMES " CD57 " cells
contained the highest proportions of CD45RA™ CD27" memory
CD8™" T cells and an important proportion of CD45RA™ CD27 "~
effector/memory CD8" T cells (Fig. 2C). CD57" cells, either
EOMES" or EOMES™, were mainly represented by CD45RA ™
CD27" effector/memory and CD45RA™ CD27~ terminally dif-
ferentiated CD8" T cells (TEMRA) (Fig. 2C). The EOMES™
CD57" CD8™ T cell subset contained the highest proportions of
CD45RA™ CD27~ TEMRA CD8™" T cells, suggesting higher dif-
ferentiation of this cell subset. However, we could not associate
clear phenotypic discrimination between EOMES" and EOMES™
CD57-expressing CD8 ™" T cell fractions.

The EOMES™ CD57* phenotype is associated with higher
cytotoxic potential and T-bet coexpression in CD8* T cells. We
next studied the cytotoxic potential of the four CD8™ T cell sub-
sets defined by EOMES and CD57 expression based on granzyme
B and perforin expression. CD57~ CD8™ T cells, either EOMES
negative or positive, were almost completely deprived in cytotoxic
molecule-producing cells (Fig. 2D and E). EOMES™ CD57" cells
contained significantly higher proportions of cells expressing per-
forin (16.6% [9.5% to 25.9%]), granzyme B (57.4% [31.1% to
63.0%]), or both (15.3% [9.0% to 25.4%]) than did EOMES™
CD57~ or EOMES™ CD57™ cell subsets (Fig. 2D and E). Finally,
EOMES™ CD57" cells presented the highest proportions of per-
forin-expressing (73.1% [41.4% to 87.2%]) and granzyme B-ex-
pressing (93.8% [91.9% to 97.5%]) cells, the great majority of
EOMES™ CD57" CD8" T cells (72.3% [40.1% to 84.5%]) coex-
pressing both granzyme B and perforin (Fig. 2D and E). We thus
demonstrated that CD57-expressing CD8™ T cells include two
fractions exhibiting highly different cytotoxic potentials that can
be segregated using EOMES expression.

As the T box transcription factor T-bet also modulates CD8™"
T-cell differentiation and granzyme B and perforin production in
mice, we assessed T-bet expression in CD8™ T cell subsets identi-
fied based on EOMES and CD57 expression. The lowest levels of
T-bet were expressed by EOMES-negative cells (median fluores-
cence intensity [MFI], 489 [440 to 651]), in accordance with their
less differentiated resting state (Fig. 2F and G). A progressive in-
crease in T-bet expression was identified from EOMES™ CD57 "~
cells (MFL 696 [597 to 846]) to EOMESM CD57* cells (MFI, 859
[613 to 1,160]) and EOMES™ CD57* cells (MFI, 1,328 [1,013 to
1,490]) (Fig. 2F and G). Interestingly, the EOMES™ CD57 " sub-
set, which presented the most terminally differentiated effector
phenotype and the highest granzyme B and perforin production,
expressed the highest levels of T-bet. Collectively, these data indi-
cate that EOMES™ CD57" CD8" T cells represent a terminally

CD57 and EOMES Expression in CD8* T Cells during HIV Infection

differentiated effector cell subset characterized by the highest cy-
totoxic potential and highest levels of T-bet expression.

The EOMES™ CD57* phenotype is associated with higher
CD127 expression and higher proliferation ability in CD57*
CD8* T cells. We next characterized CD8* T cell subsets for surface
expression of CD122 and CD127, which are necessary for transduc-
tion of interleukin 15 (IL-15) and IL-7 signaling, respectively, and
therefore essential for CD8™" T cell homeostasis. As shown in Fig. 2H,
we failed to detect any significant difference in CD122 expression at
the surface of the four CD8* T cell subsets identified based on CD57
and EOMES expression. Conversely, we found that EOMES" and
EOMES™ CD57" cells displayed significantly lower levels of CD127
than CD57-negative subsets (Fig. 2H). However, EOMES" CD57*
cells retained higher levels of CD127 expression (mean MFI, 1,282 *+
351) than did the highly cytotoxic EOMES™ CD57" cells
(MFI, 657 = 166) (Fig. 2H).

To determine whether such a difference in CD127 was associ-
ated with any homeostatic advantage, we studied the expression of
the antiapoptotic molecule BCL-2 as a marker of survival and the
expression of Ki-67 as a proliferation marker. As shown in Fig. 21,
we failed to detect any significant difference in BCL-2 expression
among the four subsets. Conversely, we found lower proportions
of Ki-67-expressing cells in EOMES™ CD57 cells (1.0% % 0.9%)
compared to both EOMES™ CD57 (4.6% = 4.2%) and EOMES"!
CD57" CD8" (4.1% = 1.3%) T cells (Fig. 2]). Interestingly,
EOMES" CD57" cell subsets presented significantly higher pro-
portions of Ki-67 " cells than did EOMES™ CD57" CD8™" T cells
(1.9% = 0.8%) (Fig. 2J). Collectively, these data suggest a higher
homeostatic potential for EOMES™ CD57% CD8" T cells, which
exhibited higher expression of IL-7 receptor and proliferative ca-
pacity compared with the high immediate cytotoxicity provided
by the EOMES™ CD57" subset.

Higher levels of EOMES™ CD57* CD8™ T cells in HIV con-
trollers. We then investigated CD57 expression during HIV infec-
tion introducing EOMES expression. Primary HIV-infected pa-
tients displayed significantly reduced proportions of EOMES"
CD577 cells (3.4% [1.1% to 36.5%]) compared to those displayed
by healthy donors (7.6% [1.3% to 26.2]; P = 0.0440) and viremic
individuals (8.4% [1.1% to 20.0%]; P = 0.0209) (Fig. 3A, upper
graph). Conversely, proportions of EOMES™ CD57% CD8" T
cells in chronically HIV-infected patients, either viremic or avire-
mic ART treated (8.8% [2.8% to 29.4%]), were not different from
those observed in healthy individuals (Fig. 3A, upper graph). In-
terestingly, CD8™" T cells from HIV controllers displayed signifi-
cantly higher proportions of EOMES" CD57* cells (13.9% [3.3%
to 37.9%]) than did healthy donors (P = 0.0025) and primary
HIV-infected (P < 0.0001), chronically viremic (P = 0.0139), and
aviremic ART-treated (P = 0.0321) patients (Fig. 3A, upper

CD57" (Eo+ CD57—), EOMES" CD57" (Eo™ CD57 "), and EOMES™ CD57 " (Eo™ CD57"). (C) Phenotypic characterization of EOMES ™~ CD57~, EOMES™
CD577, EOMES" CD57%, and EOMES™ CD57" cells based on CD45RA and CD27 expression. Graphs represent proportions of CD45RA™ CD27* (white
bars), CD45RA™ CD27" (light gray bars), CD45RA™ CD27~ (dark gray bars), and CD45RA™ CD27 (black bars) CD8" T cells. (D) Representative dot plots
of granzyme B and perforin expression in CD57~ and CD57 " CD8™ T cell subsets defined based on EOMES expression from one healthy donor. (E) Percentages
of perforin-positive (left graph), granzyme B-positive (middle graph), and granzyme B- and perforin-coexpressing (right graph) cells among EOMES™ CD57
(whitebars), EOMES™ CD57" (light gray bars), EOMES" CD57" (dark gray bars),and EOMES™ CD57* (black bars) CD8* T cells from HD (1 = 10). (F) T-bet
expression in CD8" T cell subsets. Flow cytometry histograms show representative results from one individual. (G) Histograms represent the median T-bet
median fluorescence intensity (MFI) = SD in EOMES™ CD57~ (white bars), EOMES™ CD57 (light gray bars), EOMES" CD57" (dark gray bars), and
EOMES™ CD57™ (black bars) CD8* T cells from 10 HD. (H to J) Mean MFI of CD122 and CD127 (H) and BCL-2 (I) and mean percentages of Ki-67" cells (J)
in EOMES-CD57~ (white bars), EOMES™ CD57~ (light gray bars), EOMES" CD57% (dark gray bars), and EOMES™ CD57* (black bars) CD8 T cells from 10

HD. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001.
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graph). When we focused on the EOMES™ CD57" CD8™ T cell
subset, i.e., the fraction exhibiting high cytolytic content ex vivo,
we observed higher proportions in HIV-infected patient groups,
including primary infected individuals (14.1% [2.4% to 29.9%];
P = 0.0004), chronically infected patients (18.8% [4.6% to
35.2%]; P < 0.0001), aviremic ART-treated patients (23.9%
[2.7% to 40.2%]; P < 0.0001), and HIV controllers (16.4% [0.2%
to 42.3%]; P = 0.0018) than in healthy donors (4.0% [0.5% to
24.4%]), while we failed to detect any significant difference among
HIV-infected patient groups (Fig. 3A, lower graph). Because such
increases may be directly driven by the higher percentage of
CD57-expressing cells among CD8™ T cells observed in HIV-in-
fected patients (as shown in Fig. 1B), we analyzed the proportions
of EOMES™ CD57" and EOMES™ CD57" fractions among
CD57-expressing CD8 " T cells. We observed that primary HIV-
infected, chronically viremic, and aviremic ART-treated patients
presented a significant reduction in the proportions of EOMES"!
cells among CD57" CD8™ T cells associated with an increase on
the EOMES™ fraction (Fig. 3B). Interestingly, HIV controllers
represented the only patient group retaining a balance of these two
subsets similar to that observed in healthy donors (Fig. 3C). Col-
lectively, these results show that while displaying proportions of
CD57" CD8" T cells similar to those of other groups (Fig. 1B),
HIV controllers retained higher proportions of EOMES™ cells
among CD577 cells.

HIV-specific CD8™ T cells from HIV controllers present an
EOMES™ CD57* phenotype. We next assessed EOMES and
CD57 expression in HIV-specific CD8™" T cells from chronically
viremic patients (n = 10), aviremic ART-treated individuals (n =
7), and HIV controllers (n = 9) identified using HIV epitope-
HLA-I pentamers (Fig. 4A). We detected significantly higher pro-
portions of EOMES"™ CD57" cells (i.e., the fraction exhibiting
higher survival and proliferation profiles) among HIV-specific
CD8" T cells from HIV controllers (62.8% [26.3% to 91.2%])
than in cells from both chronic viremic (37.7% [25.2% to 62.9%];
P = 0.0076) and ART-treated (53.1% [35.7% to 80.2%]; P =
0.0418) patients (Fig. 4B). Conversely, lower proportions of
EOMES™ CD57" cells (i.e., the fraction exhibiting higher cyto-
lytic molecule contents ex vivo) among HIV-specific CD8™" T cells
were observed in HIV controllers (1.9% [0.2% to 10.7%]) than in
both chronic viremic (21.4% [2.7% to 40.1%]; P = 0.0010) and
ART-treated (21.1% [3.5% to 41.7%]; P = 0.0418) patients (Fig.
4C). Restricting the analysis to CD57* HIV-specific CD8™" T cells,
we observed the lowest proportions of EOMES™ cells among
CD57-expressing cells in chronical viremic HIV-infected individ-
uals (53.1% [30.9% to 90.3%]) (Fig. 4D). In contrast, CD57"
HIV-specific CD8" T cells from HIV controllers were almost
completely constituted by EOMES™ CD57* cells (96.7% [85.5%
t0 99.7%]), EOMES™ CD57" cells being barely detectable (Fig.
4D). These data confirm in HIV-specific CD8" T cells results ob-
tained in analyses performed on global CD8 " T cells and indicate
that CD57-expressing HIV-specific CD8 " T cells from HIV con-
trollers presented a skewed phenotype toward an EOMES"
CD57" phenotype compared with both those from viremic and
aviremic ART-treated patients.

Higher EOMES™ CD57" proportions among both global
and HIV-specific CD8™ T cells are associated with lower viral
loads. Finally, we studied whether CD57-expressing CD8™ T cells
subsets correlated with viral load in chronically HIV-infected un-
treated patients. HIV load did not correlate with CD57" proportions
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FIG 4 HIV-specific CD8" T cells from HIV controllers present a peculiar EOMES™ CD57" phenotype. (A) Representative dot plots of EOMES and CD57
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patients. P values are indicated.

of either total (Fig. 5A, upper graph) or HIV-specific (Fig. 5B, upper
graph) CD8™ T cells. However, when we took into account CD57 "
CD8" T cell heterogeneity in terms of EOMES expression, we de-
tected a significant inverse correlation between viral load and
EOMES" CD57" proportions among both total (r = —0.4269; P =
0.0054) and HIV-specific (r = —0.6062; P = 0.0077) CD8™" T cells
(Fig. 5, middle graphs). In contrast, while no association with viral
load was observed when considering the immediately cytotoxic
EOMES™ CD57" subset among total CD8 T cells (Fig. 5A, lower
graph), we found a significant, positive correlation between viral lev-
els and the proportion of EOMES™ CD57 " cells among HIV-specific
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CD8" T cells (r = —0.7596, P = 0.0003) (Fig. 5B, lower graph).
Collectively, these results revealed differential impact of CD57-ex-
pressing subsets on viral load and supported the notion that the
EOMES" CD57" subset, which exhibits a higher proliferation capac-
ity and homeostatic potential but lower immediate cytotoxic poten-
tial, could play a role in viral control.

DISCUSSION

The CD57 antigen, a member of the N-CAM family initially de-
scribed as a natural killer cell marker, has been reported to identify
human CD8™ T cells displaying high cytotoxic activity and poor
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proliferative activity leading to the coexistence of terminally dif-
ferentiated phenotype and senescence. In vitro studies revealed
functional impairment of HIV-specific CD57" CD8" T cells as
indicated by their high susceptibility to apoptosis and activation-
induced cell death associated with a reduced capacity to prolifer-
ate in response to appropriate stimulation (1, 10, 11). Interest-
ingly, Lee et al. (16) recently demonstrated that the proportions of
CD57-expressing cells among CD28~ CD8" T cells were in-
creased following ART treatment and represented a favorable
prognostic factor during HIV infection, pointing toward a posi-
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tive role for the CD57-expressing fraction. We hypothesized that
such a discrepancy relied on functional heterogeneity among
CD57-expressing CD8™ T cells. We thus aimed to further charac-
terize CD57-expressing CD8" T cells during HIV infection by
analyzing the expression of Eomesodermin (EOMES) and T-bet,
two transcription factors determining coordinately memory (20,
21) and effector (30) CD8™ T cell fate.

In healthy subjects, we distinguished two functionally different
subsets among CD57-expressing cells; the EOMES™ CD57" frac-
tion but not the EOMES™ CD57" fraction exhibited high gran-
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zyme B and/or perforin contents. Our results show that highly
cytotoxic, terminally differentiated EOMES™ CD57 " CD8 T cells
presented the highest levels of T-bet expression, in accordance
with data from Hersperger et al. (31). Conversely, EOMES™
CD57" cell subsets presented lower levels of T-bet expression as-
sociated with a less differentiated memory phenotype and retain
high homeostatic and proliferative potential, as revealed by high
levels of CD127 expression and a high proportion of proliferating
cells ex vivo, respectively. Such an EOMES/T-bet coexpression
pattern supports in human CD8" T cells a model in which the
relative expression levels of T-bet and EOMES in CD8" T cells
reciprocally promote a terminal effector differentiation versus a
memory fate, as previously suggested for mice (20-22). Such het-
erogeneity may provide a rationale for discrepancies concerning
functional characteristics of CD57- or EOMES-expressing cells (1,
14, 26, 29).

CD57" CD8™ T cell proportions increase physiologically dur-
ing aging (32), presumably mostly driven by chronic infections
such as with CMV. An increase in CD57 expression during
chronic HIV infection has also been documented, occurring prob-
ably as a result of chronic immune activation (11, 13). Taking
advantage of the study of several French cohorts of patients at
different phases of HIV infection, we confirmed in this work that
CD57 expression in both total and HIV-specific CD8™ T cells is
increased during the chronic phase of infection. Interestingly,
equally high percentages of CD57-expressing CD8™ T cells were
observed at the surface of CD8™ T cells isolated from viremic and
aviremic ART-treated patients and HIV controllers. Primary
HIV-infected patients exhibited a significantly reduced propor-
tion of CD57-expressing HIV-specific CD8™ T cells compared to
those exhibited by all chronically infected groups. Such a low pro-
portion of CD57-expressing cells, which include potent cytotoxic
CD8™ T cells, is in accordance with an important role for chronic
immune activation on CD57 expression and may participate in
the insufficient viral control during primary infection. We thus
further focused on the chronic stages of HIV infection. By inte-
grating EOMES expression in the analysis, we demonstrated that
HIV controllers exhibited a significantly higher proportion of
EOMES"™ CD57* CD8" T cells than did both viremic and avire-
mic ART-treated patients. Extending our analysis to HIV-specific
responses, we observed that HIV-specific CD8" T cells from HIV
controllers retain an EOMES™ CD57" phenotype, in contrast to
cells from viremic and ART-treated aviremic patients, which
mostly exhibited terminally differentiated EOMES™ CD57* cells.
Our study suggests that maintenance of high EOMES expression
in CD577 cells could contribute to the higher efficiency of CD8™"
T cell responses in HIC (5-8). Indeed, among untreated chroni-
cally infected patients, proportions of EOMES™ CD57" cells
among total and HIV-specific CD8" T cells inversely correlate
with viral loads, suggesting a beneficial role for this cell population
in viral control. Conversely, the proportion of EOMES™ CD57 "
cells among HIV-specific CD8™" T cells was positively associated
with viral load, suggesting that viral persistence contributed to
terminal differentiation. However, viral load is probably not the
only factor responsible for the expansion of the EOMES™ CD57 ™"
fraction, as HIV-specific CD8™ T cells from HIV controllers still
exhibited significantly lower proportions of the EOMES™ CD57 "
fraction and higher proportions of the EOMES" CD57™" fraction
than did ART-treated aviremic patients (i.e., a patient group with
an equivalent viral load).
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Previous reports have suggested that HIV-specific CD8* T
cells from HIV controllers have a greater capacity to produce cy-
totoxic molecules (5, 8). Our results, demonstrating higher fre-
quencies of non-terminally differentiated, actively proliferating
EOMES" CD57" CD8" T cells in HIV controllers, are only in
apparent contrast with previous reports. Migueles and coworkers
reported that high perforin production by CD8™ T cells from HIV
long-term nonprogressors (LNTPs) was a consequence of their
ability to more readily proliferate and undergo greater numbers of
divisions upon antigen stimulation (5). Our results using
EOMES/CD57 identification led to a similar observation: the
EOMES" CD57" fraction, which exhibited a higher proliferative
capacity, was associated with better viral control. It is tempting to
speculate that the large and rapid expansion of HIV-specific
CD8" T cells from LNTPs partly reflects the higher fraction of
EOMES" CD57" fraction among CD57-expressing HIV-specific
CD8™ T cells. The use of the EOMES/CD57 combination requires
intracellular staining and thus does not allow us to directly dem-
onstrate the cytotoxic potential of the EOMES™ CD57* fraction
upon in vitro simulation. CD57 expression was higher in the
EOMES™ CD57 " fraction than in the EOMES"™ CD57" fraction,
which leads us to question whether a higher level of CD57 expres-
sion may reflect higher terminal differentiation. We may therefore
speculate that EOMES"™ CD57" CD8™" T cells could represent a
progenitor subset ready to rapidly proliferate and further differ-
entiate into fully functional, perforin-producing EOMES™
CD577 cells upon antigenic encounter. Accordingly, Buckheit et
al. have previously demonstrated that HIV-specific CD8 " T cell
subsets exhibit different in vitro suppressive activities depending
on the time point considered: terminally differentiated cells were
more suppressive at an early stage, whereas a less differentiated
fraction exhibited an equally suppressive function at later time
points (33). Polyfunctionality, a marker of efficient T cell re-
sponses, may thus also rely on the diversity of CD8* T cell differ-
entiation ensuring a large timescale of cytotoxic responses balanc-
ing from immediate to late induced cytotoxic activity.

In conclusion, our results demonstrate functional heterogene-
ity among CD57-expressing CD8" T cells. CD57-expressing
CD8™ T cells include both terminally differentiated, highly cyto-
toxic CD8" T cells and less differentiated cells that may act as
progenitors capable of rapidly proliferating and further differen-
tiating into fully functional, perforin-producing EOMES™
CD57" cells upon antigenic encounter. We identified a skewed
balance between EOMES™ CD57" and EOMES™ CD57* CD8*
T cells in HIV controllers, who exhibited a more preserved
EOMES™ CD57" fraction. Importantly, such a less differentiated
profile was associated with viral control. Our study suggests that
maintenance of high EOMES expression could contribute to the
higher efficiency of cytotoxic responses by developing an adequate
balance between less differentiated and terminally differentiated
fractions.
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Article 3 :

La forte réponse T CD4" spécifique du VIH corréle avec la forte
réponse T CD8" spécifique du VIH chez les HIC

Camille Lécuroux, Stéphane Hua, Asier Saez-Cirion, Isabelle Girault, Pierre Versmisse,
Christine Bourgeois, Olivier Lambotte, Alain Venet

En préparation

Hypotheése et objectif de recherche

Les HIC sont caractérisés par des LT CD8" spécifiques du VIH capables d’inhiber fortement
ex vivo la réplication virale contrairement aux cellules des autres patients infectés par le VIH.
Cependant, cette capacité inhibitrice n’est pas retrouvée chez I’ensemble des patients HIC et il
existe donc une hétérogénéité de la réponse inhibitrice. Nous avons alors défini deux groupes
de patients : I'un capable d’inhiber fortement la réplication virale et que I’on appelle les
« Strong Responders » (SR) et I’autre groupe qui inhibe faiblement la réplication virale et que
I’on nomme les « Weak Responders » (WR).

Nous avons dans cette étude voulu évaluer différents paramétres que ce soit les réponses T
CD8" mais aussi T CD4" qui peuvent permettre d’expliquer la différence d’inhibition de la
réplication virale des LT CD8" des WR et des SR. L’hypothése formulée est que les réponses
T CD4" sont associées aux réponses T CD8". Ainsi, nous pensons que les SR présentent de
fortes réponses T CD4" qui sont associées a la meilleure réponse T CD8" alors que les WR
présentent de faibles réponses T CD4" associées a de faibles réponses T CD8*. Pour
confirmer ou infirmer cette hypothese, nous avons effectué une étude comparative des
réponses T CD4" et CD8" au sein des WR et des SR.

Les objectifs de cet article ont donc été les suivants :

e Etudier les LT CD8" spécifiques du VIH et mettre en évidence que cette forte capacité
d’inhibition de la réplication virale des SR est liée a une meilleure réponse T CD8"

e FEtudier les LT CD4" spécifiques du VIH au sein des WR et des SR

e Associer les réponses T CD8" aux réponses T CD4" et voir s’il existe une corrélation

entre ces deux réponses T
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Introduction

Les patients HIV-contr6leurs représentent un rare groupe de patients infectés par le VIH-1 et
qui contrdlent I’infection en I’absence de traitement. Plusieurs arguments plaident en faveur
du role des LT CD8" dans ce contrdle. Tout d’abord, les études de déplétion CD8" chez les
macaques ont mis en évidence leur importance lors de I’infection par le SIV [332]. Les
observations de pression de sélection et I’émergence de mutations d’échappement traduisent
I’existence de réponses T CD8"  efficaces contre le virus [359,360]. Enfin, la
surreprésentation des HLA de classe | HLA-B*27 et HLA-B*57 chez les HIC plaident en
faveur du role des LT CD8" dans le contréle de I’infection [308,319,361].

Plusieurs études ont montré que les HIC possédent des LT CD8" spécifiques du VIH capables
d’inhiber fortement la réplication virale ex vivo contrairement aux cellules des autres patients
[286,313]. Cependant, il existe au sein des HIC une grande hétérogénéité de la réponse T
CD8" au niveau de leur capacité d’inhibition de la charge virale ex vivo [314] et on a défini
deux groupes : « Weak Responders » (WR) constitués de patients avec de faibles réponses T
CD8" et « Strong Responders » (SR) constitués de patients avec de fortes réponses T CD8".
Les réponses T CD4" jouent un role essentiel dans le développement des bonnes réponses T
CD8" effectrices chez la souris. Les LT CD8" activés en absence de LT CD4" sont incapables
de répondre de fagon optimale lors d’une réactivation durant la phase mémoire de I’infection.
En effet, les LT CD8" présentent & la fois des défauts de réponses en terme de capacité
proliférative mais également dans la capacité de sécrétion des cytokines IFN-y et IL-2
[36,55,362]. Les LT CD4" ont pour principale caractéristique de sécréter de I’IL-2 pour aider
les LT CD8" a proliférer en réponse lors d’une restimulation.

Le but de de cette étude est de caractériser les réponses T CD4" et CD8" chez les patients
présentant des profils différents : les WR versus les SR. Nous avons montré tout d’abord que
les SR présentent une plus forte fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH et une plus forte
capacité de sécrétion de cytokines. Puis nous avons évalué différentes capacités effectrices
des LT CD8" avec une plus forte fréquence de cellules présentant le profil CD38/HLA-DR"
mais également une plus forte capacité cytotoxique des SR par rapport aux WR. De la méme
maniére, la fréquence des LT CD4" et la capacité de sécrétion de cytokines sont plus
importantes chez les SR que chez les WR. Nous avons montré que les SR possedent de fortes
réponses T CD4" et CD8" comparés aux WR et que les réponses T CD8" corrélent avec les
réponses T CD4". Nous émettons I’hypothése que chez les WR, les faibles réponses T CD8"
sont la conséquence des faibles réponses T CD4".
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Méthodes

Population d’étude

Nous avons étudié 79 patients issus de la cohorte Codex (Cohorte ANRS Codex) [critéres
d’inclusion : infection VIH depuis au moins 5 ans, ne jamais avoir pris de traitement anti-
rétroviral et les 5 derniéeres charges virales inférieures a 400 copies/ml]. Les caractéristiques

biologiques et cliniques sont présentées dans la Table 1.
Préparation des cellules

Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) ont été isolées a partir du sang de
patients et par centrifugation sur Ficoll. La détermination du HLA (Human leukocyte antigen)
a été obtenue par une technique de microlymphocytotoxicité dépendant du complément (One
Lambda, Montpellier, France). Les cellules ont été cryopréservées dans de I’azote liquide

pour des analyses ultérieures.
Cytomeétrie de flux

Les PBMC ont été analysés sur un cytométre de flux 6 couleurs (FACS CANTO). Les
cellules spécifiqgues du VIH ont été identifiées apres marquage par des pentaméres et
dextrameres du HLA de classe | couplés aux différents épitopes dérivés des protéines Gag,
Nef, Env et Pol. Les cellules ont ensuite été co-marquées avec les anticorps membranaires :
CD3 couplé en APC-H7, CD8 couplé en PerCP-Cy5.5, CD27 couplé en FITC, CD38 couplé
en FITC, CD45R0O couplé en PE, HLA-DR couplé en PE-Cy7 et intracellulaires : IFN-y
couplé en APC et IL-2 couplé en PE. La caractérisation phénotypique des cellules spécifiques
du VIH est réalisée en cytométrie de flux.

Marquage intracellulaire de cytokines

La sécrétion d’IFN-y et d’IL-2 par les LT CD8" et les LT CD4" a été analysée par cytométrie
de flux apres stimulation de 15h par un peptide spécifique et aprés blocage de la sécrétion par
la bréfeldine A.

Capacité proliferative par CFSE

Les PBMC ont été marqués avec 0,35 uM de carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE,
Molecular Probes) pendant 10 minutes a 37°C. Apres plusieurs lavages, ils ont été stimulés
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pendant 6 jours avec des peptides du HIV (2 pg/mL). Aprés incubation, les cellules ont été
lavées, marquées par des anticorps comme décrit précédemment (Cytométrie de flux). Un
contréle negatif (milieu seul) et un contréle positif (stimulation par SEB) ont été inclus dans
chaque expérience. Les résultats ont été mesurés par cytométrie de flux.

Activité cytotoxique des LT CD8" spécifiques du VIH

Nous avons caractérisé la capacité cytotoxique des LT CD8" par un test de cytotoxicité décrit
précédemment. Brievement, les PBMC ont été sépares en deux : 10 millions de PBMC vont
servir de cellules effectrices et 2 millions de PBMC vont servir de cellules cibles. Les cellules
effectrices sont stimulées pendant 5 jours avec 2uM d’un peptide spécifique du VIH (peptide
A). Les cellules cibles sont blastées pendant 5 jours avec de la PHA (1pg/ml) et de I'IL-2
(10UIl/ml). A jour 5, les LT CD8" des cellules effectrices sont sélectionnées a I’aide de billes
anti-CD8 (Miltenyi Biotec) et les cellules cibles sont déplétées de LT CD8" et de NK avec des
billes anti-CD8 et anti-CD56 (Miltenyi Biotec). Les cellules cibles sont ensuite mises en
culture pendant 1h a 37°C soit avec le peptide A soit avec un autre peptide qui servira de
contréle négatif. Puis ces cellules sont marquées par du TFL4 (Grantoxilux) pendant 15 min a
37°C. Les LT CD8" sont par la suite ajoutés a la culture des cellules cibles a un ratio Effecteur
. cibles (50 : 1) et incubés pendant 1h & 37°C. Les cellules sont ensuite analysées par
cytométrie de flux (FACS CANTO).

Inhibition de la réplication virale ex vivo

La mesure de la capacité d’inhibition de la réplication virale a été effectuée comme décrit
précédemment [353]. Brievement, les LT CD4" ont été activés par de la PHA et de I'lL-2
pendant 3 jours, puis infectés avec le VIH-1 BaL et mis en culture avec du milieu (contréle
négatif) ou des LT CD8" autologues non stimulés (ratio 1 : 1). L’antigéne p24 est mesuré a la
fin de la culture dans le surnageant par ELISA (Zeptometrix) comme une mesure de la
réplication virale. La capacité des LT CD8" a supprimer I’infection par le VIH est exprimée
en log decrease de la production de p24 quand les LT CD4" superinfectés ont été mis en
culture avec les LT CD8".

Méthodes statistiques

Les données ont été analysées avec le programme GraphPad. Les groupes ont été comparés
par un test non paramétrique Mann-Whitney pour des données quantitatives ou un test de chi2
pour des données qualitatives. Les corrélations ont été évaluees par un test de Spearman. Le
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coefficient de corrélation r de Spearman et (dans les figures) la droite de régression de
Pearson sont indiqués lorsque les corrélations sont significatives. Le seuil pour les tests
significatifs a été mis a P<0.05.
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Résultats

Caractéristiques cliniques des deux groupes de HIC « Weak Responders »

et « Strong Responders »

Weak Responders
(log p24 decrease < 2)

Strong Responders
(log p24 decrease > 2)

Number

Gender (% men)

Age (years)

Time since diagnosis (years)
HLA-B*57 carriers (%)
Protective HLA-B carriers (%)

CD4/ul

CD8/ul

Plasmatic HIV-RNA (copies/mL)
Cellular HIV-DNA (copies/106 PBMC)

37

50%
47 [42-54]
14 [11-16]

41%

59%

835[712-1029]
737 [523-938]
6 [1-36]

11 [10-30]

42

41%
48 [42-52]
13 [9-17]

48%

64%

783 [569-971]
795 [664-954]
20 [2-74]
14 [10-54]

0,45
0,95
0,88
0,53
0,56

0,30
0,26
0,08
0,58

Table 1: Study population

Il n’y a aucune différence significative dans les paramétres cliniques et biologiques entre les

« Weak Responders » (WR) et les « Strong Responders » (SR). En effet, ni la proportion de
patients avec un HLA dit protecteur (ie HLA-B*57 et/ou HLA-B*27) ni les taux de LT CD4"

et CD8" ne différent entre les WR et les SR. Il existe une tendance quant a la mesure de la

charge virale en ARN avec une plus faible charge virale chez les WR comparés aux SR mais

cette différence n’est pas significative.
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Les « Strong Responders » présentent une fréquence plus importante de
cellules spécifigues T CD8" du VIH que les «Weak Responders »

notamment dde a une fréquence plus importante de cellules effectrices

HIV-specific CD8" T cells
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Figure 1 : Fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH fonctionnels chez les SR et les WR.

Nous avons tout d’abord mesuré la fréquence de cellules spécifiques T CD8" par la
production de cytokines (IFN-y et/ou IL-2) aprés stimulation par un peptide du VIH et
comparé cette fréquence entre les « Weak Responders » (WR) et les « Strong Responders »
(SR). Nous montrons que les WR ont une fréquence plus faible de cellules spécifiques T
CD8" du VIH comparé aux SR (0.13% [0.04%-0.38%] vs 0.33% [0.21%-0.84%], P=0.004)
notamment dle aux cellules sécrétant de I’lFN-y (0.13% [0.03%-0.38%] vs 0.29% [0.14%-
0.84%], P=0.01, respectivement). Par contre, il n’y a pas de différence significative dans la
fréquence de cellules sécrétant de I’IL-2 entre les WR et les SR (0.02% [0.01%-0.06%] vs
0.07% [0.02%-0.18%], P=0.08, respectivement). En s’intéressant a I’état de différenciation
des cellules spécifiques du VIH qui sécretent des cytokines, nous pouvons noter que les
cellules effectrices (Eff CCR7CD45RO"") sont les principales cellules sécrétant les
cytokines comparées aux cellules mémoires (MC, CCR7'CD45R0O") chez les WR et chez les
SR (0.007 + 0.014% de MC et 0.110 + 0.186% de LT CD8" effectrices spécifiques du VIH
chez les WR et 0.035 + 0.069% de MC et 0.517 + 0.502% de LT CD8" effectrices spécifiques
du VIH chez les SR). Cependant, bien que la contribution des MC dans la réponse T CD8" ne
differe pas significativement entre les WR et les SR, celle des cellules effectrices est
différente avec une plus forte contribution chez les SR que chez les WR (P<0.0001).
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Les « Strong Responders » présentent de plus fortes réponses T CD8" avec

de plus fortes capacités cytotoxiques que les « Weak Responders »
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Figure 2 : Profil d’activation et capacité cytotoxique des LT CD8" spécifiques du VIH chez les WR et
les SR.

Le phénotype CD38/HLA-DR" est préférentiellement exprimé sur les LT CD8" spécifiques
du VIH des HIC et ces cellules démontrent de fortes caractéristiques mémoires et effectrices.
Dans cette étude, nous montrons tout d’abord que les SR présentent de plus fortes fréquences
de LT CD8" spécifiques du VIH avec le profil CD38/HLA-DR" comparés aux WR (44%
[34%-55%] vs 23% [14%-33%], P<0.0001). Nous retrouvons également que les SR ont de
plus fortes capacités cytotoxiques in vitro que les WR (18% [8%-30%] vs 4% [1%-15%)],
P=0.0004). De plus, la forte capacité d’inhibition de la réplication virale correle avec la
capacité cytotoxique (P=0.0003, r=0.42).

Les « Strong Responders » présentent une fréquence plus importante de
cellules spécifiques T CD4" du VIH notamment die a une fréquence plus

importante de cellules effectrices que les « Weak Responders »
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Figure 3 : Fréquence de LT CD4" spécifiques du VIH fonctionnels chez les SR et les WR.
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Nous retrouvons les mémes résultats que pour les LT CD8" spécifiques du VIH entre WR et
SR. Les WR présentent une fréquence de LT CD4" spécifiques du VIH plus faible que les SR
(0.04% [0.01%-0.08%] vs 0.23% [0.11%-0.3%], P=0.0005, respectivement) ainsi qu’une plus
faible fréquence de cellules sécrétant de I’lFN-y (0.02% [0%-0.07%] vs 0.06% [0.02%-0.2%],
P=0.0003, respectivement) ou de I'lL-2 (0.01% [0%-0.04%] vs 0.18% [0.06%-0.28%)],
P=0.0009, respectivement). De méme, concernant I’état de différenciation des cellules qui
sécrétent les cytokines, la contribution des cellules effectrices dans la secrétion des cytokines
est beaucoup plus importante que celle des cellules mémories que ce soit chez les WR ou chez
les SR (0.033 + 0.052% de MC et 0.050 + 0.076% de LT CD4" effectrices spécifiques du VIH
chez les WR et 0.127 + 0.335% de MC et 0.154 + 0.128% de LT CD4" effectrices spécifiques
du VIH chez les SR). Nous pouvons noter tout de méme que la contribution des cellules
mémoires au sein des LT CD4" est supérieure a celle au sein des LT CD8" que ce soit chez les
WR et chez les SR. Nous retrouvons comme chez les LT CD8" que la contribution des
cellules effectrices est différente entre WR et SR avec une plus forte contribution des cellules
effectrices chez les SR que chez les WR (P=0.03).

L activité des LT CD8" effecteurs corréle avec la fréquence des LT CD4"

specifiques du VIH
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Figure 4 : Corrélations entre réponse T CD8" spécifique du VIH et réponse T CD4" spécifique du
VIH.

Nous avons par la suite étudié I’association entre les réponses T CD8" et les réponses T CD4".
La fréquence de LT CD8" effecteurs spécifiques du VIH corréle avec la fréquence de LT
CD4" spécifiques du VIH (P=0.0006, r=0.57). De plus, la fréquence de la sous population
effectrice CD38/HLA-DR" est associée avec la fréquence de LT CD4" spécifiques du VIH

112



(P=0.01, r=0.30). Concernant la capacité proliférative des LT CD8" spécifiques du VIH, nous
montrons que cette capacité mesurée en CFSE correle avec la capacité des LT CD4" a
produire de I’IL-2 (P=0.03, r=0.28) et ces résultats suggerent que les LT CD4" contribuent a
induire une meilleure réponse T CD8".

La capacité d’inhibition de la réplication virale corréle avec les réponses T
CD8" et T CD4" spécifiques du VIH
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Figure 5 : Corrélations entre inhibition de la réplication virale induite par les LT CD8" et fréquence de
LT CD8" et LT CD4" spécifiques du VIH.

La corrélation entre la capacité d’inhibition de la réplication virale mesurée par le log p24
decrease et la fréquence de LT CD8" effecteurs (P=0.0003, r=0.59) suggére que les LT CD8"
effecteurs spécifiques du VIH sont responsables de I’inhibition de la réplication virale. Cette
capacité d’inhibition corréle également avec la fréquence de LT CD4" spécifiques du VIH
(P=0.002, r=0.44). Ceci suggére que la présence de LT CD4" conduit a une meilleure réponse
des LT CD8" et donc & un meilleur contrdle de I’infection par le VIH par les réponses T. Les
patients avec une faible réponse T CD4" spécifique du VIH semblent posséder une faible
réponse T CD8" effectrice spécifique du VIH et un faible contrdle de la réplication virale par
les LT CDS8".

Conclusion

Nous avons étudié deux groupes de HIC avec une capacité d’inhibition de la réplication virale
des LT CD8" ex vivo différente: les « Weak Responders » (WR) qui ont une faible capacité
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des LT CD8" a inhiber la réplication virale (<2 log p24 decrease) et les « Strong Responders »
(SR) qui ont une forte capacité des LT CD8" a inhiber la réplication virale (>2 log p24
decrease). Le but de cette étude était d’analyser les réponses T CD8" et T CD4" des deux
groupes de patients et de déterminer les parametres les différenciant.

Les WR et les SR ne présentent pas de différence dans les paramétres cliniques avec des
charges virales en ARN et en ADN ainsi que des taux de LT CD4" et CD8" similaires. La
surreprésentation de certains HLA de classe | chez les HIC notamment HLA-B*27 et HLA-
B*57 et la meilleure fonctionnalité des réponses T CD8" restreintes par ces HLA comparées
aux réponses restreintes par d’autres HLA [308,340] peuvent suggérer que ce parametre joue
un role déterminant dans la différence entre les « Weak Responders » et les « Strong
Responders ». Cependant, le lien entre les meilleures réponses T CD4" observées chez les SR
et la présence d’un HLA de classe | protecteur ne parait pas évident. Par ailleurs, la fréquence
de patients avec un HLA protecteur est similaire entre les deux groupes de HIC et ne permet
donc pas d’expliquer les meilleures réponses T des SR par rapport aux WR.

Cette plus forte réponse T CD8" chez les SR par rapport aux WR peut étre liée & une plus
forte réponse T CD4". En effet, I’aide des LT CD4" est importante dans la réponse immune et
notamment dans I’aide apportée aux LT CD8" ceci pourrait expliquer cette différence de
réponse entre WR et SR. Des études montrent que la forte fonctionnalité des LT CD4" avec
une forte avidité fonctionnelle [363] et une forte capacité de sécrétion d’IL-2 et d’IL-21
permettent d’induire une forte activité antivirale des LT CD8" [364,365] et nous laissent
supposer que les HIC possédent de fortes réponses T CD4". Dans notre étude, nous avons
montré que la fréquence des LT CD4" ainsi que leur capacité a produire des cytokines, I’IFN-
y et de I'IL-2 sont supérieures chez les SR par rapport aux WR et que cette plus forte
fréquence de cellules ou la plus forte capacité de sécrétion de cytokines correle avec une plus
forte fréquence de LT CD8" effecteurs et une plus forte fonctionnalité de ces cellules. Ces
résultats suggérent que chez les SR, les LT CD4" spécifiques sont plus nombreux et
permettent de soutenir une meilleure réponse T CD8" alors que chez les WR, les faibles
réponses T CD4" ne permettent pas de maintenir une forte réponse T CD8". La faible
fréquence de LT CD4" et CD8" fonctionnels chez les WR suggére que le controle de la
réplication virale n’est pas induit par les LT CD8".

Il ne faut toutefois pas totalement exclure un role des LT CD8" dans I’inhibition de la

réplication chez les WR in vivo. En effet, une étude de Pereyra et al. a montré que les WR
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sont capables de présenter de fortes réponses T CD8" aprés une activation longue [347]. Sur
des patients HIC qui présentent ex vivo des faibles réponses en inhibition de la réplication
virale et en ELISpot IFN-y, les auteurs montrent qu’apres une culture de 14 jours, les LT
CD8" sont polyfonctionnels et sont capables d’inhiber fortement la réplication virale. 11 est
donc possible que les WR possédent des LT CD4" et CD8" dans un état de différenciation
moins avancé et qu’ils nécessitent d’étre réactivés et de s’amplifier pour acquérir des
fonctions effectrices. Cependant, ces résultats ont été obtenus aprés une culture longue in vitro
et ne sont pas forcement représentatifs des réponses exprimes in vivo. De méme, il est
possible qu’aprés activation longue in vitro, les LT CD8" des patients sous traitement inhibent

la réplication virale de fagon similaire.

De plus, la tendance d’une plus faible charge virale chez les WR par rapport aux SR peut
permettre d’expliquer les faibles réponses T CD4" et CD8". Il est possible que le niveau des
réponses T résulte du niveau de la charge virale et que les fortes fréquences de LT CD4" et
CD8" spécifiques du VIH ne sont que le reflet d’une plus forte activation de ces cellules. En
effet, nous avons précédemment montré que les WR présentent une activation plus faible que
les SR avec une plus faible expression de HLA-DR sur les LT CD8" spécifiques du VIH [340]
ce qui renforce cette idée d’une plus faible réponse T et une plus faible activation chez les
WR résultant d’une plus faible charge virale. Cependant, dans cette étude, seuls les WR
porteurs d’un HLA protecteur ont une charge virale plus faible. En effet, les WR non porteurs
d’un HLA protecteur et les SR porteurs ou non d’un HLA protecteur possédent une charge
virale similaire et qui est plus importante que les WR porteurs d’un HLA protecteur. Donc,
ces résultats montrent que chez les patients porteurs d’un HLA protecteur, il existe une
différence de charge virale et une différence de réponse T entre WR et SR ce qui suggere que
le niveau de charge virale impacte le niveau des réponses T. Par contre, chez les autres
patients, non porteurs d’un HLA protecteur, le niveau de charge virale étant le méme entre
WR et SR, il semble que ce parametre n’influence pas le niveau des réponses T.

Il est donc possible qu’un autre mecanisme d’inhibition de la réplication virale ait lieu
permettant a ces patients de contrdler in vivo I’infection par le VIH. Les études génétiques ont
mis en évidence une corrélation entre certains alleles KIR3DL codant pour des molécules
d’activation ou d’inhibition des cellules NK et certains HLA dits protecteurs [308,320]. Ces
résultats mettent en évidence que les cellules NK peuvent jouer un réle important dans
I’inhibition de la réplication virale. De plus, il a recemment été montré que les réponses NK
corrélent inversement aux réponses T CD8" chez les HIC suggérant fortement que chez les
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WR, les cellules NK permettent de controler I’infection [366]. Mais tous les patients HIC ne
sont pas porteurs d’un HLA de classe | protecteurs et les réponses NK ne permettent donc pas
d’expliquer le contréle de I’infection chez tous les WR.

Récemment, il a été mis en évidence que les cellules CD4", LT et macrophages, des HIC sont
plus résistants a I’infection par le VIH que les cellules des autres patients. Deux équipes ont
mis en évidence le réle du facteur de restriction p21 dans la meilleure résistance a I’infection
chez les HIC [302,367]. Cette plus forte restriction du VIH pourrait permettre d’expliquer le
meilleur contréle de I’infection par rapport aux autres patients VIH. Nous pouvons également
émettre I’hypothese d’une plus forte restriction du VIH chez les WR ce qui expliquerait une
plus faible induction de la réponse T. Chez les SR, la plus faible restriction se traduirait par
une plus forte infection des LT CD4" comme suggéré par la tendance d’une plus forte charge
virale et ceci induirait une plus forte activation des LT CD4" et CD8" et une plus forte
réponse T anti-VIH comme mesurée ex vivo chez ces patients. Les futures études devraient
porter leur attention sur I'importance de cette restriction au sein des WR et des SR. S’il
s’avere qu’il existe une différence significative sur le niveau de restriction entre WR et SR,
ceci pourrait expliquer les différences de réponses T observées dans cette étude.
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Discussions & Perspectives

L’identification des patients qui contrélent spontanément le VIH-1 a permis d’avoir un
modeéle de contr6le durable de I’infection par le VIH-1. Au cours de ces travaux, nous avons
étudié le role et la fonctionnalité des lymphocytes T CD8" spécifiques du VIH chez ces
patients. Nous avons analysé plus particulierement deux sous populations de LT CD8"
specifiques qui sont exprimées de fagon préferentielle chez les HIC : les cellules présentant le
phénotype particulier CD38/HLA-DR" et les cellules caractérisées par un phénotype
Eomes"CD57". Ces cellules semblent donc étre des marqueurs du contrdle durable de
I’infection et nous avons émis I’hypothese que ces cellules sont responsables du contréle de la
réplication virale in vivo. De plus parmi les patients HIC, il existe une hétérogénéité de la
réponse T CD8" concernant la capacité d’inhiber la réplication virale ex vivo et nous avons
défini deux groupes : les « Weak Responders » (WR) et les « Strong Responders » (SR). Nous
avons par la suite étudié les réponses T CD8" et T CD4" de ces deux groupes de patients.

Dans une étude, nous avons montré que les cellules avec le phénotype particulier CD38
/HLA-DR" affichent a la fois des caractéristiques de cellules mémoires au repos avec une
faible activation, une bonne survie, une forte fréquence de cellules polyfonctionnelles et une
forte capacité de prolifération mais aussi des caractéristiques de cellules effectrices avec une
forte capacité cytotoxique. Nous avons par ailleurs montré que les HIC présentent des LT
CD8" spécifiques du VIH avec une forte expression d’Eomes suggérant que cette expression
est responsable de la meilleure fonctionnalité des LT CD8" des HIC comparés aux autres
patients. Enfin, nous avons montré que les Strong Responders ont de meilleures réponses T
CD8", présentent une fréquence plus importante de la sous population CD38/HLA-DR" ainsi
que des réponses T CD4" supérieures a celles observées chez les Weak Responders. Tout ceci
suggere que les fortes réponses T CD8" observées chez les HIC sont induites par les LT CD8"
spécifiques du VIH avec le phénotype CD387HLA-DR" et/ou Eomes"CD57" et par de fortes
réponses T CD4".

La discussion s’articulera autour des différentes hypothéses de contrdle de I’infection du VIH
chez les HIC. Nous nous focaliserons sur les LT CD8", leur niveau d’expression des facteurs
de transcription de la boite T, Eomes et T-bet, et sur le role de la sous population CD38"
/HLA-DR" dans le contrdle in vivo de I’infection.
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L’activation est nécessaire a une réponse efficace du systeme
immunitaire mais est également délétere méme chez les
patients HIC

Comme présenté dans I’introduction, I’activation des LT CD8" est nécessaire pour induire les
fonctions effectrices des cellules. Néanmoins, dans le cas du VIH, I’activation peut aussi étre
délétére et ce parametre est celui qui correle le plus avec la progression de la maladie et la
diminution du niveau de LT CD4". L’activation est mesurée par I’expression de CD38 et
HLA-DR sur les LT CD8". Une forte activation telle qu’observée chez les patients virémiques
avec la forte fréquence de LT CD8" CD38"/HLA-DR" corréle avec une déplétion rapide des
LT CD4". L’introduction des traitements antirétroviraux a permis de diminuer grandement la
charge virale et I’activation systémique chez ces patients. De plus, en comparant la fréquence
de LT CD8" CD38*/HLA-DR", on remarque que le niveau d’activation est plus faible chez les
patients sous traitement et les HIC que chez les patients virémiques mais supérieur a celui des
témoins séronégatifs [70]. On peut toutefois noter que le niveau d’activation des HIC est
supérieur a celui des patients HAART. Le traitement antirétroviral a donc permis de diminuer
la charge virale ainsi que I’activation systémique et de diminuer la progression de la maladie
mais I’infection n’est pas complétement éliminée et une production virale résiduelle est
toujours présente. Ceci s’accompagne de dommages de la barriere intestinale, avec la
présence de LPS ou du sCD14 dans le plasma supérieure a celle des patients non infectés
[368]. Ces parametres sont le reflet de [I’altération de la barriére intestinale et de la
translocation bactérienne et ces deux parametres participent a I’activation et a I’inflammation

généralisées vu chez ces patients HAART [238].

Concernant les HIC, bien qu’il y ait un contrdle de la réplication virale sans traitement a des
niveaux en dessous des seuils de détection classique (<50 copies/ml), il est également possible
de détecter la présence de virus et donc de montrer qu’il y a une réplication virale résiduelle a
bas bruit [369]. De plus certains patients contrdleurs manifestent des signes de progression
avec une baisse du taux de LT CD4" aprés un certain nombre d’années. L’équipe de F.
Boufassa a présenté des travaux sur des HIC étudiés pendant de nombreuses années et a
montré que certains patients affichent une déplétion des LT CD4" [284]. L’infection par le
VIH-1 chez les HIC n’est donc pas totalement contr6lée et il est probable que cette réplication
résiduelle conduit a une activation et une inflammation systémique qui entrainent une baisse

du taux de LT CD4" chez certains HIC. On peut également supposer que I’activation
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systémique entraine une déficience des réponses immunitaires et favorise le maintien d’une
réplication virale résiduelle et tout ceci conduit a un maintien de ce cycle entre réplication
virale et activation. Le maintien de cette activation et inflammation peut provenir de la
réplication virale résiduelle [369] mais également des altérations de la barriere intestinale
avec une translocation bactérienne. Les forts niveaux de LPS, de sCD14 et d’IP10 supérieurs
a ceux des patients non infectés semblent confirmer I’altération de la barriere intestinale
[368].

Cette activation généralisée peut donc entrainer sur le long terme une baisse du niveau de LT
CD4" chez les HIC mais peut également avoir d’autres effets sur I’organisme du patient. Des
études ont permis de montrer en effet, que certains HIC contrélant I’infection par le VIH
présentent des symptdémes de maladies non reliées au VIH comme une athérosclérose ou des
déficiences cognitives [222,223,370].

L’activation des réponses immunitaires semble donc jouer un réle important puisqu’elle est
nécessaire afin d’induire de bonnes réponses comme c’est le cas de I’infection par le virus de
la grippe ou une forte activation a lieu [54]. Cependant, une forte activation persistante est
néfaste pour le systeme immunitaire comme on peut le voir dans le cas des patients
virémiques du VIH-1 qui présentent des réponses T CD8" déficientes avec un épuisement et
un dysfonctionnement plus importants [371,372]. La faible activation méme persistante
présente chez les HIC semble par contre permettre de maintenir une bonne réponse
immunitaire avec des LT CD8" fonctionnels. Cependant, cette activation permanente a des
effets déléteres sur le long terme puisque certains patients manifestent certains signes
cliniques caractéristiques des patients infectés. Nous pouvons nous demander quel mécanisme

est responsable du contrdle de I’infection chez les HIC.

Le role des lymphocytes T CD4+ chez les HIC

Les LT CD4" jouent un role primordial dans la réponse immunitaire adaptative. En effet, les
LT CD4" sont importants dans la différenciation des LT CD8" en cellules mémoires puisque
des études chez la souris ont montré que I’absence des LT CD4" provoque une trés faible
réponse T CD8" secondaire [16,31,175]. Les LT CD4" jouent également un role important
dans la différenciation et la maturation des lymphocytes B et la production d’anticorps [54].
Le VIH a pour principales cellules cibles les LT CD4" activés et ceci peut expliquer le

dysfonctionnement des réponses immunes chez les patients virémiques. De méme, chez les
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patients qui ont initié un traitement antirétroviral lors de la phase chronique, les réponses T
CD8" présentent des caractéristiques moins bonnes que celles des patients HIC [311,312,343].
Il est donc possible que I’altération des réponses T CD4" lors de la formation des réponses T
CD8" soit responsable de la mauvaise fonctionnalité des réponses cellulaires.

De plus, il a été montré qu’un traitement précoce, ie en primo-infection, est bénéfique pour le
patient. En effet, des études dans le laboratoire ont montré que I’initiation du traitement des la
primo-infection permet aux LT CD8" d’avoir une meilleure fonctionnalité que les patients
sans traitement ou qui ont initié un traitement plus tard [373,374]. On peut émettre
I’hypothese que le traitement a permis de réduire la charge virale mais également la forte
déplétion de LT CD4" et que la présence de ces cellules a permis aux LT CD8" de se
différencier en cellules mémoires avec une bonne fonctionnalité. De plus, les HIC qui ont des
forts taux de LT CD4" présentent également des LT CD8" spécifiques du VIH avec de
meilleures fonctions mémoires comme une meilleure capacité proliférative, une meilleure
survie avec une plus forte expression du CD127, mais également de meilleures fonctions
effectrices avec une plus forte production de perforine que les cellules des patients virémiques
[288].

Nos travaux confirment qu’il existe un lien étroit entre réponse spécifique T CD8" et réponse
spécifigue T CD4". En effet, chez les patients HIC, on observe une hétérogénéité de la
réponse T CD8" avec des « Weak Responders » et des « Strong Responders » comme décrit
précédemment. 1l en est de méme pour les réponses T CD4" et ces réponses sont paralléles
aux réponses T CD8". En effet, les WR montrent une plus faible réponse T CD4" et les SR
montrent une plus forte réponse T CD4". Tous ces résultats semblent confirmer que les plus
fortes réponses T CD8" des HIC sont étroitement liées aux réponses T CD4".

Il est donc possible que chez les HIC, le contrdle de I’infection se fasse tres tot lors de la
primo-infection et que les LT CD4" spécifiques soient préservés et permettent d’induire de
bonnes réponses T CD8". En effet, des études ont émis I’hypothése que les LT CD4" sont
moins sensibles & I’infection et que le contréle de la réplication virale passe par I’expression
des facteurs de restriction et plus particulierement par la protéine p21 chez les HIC [302,303].
Cette protéine est un inhibiteur des kinases cycline-dépendantes qui contrdle la progression du
cycle cellulaire a travers I’activation des complexes cyclin-CDK1/2. Deux études démontrent
que les HIC possedent des LT CD4" qui sont moins susceptibles a I’infection par le VIH-1

que les cellules d’autres patients [302,303]. Bien que ces deux études montrent une plus faible

120



susceptibilité a I’infection aprés activation des LT CD4" par I’anticorps CD3, le mécanisme
proposé differe. Chen et al. montrent qu’en bloquant I’expression de la protéine p21, ils
induisent une forte augmentation des rétro-transcrits viraux et une augmentation de la
production d’ARN, viraux. lls émettent donc I’hypothése que la p21 est responsable de la
restriction de la réplication virale dans ces cellules [302]. Saez-Cirion et al. quant a eux,
démontrent que le niveau d’expression de la p21 n’est pas corrélé au niveau de restriction du
virus. Bien que I’expression de la protéine p21 est plus élevée ex vivo chez les HIC que chez
les autres groupes de patients (patients HAART, patients virémiques et témoins sains), apres
activation par le CD3, les LT CD4" des différents groupes de patients, ont des niveaux
similaires d’expression de p21. Ce résultat indique que le plus fort niveau de restriction du
VIH n’est pas lié au niveau de la protéine p21 et que cette restriction passe par un autre
mécanisme [303]. Cependant, les auteurs ont montré récemment que dans les macrophages,
cette protéine est impliquée dans le contréle de la réplication virale via I’inhibition de la
synthese de désoxynucléotides [367]. Ces résultats suggérent que la plus forte résistance a
I’infection des cellules cibles chez les HIC permet a ces patients d’avoir un systeme

immunitaire plus fonctionnel.

L'importance des lymphocytes T CD8* chez les HIC

Chez les « Strong Responders », les fortes réponses T CD4" et T CD8" et la capacité des LT
CD8" a inhiber la réplication virale ex vivo suggérent que les LT CD4" et LT CD8" jouent un
role important dans le contréle durable de I’infection. Par contre, chez les « Weak
Responders », les faibles réponses T CD8" et T CD4" spécifiques du VIH posent la question
du role de ces cellules dans le contr6le de la maladie. Cette faible réponse T chez les WR
suggere que le contrdle de la réplication virale n’est pas restreint a I’activité des LT CD8" sur
les cellules infectées. Les réponses NK peuvent expliquer I’inhibition de la réplication virale
chez ces patients. En effet, une étude récente de Tomescu et al. démontre que chez les HIC,
les réponses T CD8" corrélent inversement avec les réponses NK [366] ce qui pourrait
expliquer le contréle de la réplication virale chez les patients avec de faibles réponses T
CD8".

Cependant, les réponses T CD8" peuvent également intervenir chez les WR. En effet, une
étude récente de Pereyra et al. démontre que malgré la faible réponse T CD8" ex vivo, il est
possible d’induire de fortes réponses T CD8" anti —VIH chez les WR apreés activation in vitro.
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En effet, certains HIC présentent de faibles réponses T CD8" mesurées par I’ELISpot IFN-y et
par un test d’inhibition de la réplication virale mais apres activation pendant 14 jours, ces
cellules possédent une forte réponse avec une forte capacité d’inhibition de la réplication
virale, une forte fréquence de cellules polyfonctionnelles et une forte expansion des cellules
spécifiques du VIH. Ces résultats suggérent donc que ces patients ont la capacité de répondre
et de contréler le virus aprés activation. Ils émettent I’hypothése que cette capacité vient de la
présence de cellules mémoires centrales capables de s’expandre et d’acquérir des fonctions
effectrices [347]. Il faut toutefois noter que ces résultats sont obtenus apres une culture longue
in vitro et qu’ils ne sont pas forcément représentatifs des réponses exprimées in vivo. De
méme, il est possible qu’aprés activation longue in vitro, les LT CD8" des patients sous

traitement inhibent la réplication virale de facon similaire.

Dans le laboratoire, nous avons confirmé ces résultats en étudiant les réponses T CD8" des
WR aprés activation longue avec des peptides agonistes. Nos études montrent que chez
certains patients qui ne présentent aucune réponse en ELISpot IFN-y ex vivo, il est possible
d’induire des réponses apres une culture longue en réponse ELISpot IFN-y mais que cette
induction de réponse n’est pas retrouvée chez tous les patients WR. De plus, il est a noter que
les WR dont il est possible d’induire une forte réponse T CD8" ne sont pas tous porteurs d’un
HLA protecteur (data not shown). Les LT CD8" semblent donc jouer un réle important dans

le contrdle de la réplication virale.

L'importance des HLA de classe I dans le contrdole de la
réplication virale chez les patients HIC

Il faut tout d’abord noter que le VIH échappe au systéme immunitaire en induisant une
diminution d’expression des HLA de classe | a travers la protéine Nef. A cause des
différences de séquences dans le domaine cytoplasmique, les HLA-A et —B sont plus affectés
par Nef que les HLA-C et —E [375]. Néanmoins, une étude a montré que le domaine
cytoplasmique du HLA-B est plus résistant a la réegulation médiée par Nef comparé au HLA-
A. Ces différences de régulation ont un effet sur la reconnaissance des cellules infectées par
les LT CD8" in vitro. Rajapaksa et al. émettent I’hypothése que la relative résistance de
régulation du HLA-B comparé au HLA-A contribue au meilleur controle du VIH par les
réponses des LT CD8" restreintes par le HLA-B [376] et permettrait d’expliquer la forte
corrélation de certains HLA-B avec un meilleur pronostic comme le HLA-B*5701.
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Chez les HIC, la plus forte représentation de certains HLA de classe |, comme le HLA-
B*5701 ou le HLA-B*27, a permis d’émettre I’hypothése que les réponses restreintes par ces
HLA comme les réponses T CD8" et les réponses NK jouent un role trés important dans le
controle de la maladie. De méme, il existe une corrélation de certains HLA de classe | avec
une plus rapide progression (HLA-B*35) et d’autres avec une progression plus lente. En effet,
le virus présente une trés forte variabilité de séquence avec un fort pouvoir de mutation. 1l a
été démontré que certaines séquences du génome du virus varient énormément, ce qui lui
permet d’échapper aux réponses immunitaires sans perte de virulence. A I’opposé, certaines
séquences essentiellement dans le géne de la protéine Gag, sont conservées et une mutation
dans cette séquence a un impact important sur sa virulence [377]. Les HLA-B*27 et HLA-
B*57 sont des HLA protecteurs et dont les réponses restreintes contre la protéine Gag sont en
général trés fortes chez les patients HIC [340]. Cependant, tous les patients porteurs d’un
HLA de classe | dit protecteur ne deviennent pas des patients HIC et la majorité va progresser
vers le stade SIDA en I’absence de traitement méme si ces patients vont présenter des
caractéristiques cliniques plus favorables [317,378,379]. Cela suggere que la présence de
HLA de classe | dits protecteurs joue un rdle dans le contréle de la réplication virale mais
n’est pas suffisant pour expliquer le statut de HIC et le contrdle sur le long terme.

Chez les HIC, les réponses restreintes par ces HLA protecteurs sont majoritairement dirigées
contre la protéine Gag. Les épitopes ciblés par ces HLA semblent trés conservés et des
mutations sur ces séquences entrainent une perte de virulence [380,381]. De plus, Lécuroux et
al. démontrent que les réponses restreintes par ces HLA présentent de meilleures réponses
mémoires et effectrices que les réponses restreintes par d’autres HLA : la fréquence de
cellules mémoires centrales (CCR7"CD45R0Q"), la survie mesurée par I’expression de CD127,
I’avidité fonctionnelle, la capacité proliférative, la production d’IL-2 et les réponses en
ELISpot IFN-y contre la protéine Gag sont plus importantes [340]. Cependant, il n’existe pas
de différence significative entre les deux groupes de HIC selon qu’ils possedent un HLA
protecteurs ou non dans la capacité d’inhibition de la réplication virale ex vivo ni dans la
capacité cytotoxique. La fréguence de cellules produisant de la perforine et présentant le
profil CD38/HLA-DR" ne différent pas non plus entre les deux groupes de HIC [315,340]. Il
existe en outre une hétérogénéité de la capacité d’inhibition de la réplication virale chez les
HIC porteurs d’un HLA protecteurs ou non et cela nous a permis de distinguer quatres
groupes : les WR porteurs ou non d’un HLA protecteur et les SR porteurs ou non d’un HLA

protecteur. Nous avons montré dans le laboratoire que seuls les WR porteurs d’un HLA
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protecteurs présentent une plus faible charge virale et une plus faible fréquence de patients qui
font des épisodes de blips viraux, ie des mesures de charges virales détectables au-dela de 50
copies/mL, comparés aux trois autres groupes [340]. Ces résultats suggerent que chez les
patients avec un HLA de classe | protecteur, la capacité d’inhibition de la réplication virale est
associée a la fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH et ces deux parameétres sont
dépendants de la charge virale : la faible réponse T CD8" retrouvée chez les WR avec un
HLA protecteur peut étre expliquée par une tres faible charge virale. En revanche, chez les
HIC non porteurs d’un HLA protecteur, I’hétérogénéité de la capacité d’inhibition de la
réplication virale des LT CD8" ne semble pas pouvoir étre expliquée par une différence de
fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH, ni par une différence de charge virale. Ceci
suggere que le contrble du virus se fait a travers d’autres mécanismes chez ces patients

comme par une plus forte réponse ADCC (Antibody dependent cellular cytotoxicity) [382].

Le role des facteurs de transcription Eomes et T-bet dans la
meilleure réponse T CD8*

T-bet et Eomes jouent un role important dans I’induction et la régulation des LT CD8". La
meilleure réponse de ces cellules chez les HIC met en avant I’idée que ces facteurs de
transcription jouent un réle important. Il apparait donc primordial d’étudier I’expression de
ces deux facteurs de transcription et la fonctionnalité des cellules exprimant des niveaux
différents de ces facteurs chez les patients infectés par le VIH qui soit présentent une plus
faible fonctionnalité des LT CD8" comme chez les patients virémiques soit présentent une
bonne fonctionnalité comme chez les HIC. Cependant, peu d’études se sont intéressées a
I’expression d’Eomes et de son rdle chez les HIC. De précédentes études se sont focalisées
sur I’expression d’Eomes au sein des différentes sous populations T CD8" des différents
patients infectés par le VIH, virémiques et sous traitement comparés aux donneurs sains. Une
étude de I’équipe du Dr B. Rocha a montré qu’au sein de la sous population T CD8" mémoire
effectrice, CCR7", I’expression en ARN, de T-bet et d’Eomes est plus faible chez les patients
virémiques compares aux donneurs sains et donc que I’infection chronique du VIH entraine
une forte diminution d’expression de T-bet et d’Eomes [357]. Une autre étude a montré que
I’expression d’Eomes au sein des cellules mémoires, centrales et effectrices, CD27" CD45RA
, I’expression en protéine d’Eomes et de T-bet est par contre plus forte chez les patients
virémiques que chez les patients sous traitement ou les donneurs sains [356]. Cette différence
au niveau de I’expression d’Eomes et de T-bet peut s’expliquer par le fait qu’ils n’analysent
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pas exactement les mémes sous populations T CD8" mais également que I’expression est
étudiée a des niveaux différents I’un en ARNp, et I’autre en protéine. La plus forte fréquence
de cellules exprimant Eomes chez les patients virémiques peut étre associée a I’augmentation
de I’inflammation et de I’IFN-a chez ces patients. En effet, dans les modeles murins, I’'IFN-a
régule le niveau d’expression d’Eomes dans les LT CD8" lors de la réponse immune [383] et
I’IL-2 joue également un role important dans I’expression d’Eomes dans les réponses T CD8"
[384] et la modification de sa disponibilité lors de [I’infection VIH peut expliquer

I’augmentation d’expression d’Eomes.

Nous nous sommes intéressés dans notre étude aux parametres qui permettent de définir les
cellules avec une bonne capacité cytotoxique. CD57 étant un marqueur fortement associé a la
I’expression des molécules cytotoxiques telles que perforine et granzyme B, nous avons
évalué I’expression de Eomes et de CD57 au sein des LT CD8" et nous avons ainsi pu mettre
en évidence une hétérogénéité de I’expression d’Eomes et de CD57 avec I’identification de
quatre sous populations avec des caractéristiques différentes: Eomes' CD57°, Eomes'CD57",
Eomes"CD57" et Eomes™CD57". Alors que les sous populations EomesCD57 et
Eomes'CD57" possedent de faibles réponses effectrices avec une absence d’expression des
molécules cytotoxiques ex vivo, les deux sous populations Eomes"CD57" et Eomes™CD57"
expriment la perforine et le granzyme B avec une plus forte fréquence de cellules
perforine"granzyme B* pour la sous population Eomes™CD57". La sous population
Eomes™CD57" présente également une expression plus importane de CD57 et une fréquence
plus importante de cellules de différenciation terminale (CD27° CD45RA") que la sous
population Eomes"CD57". Ces résultats semblent en contradiction avec ceux de I’étude de
Paley et al. En effet, dans leur étude, ils montrent qu’il existe deux sous populations T CD8"
spécifiques du LCMV T-bet"" et Eomes"¥" avec des caractéristiques différentes chez la

high

souris. La sous population Eomes™" présente un épuisement plus important, une fréquence de

cellules sécrétant des cytokines plus faible et une fréquence de cellules produisant le

granzyme B plus importante que la sous population T-bet"o"

[130] alors que dans notre étude,
la sous population Eomes™CD57* exprime de facon plus importante la perforine et le
granzyme B comparée & la sous population Eomes™CD57*. L’épuisement semble en outre
plus important chez les cellules avec le profil Eomes™CD57" que les cellules avec le profil
Eomes™CD57" puisque les cellules Eomes™CD57* ont une prolifération ex vivo plus faible et
une expression du marqueur de sénescence CD57 plus importante que les cellules

Eomes"CD57". Il est possible que le niveau d’expression d’Eomes n’ait pas la méme
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conséquence fonctionnelle sur les LT CD8" chez la souris et chez I’homme. Il pourrait é&tre
intéressant d’associer d’autres marqueurs d’épuisement comme PD-1 pour étudier la
corrélation entre le niveau d’expression d’Eomes et I’épuisement des LT CD8" spécifiques du
VIH.

Nous avons montré que les HIC présentent des LT CD8" spécifiques du VIH avec un profil
Eomes™CD57" plus important que les patients HAART et les patients virémiques et que la
fréquence de cette sous population correle inversement avec la charge virale. Ceci suggére
tout d’abord qu’il y a une hétérogénéité d’expression d’Eomes dans les LT CD8" et que cette
sous population Eomes™CD57" est responsable des fortes réponses T CD8" observées et du
contr6le de I’infection par le VIH chez les HIC. On peut émettre I’hypothése que la plus forte
expression d’Eomes chez les LT CD8" spécifiques du VIH chez ces patients leur permet de

maintenir une fonctionnalité accrue [311,315,316,346].

Concernant I’expression de T-bet, il existe également une hétérogéneité de son expression. En
effet, son expression est faible au sein de la sous population Eomes'CD57", forte au sein des
cellules exprimant le phénotype Eomes"CD57% et trés forte au sein des cellules
Eomes™CD57". Les HIC qui présentent ex vivo des LT CD8" spécifiques du VIH avec le
phénotype Eomes"CD57" semblent donc avoir une plus faible expression de T-bet que les
patients virémiques et sous traitement qui eux présentent des cellules avec le phénotype
Eomes™CD57" et donc une forte expression de T-bet. Ce résultat peut sembler en
contradiction avec I’étude de Hersperger et al. qui montre qu’aprés une stimulation courte les
LT CD8" spécifiques des patients HIC présentent une forte expression de T-bet. Il faut
cependant prendre en compte que la stimulation du TCR induit une augmentation de
I’expression de T-bet ce qui suggeére que les cellules Eomes™CD57" aient pu voir leur
expression de T-bet augmenter ainsi que leur niveau de molécules cytotoxiques [344].

Une étude de McLane et al. a montré outre le niveau d’expression des deux facteurs de
transcription dans la cellule que la localisation dans le noyau de T-bet et d’Eomes jouent
également un réle important dans la régulation des fonctions effectrices des LT CD8" [124].
L’analyse de I’expression de T-bet et d’Eomes en ARNp, et en protéine n’est donc plus
suffisante pour bien caractériser la fonctionnalité des LT CD8" et les études a I’avenir
devraient tenir compte a la fois du niveau d’expression mais également de la localisation de

ces deux facteurs de transcription.
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La stimulation par de faibles doses d’antigene confére une
bonne fonctionnalité et semble induire des cellules capables
d’inhiber la réplication virale

La bonne fonctionnalité des lymphocytes T CD8" chez les HIC peut également étre associée a
une activation particuliere de ces cellules. Comme présenté précédemment par notre équipe
[314] et dans mes travaux, les LT CD8" spécifiques du VIH chez les HIC présentent un
phénotype d’activation particulier avec une expression de HLA-DR sans I’expression de
CD38. De fait, chez les HIC il y a une plus forte fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH
qui expriment le phénotype CD38/HLA-DR". Ce phénotype CD38/HLA-DR" a également
précédemment été corrélé a un meilleur pronostic et une plus faible progression vers la
maladie [354] et il a donc été primordial d’étudier le r6le de la molécule HLA-DR et de ces
cellules dans le contrdle de la maladie.

Nous avons montré que les cellules avec ce profil d’activation ont a la fois de fortes capacités
mémoires comme une forte fréquence de cellules polyfonctionnelles ou une meilleure survie
mais également une forte capacité cytotoxique. Nous mettons en outre en lumiere I’idée que le
mécanisme induisant ce phénotype est une activation avec de faibles doses d’antigéne et une
forte avidité des cellules. Cette hypothése semble en accord avec le fait que les HIC
présentent généralement une trés faible virémie, comparable a celle utilisée dans mes travaux
pour les études in vitro [385,386] et que ces patients présentent également une plus forte
avidité fonctionnelle que les autres patients infectés par le VIH [340,349-352]. De plus, le
phénotype CD38/HLA-DR" induit par de faibles doses d’antigéne semble conférer de bonnes
fonctionnalités aux LT CD8". En effet, des études chez la souris montrent que les cellules
mémoires activées par de faibles doses d’antigéne présentent un faible épuisement cellulaire,
ont une forte capacité proliférative et sont capables de survivre sur une longue période de
temps [387]. Chez I’homme, I’activation des cellules avec de faibles doses d’antigéne [388]
présente I’avantage de ne pas induire d’internalisation du TCR des LT CD8" activés et les
cellules sont donc capables d’avoir une activité cytotoxique immédiate. Une activation avec
de fortes doses d’antigéne induit I’internalisation du TCR et donc une absence de réponse
cytotoxique jusqu’au retour du TCR a la surface de la membrane. De plus, les cellules avec ce
phénotype paradoxal n’expriment pas d’autres marqueurs d’activation comme CD69, CD25
ou Ki67 et exhibent une bonne capacité de survie suggérant que la stimulation par de faibles

doses d’antigene préserve les cellules d’une activation exacerbée et d’une perte de
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fonctionnalité. Cette activation a minima permet donc d’induire seulement I’expression de
HLA-DR et il est intéressant de se poser la question du réle de cette protéine a la surface des
LT CD8" spécifiques du VIH. L’importance de la protéine HLA-DR sur les LT CD8" est
encore sujette a débat. En effet, il s’agit d’une molécule de CMH de classe Il et elle est
généralement exprimée par les cellules présentatrices d’antigene comme les cellules
dendritiques [54]. On peut émettre I’hypothése que les LT CD8" participent & la présentation
et a I’activation des LT CD4" mais aucune étude n’a pour le moment démontré ce mécanisme
pour les LT CD8". De plus, il a été récemment montré qu’outre le TCR des LT CD4", un
autre ligand de HLA-DR est le FCRL6 exprimé a la surface des LT CD8" [78]. Les cellules
dendritiques exprimant HLA-DR sont capables d’activer les LT CD8" via le CMH de classe |
et HLA-DR agissant comme molécule costimulatrice. Il est donc possible que chez les HIC, la
stimulation par de faible dose d’antigene induit I’expression de HLA-DR sur les cellules
CD38/HLA-DR" et leur permet de pallier un défaut de stimulation des cellules dendritiques

en fournissant le signal de costimulation.

Les LT CD8" CD38/HLA-DR" ont donc une bonne fonctionnalité avec de fortes capacités
mémoires et effectrices. On peut se demander quel rble précis ces cellules jouent dans le
contréle du VIH. Migueles et al. et Saez Cirion et al. ont tout d’abord montré que les LT
CD8" spécifiques du VIH sont capables d’inhiber la réplication virale in vitro [312,313].
Récemment, I’équipe du Dr Blankson s’est intéressée aux sous populations T CD8"
responsables de ce contrle. Buckheit et al. montrent que les cellules CD38/HLA-DR"
présentent de fortes capacités cytotoxiques tres tot et sont capables de lyser les cellules
infectées [355]. Nous avons confirmé ces résultats en montrant qu’il existe une corrélation
entre la fréquence de cellules présentant le phénotype CD38/HLA-DR" et la capacité ex vivo
des LT CD8" a inhiber la réplication virale. De fait, les patients avec une faible capacité des
LT CD8" a supprimer la réplication virale vont présenter une plus faible fréquence de cellules
présentant le phénotype CD38/HLA-DR". Ces cellules ont donc ex vivo de fortes capacités
mémoires et effectrices et sont capables d’inhiber la réplication virale in vitro. Ces résultats
pourraient expliquer que ces cellules participent activement au contréle du VIH en répondant
rapidement et efficacement sans étre dans un état d’épuisement. On peut donc émettre
I’hypothese qu’une activation avec de faibles doses induit une activation optimale des cellules
qui exhibent le profil particulier CD38/HLA-DR™ et sont capables de répondre rapidement et

de lyser les cellules infectées immédiatement.
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Traitement actuel et possibles roles des réponses T CD8*
dans I’élaboration d’'un vaccin

A I’heure actuelle, il n’existe aucun traitement efficace pour éradiquer totalement le VIH chez
un patient. Les études chez les HIC mettent en évidence qu’il existe des mécanismes
permettant d’inhiber efficacement la réplication virale en I’absence de traitement in vivo. La
plus faible fréguence de réservoirs viraux chez les HIC par rapport aux autres patients infectés
suggere que le contrdle de I’infection s’établit dés la primo-infection [389]. Il est possible a
I’heure actuelle de réduire la charge virale et la formation des réservoirs viraux toét dans
I’infection en initiant les traitements dés la primo-infection. En effet, des études ont montré
qu’une initiation dés la phase Fiebig | ou dans les 15 premiers jours de I’infection réduit
considérablement la taille des réservoirs chez ces patients [390,391]. Ces résultats sont
encourageants dans la perspective d’éradiquer le VIH puisqu’il a été montré qu’un traitement
précoce permet de réduire de 96% la transmission sexuelle du VIH-1 chez des couples
sérodiscordants (HPTN 052, [197]).

Chez les HIC, les mécanismes mis en place des la primo-infection sont difficiles a élucider et
peu d’études se sont focalisées sur ce point di notamment a I’impossibilité de définir le statut
HIC lors de la primo-infection et donc la nécessité d’un long suivi des patients. Dans le
laboratoire, Goujard et al. ont montré que 8 patients étudiés depuis la primo-infection
présentent une baisse de la charge virale en dessous de 400 copies/ml sans traitement. Ce
contrdle s’établit tét environ 6 mois apres I’infection et s’est maintenu en médiane 4 ans chez
ces patients [392]. On peut émettre I’hypothése que la plus forte résistance a I’infection des
LT CD4" et les fortes réponses T CD8" jouent un réle dans le contrdle de I’infection dés la
primo-infection. En effet, nous avons étudié des prélévements en primo-infection de divers
patients : les LT CD8" des patients non controleurs issus de I’essai clinique ANRS 147
Optiprim montrent une trés faible capacité d’inhiber la réplication virale ex vivo alors que les
LT CD8" d’un patient issu de la cohorte PRIMO qui s’est avéré étre un HIC démontre une
forte capacité d’inhibition de la réplication virale. Ces résultats semblent confirmer cette
hypothése d’une forte réponse T CD8" dés la primo-infection. Cependant, aucune étude n’a
pour le moment démontré clairement que ces mécanismes ont lieu chez tous les patients HIC
dés la primo-infection et qu’ils sont responsables de la forte diminution et du maintien de la
faible réplication virale. L’induction des réponses T CD8" spécifiques du VIH-1 dans la

conception d’un vaccin s’est également pour le moment avérée inefficace (essai clinique par
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Merck, STEP) [393,394]. L activation du systéme immunitaire et des réponses T CD8" a eu
I’effet contraire escompté et les patients vaccinés ont été plus susceptibles a I’infection que les
patients non vaccinés. Cet essai clinique a remis en cause I’'importance de la réponse T CD8"
dans un contréle de I’infection. Cependant, récemment des modeles simiens ont permis de
montrer que I’induction de fortes réponses T CD8" dans les muqueuses permettent d’induire
un contrdle de I’infection [395]. Le principe de cette vaccination est d’utiliser comme vecteur
le virus du CMV et des protéines du SIV [396]. Cette approche a permis d’induire de fagon
continue des réponses T CD8" anti-SIV dans les muqueuses, d’éliminer les cellules infectées
trés tot et ainsi d’empécher la grande dissémination du virus dans I’organisme et
I’établissement des réservoirs viraux. Cette étude permet donc de renforcer I’idée qu’un
contrle précoce de I’infection est nécessaire et qu’il peut passer par une induction des
réponses T CD8" efficaces dans les muqueuses. 1l peut donc s’avérer intéressant d’évaluer
I’efficacité d’un vaccin qui permettrait d’induire de bonnes réponses T CD8" dans les
mugueuses. On pourrait envisager d’utiliser de faibles doses d’antigénes afin d’induire des LT
CD8" spécifiques du VIH avec le profil CD387HLA-DR" capables d’inhiber rapidement la

réplication virale des la primo-infection.

Perspectives

Il serait intéressant de poursuivre les études des cellules portant le phénotype CD38/HLA-
DR et Eomes™CD57" et d’évaluer si les deux sous populations correspondent & la méme sous
population T CD8" spécifique du VIH. Nos études montrent que les SR présentent une
fréquence de LT CD8" spécifiques du VIH avec le profil CD38/HLA-DR" plus importante
que chez les WR. Cependant, nous ne retrouvons pas cette tendance entre SR et WR avec le
profil Eomes™CD57* mais cela probablement dii & un faible nombre de patients étudiés avec
le co-marquage tétramere, Eomes et CD57. La suite de ce travail consistera donc d’une part a
augmenter le nombre de patients étudiés pour y répondre clairement et d’autre part a évaluer
si les sous populations CD387HLA-DR* et Eomes™CD57" correspondent & la méme sous
population T CD8" spécifiques du VIH en combinant tous ces marquages. On pourrait
également envisager de mieux caractériser les cellules présentant le phénotype Eomes"CD57*
concernant leur capacité de prolifération in vitro et de capacité cytotoxique et voir si elles
présentent les mémes caractéristiques que les cellules CD38/HLA-DR™ mais le tri cellulaire
suivi d’un test in vitro est pour le moment impossible di a la nécessité d’un marquage

intracellulaire pour détecter Eomes.
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On pourrait poursuivre les études concernant I’induction de la protéine HLA-DR. En étudiant
le mécanisme d’expression du phénotype particulier CD387HLA-DR", nous avons montré
que la faible dose d’antigéne induit ce phénotype préférentiellement chez des LT CD8"
spécifiques de I’EBV. Il serait intéressant de voir si I’induction de ce phénotype a lieu
également chez les différents patients VIH™. En triant les cellules spécifiques CD38/HLA-
DR’, nous pourrions suivre la cinétique d’expression en ARNp, et protéique de CD38 et de
HLA-DR lors des premiers temps d’activation. Nous pourrions ainsi étudier plus en
profondeur le mécanisme d’expression de HLA-DR. En effet, HLA-DR est inductible par
I’IFN-y sur les lymphocytes B et sur les monocytes comme décrit dans la revue suivante
[397]. Nos études préliminaires montrent que la stimulation seule de I’IFN-y sur les LT CD8"
n’induit pas I’expression de HLA-DR a la surface (data not shown). Il serait intéressant donc
de voir sur les LT CD8" si I’expression de HLA-DR est dépendante de la voie d’activation de
I’IFN-y en activant les cellules spécifiques apres tri cellulaire et en bloguant la voie de I’IFN-
y. Nous pourrions également étudier le mécanisme d’expression de CD38. Cette molécule est
inductible via la voie IFN-a et également suite a une activation avec une forte dose
d’antigene. L’étude de Hervas et al. montre qu’il existe deux voies d’induction de
I’expression de CD38 et qu’elles peuvent agir en synergie [398]. Nous pourrions donc
envisager de mieux étudier les voies d’activation et de voir si une voie est privilégiée dans le
cas de I’infection par le VIH et s’il existe un mécanisme de régulation de cette voie présent
chez les HIC. Les futures études pourraient également porter sur le réle de HLA-DR sur les
cellules portant le phénotype CD38/HLA-DR®. Ainsi, il pourrait étre intéressant d’étudier
I’interaction entre HLA-DR et FCRL6 et évaluer I’'importance de cette interaction sur
I’activation et la fonctionnalité des LT CD8".

L’étude des différentes sous population CD38/HLA-DR" et Eomes™CD57" n’a pas encore été
décrite chez le macaque. L’infection par une faible dose d’antigéne induisant un contrdle de la
maladie, I’analyse phénotypique des LT CD8" chez ces macaques pourrait renforcer I’idée
que ces cellules jouent un réle primordial. Les marqueurs CD38 et HLA-DR sont également
retrouvés chez le macaque et on pourrait envisager que les macaques contréleurs présentent ce
phénotype particulier d’activation. Une déplétion de ces lymphocytes T CD8" CD38/HLA-
DR™ permettrait d’infirmer ou de confirmer leur role dans le contréle de la maladie.
Concernant le phénotype Eomes"CD57*, il faudrait tout d’abord vérifier la présence du
facteur de transcription Eomes et voir s’il existe une telle hétérogénéité des sous populations
Eomes/CD57.
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Chez les HIC non porteurs d’un HLA protecteur, le contr6le de la réplication virale chez les
WR malgré la faible réponse T CD8" semblent questionner le rdle des réponses T CD8" chez
ces patients. Il serait intéressant de voir si la corrélation trouvée chez les HIC porteur d’un
HLA protecteur sur la réponse NK et T CD8" dans I’étude de Tomescu et al. est retrouvée
chez les HIC avec un HLA non protecteur. Nous pourrions aussi envisager d’étudier plus
précisément les réponses du systeme immunitaire inné comme I’action des facteurs de
restriction ou les réponses des macrophages et voir si ces acteurs sont responsables de la
faible réplication virale in vivo. Comme discuté précédemment, la protéine p21 semble jouer
un réle important dans la plus faible susceptibilité a I’infection des LT CD4" des HIC. Nous
pourrions envisager d’évaluer plus précisément le mécanisme qui induit cette plus forte
expression et activité de la protéine p21 chez les HIC et de Vvérifier s’il est possible de les
induire sur des LT CD4" de patients virémiques.

L’élaboration d’un vaccin préventif et thérapeutique contre le VIH est toujours d’actualite.
Les dernieres découvertes sur I’importance d’un contr6le précoce de I’infection par le VIH et
sur le potentiel role des LT CD8" dés la primo-infection chez le macaque nous ameénent a
évaluer le role des LT CD8" en primo-infection chez le modéle humain de contrdle de
I’infection : les HIV contréleurs. Chez ces patients, la faible dose d’antigéne et la faible
activation des lymphocytes pourraient étre impliquées dans I’induction et la persistance de
fortes réponses T CD8" anti-VIH. L’utilisation de faibles doses d’antigénes permettant
d’induire dans les muqueuses des LT CD8" avec une forte capacité d’inhibition de la

réplication virale devrait étre envisagée dans de futurs essais cliniques vaccinaux.
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Résumé :

Lors de I’infection par le VIH, la réponse immunitaire notamment la réponse T CD8" présente
des défauts dans la reconnaissance et I’élimination du pathogéne. L’activation excessive des
lymphocytes T CD8" semble jouer un réle déterminant puisque ce paramétre est celui qui est
le plus associé a la progression de la maladie. Il existe un rare groupe de patients infectés par
le VIH qui parvient a contrdler spontanément I’infection (les patients HIV-contr6leurs) et
dont les lymphocytes T CD8" spécifiques du VIH présentent une activation particuliére et de
bonnes fonctionnalités contre le VIH. L’objectif de ces travaux a été de caractériser les
lymphocytes T CD8" spécifiques du VIH des patients HIV-contrdleurs en mettant en évidence
la surreprésentation de deux sous populations T CD8" et de définir les paramétres nécessaires
a I’établissement d’une réponse CD8 optimale au cours de I’infection par le VIH.
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