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RESUME

Le virus T lymphotrope humain de type 1 (HTLV-1) est I’agent étiologique de la leucémie
a cellules T de I’adulte (ATL) et de la paraparésie spastique tropicale/myélopathie associée a
HTLV-1 (HAMJ/TSP). Chez les patients chroniquement infectés, le provirus d’HTLV-1 est
majoritairement retrouvé dans les lymphocytes T CD4+. Ex vivo, on peut aussi retrouver le
provirus dans les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B, les monocytes, les cellules
dendritiques (DCs) myéloides, les DCs plasmacytoides (pDCs) et les macrophages. In vitro,
HTLV-1 est capable d’infecter productivement les cellules lymphoides et les cellules dendritiques
dérivées de monocytes humains (MDDCs).

De part leur fonction et leur distribution dans 1’organisme, les DCs pourraient étre les
premieres cellules a interagir avec HTLV-1 au cours de la primo-infection. Elles seraient ensuite
capables de transmettre HTLV-1 aux lymphocytes T CD4+. Cette hypothése est soutenue par les
travaux de notre équipe qui ont montre que les MDDCs sont plus susceptibles que des lymphocytes
T autologues a I’infection par HTLV-1. Ainsi, les DCs constitueraient des relais importants pour
I’établissement de I’infection chronique.

Dans ce contexte, nous nous sommes demandés si toutes les populations de DCs étaient également
susceptibles a ’infection par HTLV-1 et si elles transmettaient similairement HTLV-1 aux
lymphocytes T.
Pour cela, nous avons différencié trois sous types de MDDCs aprés I'exposition de monocytes
humains a divers cocktails de cytokines :
- les IL4-DCs (pour interleukine 4 - DCs) miment les DCs immatures my¢éloides du sang,
- les TGF-B DCs (pour tumor-growth factor p - DCs) miment les DCs mucosales a phénotype
tolérogene,
- les IFN-a DCs (pour interféron oo DC) miment les DCs activées et inflammatoires recrutées
au niveau des sites d’inflammation.
Nous avons aussi traité au lipopolysaccharide (LPS) des IL-4 DCs afin de générer des DCs qui
sur-expriment les marqueurs de maturation CD80 et CD86.

Nos résultats montrent que les IFN-a DC et les IL-4 DCs traités au LPS ne supportent pas

une infection productive au contraire des TGF- DCs et des 1L4-DCs qui sont productivement

infectés par HTLV-1. La restriction virale des IFN-a DC et les IL-4 DCs traitées au LPS n’est pas
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due a leur production d’IFN. Nous avons montré que la susceptibilité¢ des [L.4-DCs a I’infection
productive par HTLV-1 est liée a leur phénotype immature. De plus, nos résultats montrent
qu’HTLV-1 est internalisé par macropinocytose dans les IL-4 DCs alors qu’il est internalisé par
endocytose meédiée par la clathrine dans les IFN-a DCs. Enfin, nous avons pu restaurer
partiellement la susceptibilité a I’infection productive des IL-4 DCs traités au LPS et celle des
IFN-a DCs et nous avons pu restreindre celle des IL-4 DCs immatures en modulant le pH de leurs
endosomes. Ces résultats suggerent que le virus utilise le trafic vésiculaire pour infecter les DCs
et que le pH des vésicules conditionne, au moins partiellement, le devenir de I’infection productive.
De plus, parmi les IL-4 DCs, les IL-4 DCs traités au LPS et les IFN-a DCs, seules les IL-4 DCs
qui sont productivement infectées peuvent transmettre HTLV-1 aux lymphocytes T.

En conclusion, nos résultats suggérent que ¢’est le sous-type de DC que rencontre HTLV-
1 lors de la primo-infection ainsi que le trafic viral d’HTLV-1 dans la DC qui conditionnent ou
pas I’établissement de I’infection productive de la DC ainsi que la transmission aux lymphocytes

T.



SUMMARY

HTLV-1 (Human T cell leukemia/lymphoma virus type 1) is the etiological agent of Adult T cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) and HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis
(HAM/TSP). In chronically infected patients, the provirus is mainly detected in the CD4 T-cell
population and, to a lesser extent in myeloid dendritic cells (DCs), plasmacytoid DCs (pDCs),
macrophages and monocytes. Among the different DCs subsets found in vivo, myeloid DCs from
the blood, tolerogenic or inflammatory DCs from mucosa may first encounter HTLV-1 during
blood transmission, breast-feeding or sexual transmission, respectively. They would then be able
to transmit HTLV-1to CD4 + T cells. This hypothesis is supported by the recent work of our team
that showed that monocyte derived dendritic cells (MDDCs) are more susceptible to HTLV-1
infection in comparison to autologous T cells. We therefore asked whether all these DCs subsets
were equally susceptible to HTLV-1 and whether the nature of the DC subset would impact HTLV-
1 spread to T-cells.

Human monocytes obtained from healthy blood donors were differentiated into IL-4 DCs, TGF-f
DCs or IFN-o DCs. In vitro-derived immature IL-4 DCs, TGF-p DCs and IFN-a. DCs mimic
myeloid, tolerogenic and inflammatory DCs, respectively. We also generated LPS-matured IL-4
DCs that exhibited a strong maturation profile with over-expression of maturation markers.

We observed HTLV-1 protein expression and provirus accumulation in IL-4 DCs and TGF-3 DCs
but notin IFN-o. DCs and LPS-matured IL-4 DCs. Despite their increased ability to capture HTLV-
1 virion compared to IL-4 DCs and TGF-p DCs, IFN-a DCs and LPS-matured IL-4 DCs restricted
HTLV-1 productive infection. This was not due to the antiviral activity of type—I interferon
produced by IFN-a DC or LPS-matured IL-4 DCs. In contrast, we showed that these differences
in susceptibility to HTLV-1 infection might be linked to the maturation phenotype of the DCs
subsets and to a different trafficking of HTLV-1 in IL-4 DC vs. IFN-o DC. Finally, using IL-4DCs,
LPS-matured IL-4 DCs and IFN-a DCs, we demonstrate that productive infection rather than trans-
infection is required for HTLV-1 transmission from DCs to CD4 T-cells.

Thus, our results demonstrate that the nature of the DCs encountered by HTLV-1 during primo-
infection and the trafficking route of the virus through the vesicular pathway of these cells

determine the efficiency of viral transmission to T-cells.
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ABREVIATIONS

A

ADAR1 adenosine deaminase acting on RNA
ADAR1 adenosine deaminase acting on RNA
ADNCc ADN complémentaire

APOBEC3 apolipoprotéin B mRNA-editing catalytic polypeptide-like 3C
Arp2/3 actin related protein 2/3

ASLV avian sarcoma and leukosis virus,

ATFs activating transcription factors

ATL leucémie a cellules T de I’adulte

AZT azidothimidine

B

BER base excision repair

C

CA capside

CADM1 cell adhesion molecule 1

CCR1 C-C motif chemokine receptor type 1
CCR4 C-C motif chemokine receptor type 4
CCR7 C-C motif chemokine receptor type 7
Cdc42 cell divison cycle 42

CMH complexe majeur d'histocompatibilité
CMV cytomégalovirus

CPA cellules présentatrices d'antigenes

CRE cAMP response element

CREB CAMP response element-binding protein
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ou CD152
CvB Coxsackie virus B

D

DAMP damage associated molecular pattern
DC cellule dendritique

DC-SIGN dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin
dNTPS désoxyrironucléotides triphosphates

DPI chlorure de diphenyleneiodonium
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EBV
EEA1l
Env

Glut-1
GM-CSF

H

HAM/TSP
HBZ
HDACIs
HPV
HSPGs
HTLV-1

ICAM-1
IDO
IFN

ILT3
ILT4

INOS
IP-10
IRF
ISG

Lampl
LC
LEL
LFA-1

Epstein-Barr Virus
early endosome antigen 1
enveloppe

récepteur du glucose
granulocyte-monocyte colony stimulating factor

paraparésie spastique tropicale/myélopathie associée a HTLV-1

HTLV-1 bZIP factor

histone deacetylase inhibitors

human papilloma virus ou papillomavirus humain
héparanes sulfates protéoglycanes

human T cell leukemia/lymphoma virus type 1

intercellular adhesion molecule 1
tryptophan-catabolizing indoleamine 2,3-dioygénase
interféron

interleukine

inhibitory immunoglobulin-like transcript 3
inhibitory immunoglobulin-like transcript 4
intégrase

inductible nitric oxide synthase

interferon gamma-induced protein 10

interferon response factor

interferon-stimulated genes ou génes stimulés par l'interféron

lysosomal associated membrane protein 1

cellules de Langerhans
large extracellular loop

lymphocyte function-associated antigen-1
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LTR

MA
MAPK
MDDC
MFI
MMR
MST
MVA
Myd88

N

NEMO

NC

NER

NHEJ

NOX2
NRP/Optineurine
NRP-1

P

P. gingivalis
PAMP
PBMC
PCAF
PD-1
pDC
PGE2
PGDS
PI3K
PKC
PKR
PKR
PR
PRRs

long terminal repeat

matrice

mitogen-activated protein Kinase

cellule dendritique dérivée de monocyte

mean fluorescence intensity ou intensité de fluorescence moyenne
human mismatch repair

maladie sexuellement transmissible

modified vaccina virus Ankara

myeloid differentiation primary response protein 88

NF-xB Essential Modulator
nucléocapside

nucleortide excision repair
non-homologous end joining
NADPH oxydase

NEMO-Related Protein / Optineurin
neuropiline-1

Porphyromonas gingivalis
pathogen or damage associated molecular pattern
peripheral blood mononuclear cells
p300/CBP-associated factor
programmed cell death -1

cellule dendritique plasmacytoide
prostaglandine E2
prostagladine-D-synthase
phosphatidyl inositol 3 kinase
protéine kinase C

protéine kinase R

serine/threonine protein kinase
protéase

pattern recognition receptor
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RAC2
RHIM
ROS
RT

S1P
SAMHD1
SFDCs
SIGLEC-1
SIv

SNC
SOCS1
SRF

SU

T

TAP
Tax
TAX1BP1
TBK1
TCR
TGF-p
TIGIT
TIRAP
TLR

™
TNF-a
TRAM
TRE
Treg
TRIF
TRIF
TRIMS5a

ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (rho family, small GTP binding
protein Rac2)

RIP homotypic interaction motif
reactive oxygen species
transcriptase inverse

sphingosines-1-phosphate

SAM domain and HD domain-containing protein 1
cellules dendritiques isolées du fluide synovial
sialic acid binding Ig-like lectin 1

simian immunodeficiency virus

systeme nerveux central

suppressor of cytokine signaling protein 1

facteur de réponse au Sérum

sous-unité de surface

transporter associated with antigen processing

transcriptionnal Activator of pX region

Tax1 binding protein

TANK-binding kinase 1

T-cell receptor ou récepteur du lymphocyte T

tumor growth factor -3

T-cell immunoglobulin and ITIM domain

TIR domain-containing adaptor protein

Toll-like receptor

trans-membranaire

Tumor necrosis factor o

TRIF-related adaptor molecule ou TICAM2

Tax response element

lymphocytes T régulateurs

TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNf ou TICAM1
Toll-dependent TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
tripartite motif-containing protein 5
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\Y

VHB
VHC
VIH ou VIH-1
VRS
VSV

virus de I'hépatite B

virus de I'hépatite C

virus de I'immunodefiscience humaine
virus respiratoire syncitial

virus de la stomatite vésiculaire
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1 Introduction sur le rétrovirus HTLV-1

1.1 Découverte du rétrovirus HTLV-1

Uchiyama et al. ont décrit, en 1977, une grande série de patients Japonais atteints de leucémie a
cellules T de I’adulte (ATL). Dans leur description des patients, Uchiyama et al. prenaient en
compte leurs caractéristiques cliniques (inflammation des ganglions, augmentation du volume du
foie et de la rate) mais aussi cytologiques (existence de noyau leucocytaire polylobé). Ils prenaient
aussi en compte la distribution géographique des cas décrits et le lieu de naissance de chacun des
patients. Ils postulérent que leur 16 cas de patients étaient atteints d’ “’un nouveau syndrome
lymphoprolifératif <’. Pour eux, ¢’est une infection virale qui en serait a 1I’origine (Uchiyama et al.,
1977).

Le mycosis fongoides est une pathologie cutanée rare également appelée <’lymphome cutané a
cellules T"’. C’est a partir de deux lignées cellulaires lymphoblastoides (Hut102 et CTCL-3) en
provenance d’un homme de 28 ans atteint de cette pathologie que 1’équipe de Gallo parvint a isoler
un rétrovirus, en 1979. En microscopie électronique, le diamétre des particules virales fut estimé
entre 100 & 110 nm. Avec ces données, 1’équipe de Gallo décrivit pour la premicre fois ce qui sera
le HTLV-1 (Human T cell Leukemia/Lymphoma virus type 1), le premier rétrovirus humain
oncogéne (Poiesz et al., 1980).

Plus tard, en 1982, une équipe au Japon a mis en évidence un rétrovirus dénommé ATLYV dans des
lignées cellulaires humaines de leucémies a cellules T de I’adulte. Le provirus d’ATLV fut aussi
détecté dans les lymphocytes périphériques de 5 patients atteints d’ATL. Ceci suggéra une
éventuelle corrélation entre le rétrovirus ATLV et le développement du processus
lymphoprolifératif de ’ATL (Yoshida et al., 1982).

C’est enfin le séquengage et la comparaison des génomes d’HTLV-1 et ATLV qui ont permis de
concilier les précédentes conclusions : ATLV et HTLV-1 sont en réalité le méme virus. (Popovic
etal., 1982).
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1.2 Description d’HTLV-1

1.2.1 Description de la particule virale

Le rétrovirus HTLV-1 est un membre de la famille des Retroviridae. Il appartient a la sous-famille
des Orthoretrovirinae et au genre des Deltaretrovirus. Le virion mature est sphéerique et enveloppé.
La protéine d’enveloppe (Env) est formée de deux sous-unités : la protéine trans-membranaire
gp21 (TM) et la protéine de surface gp46 ou sous-unité de surface (SU) qui résultent du clivage
d’une protéine codée par le géne env d’HTLV-1. TM et SU assurent la liaison et la fusion ’HTLV-
1 aux membranes cellulaires durant 1’entrée virale (Pour revue, (Jones et al., 2011)). Gag ou p55
est une protéine codée par le géne gag. Cette protéine est myristilée, traduite et adressée vers la
face hydrophobe de la membrane plasmique de la cellule ou elle est clivée par la protéase virale
en ses 3 unités fonctionnelles : la capside (CA ou p24), la nucléocapside (NC ou p15) et la matrice
(MA ou pl9) (Lairmore et al., 2012). La MA est localisée sous I’enveloppe. La CA, dense,
renferme deux copies d’ARN associées aux protéines de NC p15 et est localisée au centre du
virion. La transcriptase inverse (RT), I’intégrase (IN) ainsi que la protéase (PR) qui est I’enzyme

responsable du clivage des protéines structurales d’HTLV-1 sont incluses dans la particule virale.
1.2.2 Description du génome d’HTLV-1

Le génome d’HTLV-1 est constitué de deux ARN simple brin de 9032 nucléotides de polarité
positive. Comme chez les autres rétrovirus, le génome proviral d’HTLV-1 présente & son extrémité
5’ et 3” des séquences répétées appelées LTR (Long Terminal Repeat). Nous parlons de provirus
lorsque le génome d’HTLV-1 a été incorporé dans le génome cellulaire aprés pénétration du
génome viral dans la cellule. Le LTR 5’ contient un promoteur qui controle I’expression des genes
gag, pol, env ainsi que les génes de la région pX. Ces génes codent respectivement pour les
protéines structurales et enzymatiques Gag, Pro, Pol et Env et pour les protéines régulatrices de la
région pX: Tax, Rex, p12/p8, pl3 et p30. Le LTR 3’ contient un promoteur qui permet la

transcription a partir du brin anti-sens d’un ARNm codant pour une protéine régulatrice HBZ.
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1.2.3 Description des protéines de la région pX d’HTLV-1 et leurs fonctions

Le génome d’HTLV-1 contient une région pX en 3’ qui code les protéines de régulation (Tax, Rex

et HBZ) et les protéines accessoires (p21, p12, p13 et p30). La connaissance des mécanismes

d’action de ces protéines revét un double intérét. En effet, les mécanismes d’action de Tax, par

exemple, éclairent sur 1’étiologie de I’ATL, une pathologie associée a HTLV-1 que j’aborde dans

le paragraphe 1.4. De plus, les protéines p30, p12 et p13 d’HTLV-1 permettent de détourner les

fonctions cellulaires au profit de la persistance virale, mécanisme auxquel je m’intéresse

particulierement au cours du quatrieme chapitre de 1’introduction et dans mon étude.

1.2.3.1 Tax (Transcriptionnal Activator of pX region), la protéine activatrice

Tax est une protéine de 353 acides aminés :

Tax active différents facteurs de transcription : par exemple, Tax interagit avec les facteurs
de transcription de la famille CREB/ATF (Franklin et al., 1993). Tax recrute également des
co-activateurs transcriptionnels comme P/CAF, les facteurs de transcription de la famille
Ets, c-Myb (Perini et al., 1995). De plus, a travers I’activation de la protéine cellulaire SRF
(facteur de réponse au sérum), Tax active indirectement les génes c-fos, Erg-1, Erg-2, Fra-
1, c-Jun et Jun D (Winter and Marriott, 2007). De plus, Tax active la voie NF-kB a travers
sa liaison avec TAX1BP1 (pour Tax1 binding protein) (Gachon et al., 1998), NEMO/IKKYy
(pour NF-xB Essential Modulator) (Kovalenko and Wallach, 2006) et NRP/Optineurin
(pour NEMO-Related Protein) au niveau des cellules infectées par HTLV-1 (Journo et al.,
2009). La voie NF-xB qui est constitutivement activée au niveau des cellules infectées par
HTLV-1 contribue a I’oncogenése de I’ATL que je développerai dans le chapitre 1.4.1.2.
Tax conduit a I’expression de multiples cytokines : IL-1, -2, -2Ra, -3,-4,-6,-8, GM-CSF
(Granulocyte-monocyte colony stimulating factor), TNF-a (tumor necrosis factor o) et
TNF-B (Maruyama et al., 1987).

Tax inhibe 1’apoptose.

Tax interfere avec les mécanismes de réparation de I’ADN.

Tax interfere avec les regulateurs du cycle cellulaire.

C’est a travers ces 4 mécanismes que Tax manipule le cycle cellulaire et permet la prolifération

ainsi que la transformation des lymphocytes T lors de I’ATL.
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La revue de (Kfoury et al., 2005) detaille ces 4 mécanismes d’action de Tax.

Tax module également la réponse innée médiée par I’interféron (IFN), une protéine produite suite
a une infection par les cellules du systéme immunitaire (leucocytes, fibroblastes, DCs, cellules
NK). L’IFN limite I’expression d’HTLV-1 in vivo (Kannagi et al., 2012) et in vitro (Cachat et al.,
2013). L’IFN peut aussi étre produit par les cellules infectées. Cependant, dans ces cellules, Tax
peut bloquer I’induction de I’IFN et moduler la signalisation induite par I’'IFN. En effet, Yuen a
montré que la protéine Tax d’HTLV-1 inhibe la production de I’IFN a travers ’inhibition de la
kinase TBK1 qui ne peut plus phosphoryler le facteur 3 de réponse a I’interféron, IRF-3. Ici,
I’induction de la transcription de I’IFN-B est altérée aussi bien au niveau des lymphocytes ATL
que des lymphocytes fraichement infectés. De plus, Tax réprime efficacement 1’induction de la
production de I’'TFN méme a la suite de I’induction de RIG-I et STING, deux détecteurs de I’ARN
d’HTLV-1 (Yuen et al., 2016). Similairement, Hyun a montré que malgré I’induction de MDADS,
un detecteur cellulaire de ’ARN d’HTLV-1, il peut y avoir un échappement a la production de
I’IFN. Cet échappement se fait ici a travers la liaison de Tax au domaine RHIM (pour RIP
homotypic interaction motif) de TRIF (pour Toll-dependent TIR-domain-containing adapter-
inducing interferon-f). La liaison de Tax au domaine RHIM résulte, ici, en I’inhibition du facteur
7 de réponse a I’interféron IRF-7 (Hyun et al., 2015).

Enfin, I’étude de Zhang a montré que Tax inhibe I’induction des ISGs (génes stimulés par I’ IFN)
a travers la compétition entre Tax et STAT2 pour le complexe CREB/p300 au niveau des cellules
Huh-7 (Zhang et al., 2008). Tous ces exemples suggérent que Tax previent I'TFN-a d’exercer ses

effets anti-viraux ce qui contribue a la persistence de I’infection virale.

1.2.3.2 Rex, p30, p12/p8 et p13 : 5 protéines au service de la prolifération virale

Les protéines Rex (Nicot et al., 2004), p30 (Silverman et al., 2004), p12/p8 (Valeri et al., 2010) et

pl3 (Hiraragi et al., 2006) favorisent 1’établissement et la persistance de 1’infection virale.

En I’absence de la protéine Rex qui contient un domaine de liaison (Rex responsive element
(RXRE)) a tous les ARNm d’HTLV-1, les ARNm d’HTLV-1 sont exportés moins efficacement
vers le cytosol (Younis and Green, 2005) et (Bai and Nicot, 2012) et (Nakano and Watanabe,
2012). Cependant, les interactions de Rex et de p30, une autre protéine régulatrice ’HTLV-1

alterent a une étape post-transcriptionnelle 1’expression des genes viraux. En effet, p30 se lie a
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I’ARNm de tax/rex dans le noyau et prévient sa sortie dans le cytoplasme pour traduction (Nicot
et al., 2004). De méme, p30 qui est exprimée au niveau du noyau cellulaire module la persistance
virale par différents mécanismes : en premier, p30 interagit avec la sous-unité ribosomale L18a ce
qui module I’initiation de la transcription (Ghorbel et al., 2006). Ensuite, p30 peut diminuer
I’activité du LTR d’HTLV-1 a travers I’entrée en compétition avec le complexe CBP/p300 sur le
TRE (Tax response element). Enfin, p30 inhibe les mécanismes de réparation de I’ADN en ciblant
le complexe de la réparation des mesappariements ou mismatch repair (MMR). Ce systéme est
I’un des six grands systemes de réparation au sein des cellules vivantes qui permettent la réparation
de I’ADN a la suite des mésappariements. Ces mésappariements causent 1’augmentation du risque
de transformation cellulaire particulierement lors de I’ATL (Baydoun et al., 2011).

De plus, la protéine pl12 interfére avec la présentation antigénique in vivo par les DCs. Ceci
faciliterait I’¢échappement d’HTLV-1 & la reconnaissance par le systeme immunitaire. Pour cela,
p12 lie les chaines lourdes du complexe majeur d’histocompatibilité¢ CMH-I et conduit, ensuite, a
leur dégradation dans le protéasome (Johnson et al., 2001).

p8 qui provient du clivage de p12 induit I’anergie des lymphocytes T infectés qui représentent la
population majoritairement infectée chez les individus infectés par HTLV-1. L’induction de
I’anergie se fait a travers la sous-régulation de la signalisation via le TCR (T-cell receptor) au
niveau de la synapse immunologique (Fukumoto et al., 2007). Ainsi, les lymphocytes T infectés
échappent a la reconnaissance par le systeme immuntaire. A travers I’augmentation des contacts
entre lymphocytes T a travers les lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1), p8 contribue
également a augmenter la transmission virale (\Van Prooyen et al., 2010).

La revue de (Bai and Nicot, 2012) éclaire davantage sur les fonctions de p12/p8, p30 et p13 lors

de la persistance de ’infection et la pathogenese virale.

1.2.3.3 HBZ (HTLV-1 bZIP factor)

Le gene hbz est transcrit a partir du 3° LTR en deux ARNm : un ARNm épissé et a un ARNm non
épisse. Les differences au niveau des proteines traduites a partir de ces deux ARNm sont
respectivement de 4 acides aminées et de 7 acides aminés. La protéine HBZ est exprimée de
maniere constitutive chez tous les individus infectés par HTLV-1. HBZ est exprimée chez les
patients ATL ce qui suggere qu’elle contribue au maintien du processus leucémogene (Wu et al.,

2016). D’ailleurs, I’introduction d’une mutation dans le géne d’hbz du clone moléculaire d’HTLV-
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1 résulte en la réduction de la croissance des tumeurs dans un modéle murin d’ATL (Arnold et al.,
2008). HBZ agit en régulateur négatif de la transcription virale (Gaudray et al., 2002). Ceci se
fait a travers la formation des diméres avec CREB-2 ce qui prévient leur recrutement par Tax au
niveau du TRE. La régulation de la transcription se fait a travers la formation de dimeres entre
HBZ et des protéines importantes pour la transcription comme JunD, JunB et c-Jun. Ceci diminue
leur activité transcriptionnelle (Basbous et al., 2003). Récemment, Ma a montré que HBZ supprime
I’expression de la cycline D1 a travers I’inhibition de la voie de signalisation NF-xB (Ma et al.,
2017). Ceci a pour conséquence d’altérer la progression du cycle cellulaire au niveau des cellules
infectées par HTLV-1 et de contribuer conséquemment au développement de I’ATL. HBZ
accomplit aussi des fonctions immunes a travers 1’induction de la différenciation des Treg (pour
lymphocytes T régulateurs qui participent a la tolérance immune), 1’altération de 1I’'immunité
cellulaire et I’induction de I’inflammation. Les fonctions d’HBZ au cours de I’oncogenese sont

résumeées dans la revue de Zhao (Zhao, 2016).

1.2.4 Cycle viral et mise en évidence de I’infection par HTLV-1

Le cycle viral ’HTLV-1 comprend deux étapes :
- Les étapes précoces qui incluent :
» D’entrée virale qui comprend deux étapes majeures : la liaison ’HTLV-1
aux récepteurs présents a la surface de la cellule cible puis la fusion de
I’enveloppe virale avec la membrane plasmique de la cellule cible qui libére
la capside virale
= la transcription inverse de ’ARN viral en ADN
= la translocation dans le noyau puis I’intégration de I’ADN proviral dans le
génome de la cellule hote.
Toutes ces étapes sont accomplies grace aux enzymes du virion sans besoin de synthése de novo

de proteéines virales structurales.

- Les étapes tardives utilisent les machineries de transcription génétique et de synthése
protéique pour compléter le processus d’expression des génes viraux ainsi que
I’assemblage protéique. Le néovirus peut, a nouveau, étre transmis a une cellule receveuse.

La figure 1 résume les étapes precoces et tardives du cycle viral.
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Figure 1: Cycle Viral d’HTLV-1 en six étapes. Les six étapes decrites ci-dessus lors de la
transmission d’HTLV-1 d’une cellule infectée a une cellule receveuse de virus permettent de
suivre I’infection de la cellule receveuse mais aussi la transmission du virus a partir de la cellule
receveuse. Les virions sont transmis a partir d’une cellule infectée selon trois voies de transmission
intercellulaires : les synapses virologiques, les conduits et les biofilms. Ces trois mécanismes de
transmission inter-cellulaire sont décrits dans la revue (Rizkallah et al., 2015).

Lors de mon étude des interactions d’HTLV-1 et des sous-types de MDDCs je m’arréterai, en
premier, sur I’entrée virale, I’intégration du provirus et I’expression des protéines virales dans
chacun des sous-types de MDDCs. Enfin, j’etudierai la transmission d’HTLV-1 & partir de chacun

des sous-types de MDDCs aux lymphocytes T.
1.3 Répartition géographique, incidence et prévalence d’"HTLV-1

Aussitot que le lien causal entre HTLV-1 et la leucémie a cellules T de 1’adulte (ATL) fut établi,
des études furent initiees afin de cerner la distribution mondiale d’HTLV-1. Elles permirent
rapidement de conclure qu’HTLV-1 n’est pas un virus ubiquitaire. HTLV-1 est endémique au sud-
est du Japon, dans I’ Afrique sub-saharienne, en Amérique du sud, aux Caraibes. Cependant, méme

dans ces zones, sa distribution n’est pas homogéne (Gessain and Cassar, 2012).
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La recherche des anticorps anti-HTLV-1 par ELISA sur des sérums de donneurs de sang en
Afrique (Uganda, Cote d’Ivoire...), aux Caraibes et aussi en provenance de groupes ethniques
(Guinée, République Dominicaine, Martinique) avaient permis a deThé et Bomford d’estimer en
1985 le nombre total de porteur ’HTLV-1 entre 10 et 20 millions d’individus (de-Thé et al., 1985).
Cependant Gessain et Cassar ont estimé, trente années plus tard, ce méme nombre entre 5 a 10
millions (Gessain and Cassar, 2012). Leurs résultats sont obtenus en analysant des études
effectuées sur des régions ot HTLV-1 est endémique et qui sont représentatives de 1.5 milliards
d’individus. Gessain et Cassar notent toutefois que leurs conclusions peuvent étre sous-estimees
du fait que certaines de ces études ne sont pas toujours représentatives de la population générale :
Certaines concernent seulement les donneurs de sang alors que d’autres ne s’intéressent a la
prévalence d’HTLV-1 qu’au niveau d’une population de femmes enceintes ou de patients
hospitalises.

Aux Etats-Unis, les taux de séroprévalence se situent a moins de 0.1%. Les infections a HTLV-1
restent cependant hautement endémiques parmi les toxicomanes au niveau desquels ces taux
peuvent atteindre 20% (Freeman et al., 1995).

Si, en Europe la prévalence d’HTLV-1 dans une population d’individus donnant son sang pour la
premiére fois est de 0.4/10000, la Roumanie est une exception. La prévalence d’HTLV-1 lors des
dons sanguins y est de 5.3 cas sur 10000 ce qui en fait une région endémique Européenne pour
HTLV-1 (Laperche et al., 2009).

En Afrique de I’ouest, la séroprévalence varie, selon Gessain et Cassar entre 0.2 a 3%. Par
exemple, la séroprévarelence varie entre 0.7 a 3.7% au Nigeria (Analo et al., 1998). En Afrique
centrale, au Cameroun, la séroprévalence varie entre 0.5% et 2%. Cependant, dans cette région,
les taux de prévalence peuvent atteindre 10% chez certains groupes de Pygmées (Filippone et al.,
2012). Dans certains villages du Gabon, la séroprévalence chez les femmes peut atteindre 25% (Le
Hesran et al., 1994). En Amérique du sud, les peuples indigenes appartenant aux groupes
Amérindiens ont des séroprévalences qui atteignent 1.9% (Vasquez et al., 1991). Le Brésil a lui
seul hébergerait plus de 2 millions de porteurs d’HTLV-1 (Bittencourt et al., 2009). Chez les
donneurs de sang, au Brésil, la prévalence d’HTLV-1 se situerait a une moyenne de 1/1000
(Carneiro-Proietti et al., 2012). Aux Caraibes, la moyenne de séroprévalence d’une large cohorte
de 13260 Jamaicains se situait a 6.1% (Murphy et al., 1991). Le Japon est un important foyer
endemique : plus de 4200 nouvelles infections y sont détectées annuellement (Satake et al., 2016).
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Plus de 1000 nouveaux cas d’ATL y sont diagnostiqués annuellement (Watanabe, 2011). La
transmission sexuelle est impliquée dans le maintien de la prévalence élevée d’HTLV-1 au
Japon qui se situe a 2.29 cas pour 100000 hommes et de 6.88 cas pour 100000 femmes (Satake et
al., 2016). Malgré cette prévalence élevée au Japon, il n’est toujours pas clair pourquoi de faibles
séroprévalence sont rerouvees a I’est de la Chine et de la Corée: en Corée, la séroprévalence varie
entre 0.007-0.25% (Kwon et al., 2008).

Différentes stratégies visant & limiter la transmission d’HTLV-1 sont implémentées. Elles
concernent le dépistage obligatoire d’HTLV-1 au niveau des poches de sang et les
recommandations aux femmes enceintes pour qui ce dépistage obligatoire se révele positif lors de
la grossesse de ne pas allaiter. D’ailleurs, lorsque la mére n’allaite pas son nourrisson, le risque de
transmission est réduit a moins de 5% (Kashiwagi et al., 2004). Cependant, malgré ces mesures,
le nombre de porteurs positifs n’a pas sensiblement diminué au Japon (Satake et al., 2016).

Enfin, de larges séries d’ATL et de HAM/TSP sont reportées non seulement en Iran mais encore
au niveau d’Iraniens immigrés en Europe, aux Etats-Unis ou en Israél (Gabarre et al., 1993).
L’origine d’HTLV-1 sur le continent américain reste controversée. D’une part, les analyses
phylogénétiques suggeérent quHTLV-1 a été introduit sur le continent américain lors de I’ ére post-
Colombienne au moment de I’'immigration forcée des populations Africaines sub-saharienne.
D’autre part, la détection d’HTLV-1 au niveau de momies au Chili et en Bolivie (d’apres les
travaux d’Orellana N, Mayo A, Otsuki K, Paulo AC. Pour référence: Program and Abstracts of the
14th International Conference on Human Retrovirology HTLV and Related Retroviruses
(Salvador) Salvador, Brazil: HTLV in pre-Columbian mummies in Bolivia) suggére que la
présence d’HTLV-1 sur le continent Américain serait antérieure a 1’¢re post-Colombienne. Si les
épisodes de migration des populations de I’Afrique vers les Amériques ou les Caraibes ont
conditionné la répartition actuelle d’HTLV-1, rien ne permet encore d’expliquer 1’origine du virus

au Japon.

1.4  Pathologies associées a HTLV-1

HTLV-1 est I’agent étiologique d’une lymphoprolifération maligne des lymphocytes T ou ATL ou
d’un désordre neurologique progressif du systéme nerveux central ou HAM/TSP ainsi que de

plusieurs autres maladies associées.
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141 ATL

En 1990, 15.6% des cas de cancers sont attribués a des agents infectieux variés : le virus de
I’hépatite B (VHB), le virus de I’hépatite C (VHC), les papillomavirus humains (PVH)
carcinogenes de type 16,18, 31 et 33, le virus de I’Epstein-Barr, I’Helicobacter, HTLV-1, les
schistosomes et la grande douve du foie (Fasciola hepatica). En 1997, Pisani estime qu’HTLV-1

causerait a lui seul 1% des leucémies (Pisani et al., 1997).

Seuls 5 & 10% des individus infectés par HTLV-1 développent une ATL apres une période de
latence de 20 a 60 années (de Thé and Bomford, 1993). L’4ge moyen de manifestation d’une ATL
est de 55 ans. Au Japon, I’incidence des ATL est significativement plus importante chez les
femmes (6,88 par 100 000 individus/année) en comparaison a 1’incidence chez les hommes (2.29
par 100 000 individus/année) (Satake et al., 2015).

Il a longtemps éteé considéré que les malades qui développent des ATL sont contaminés lors de
I’enfance (Murphy et al., 1989a). Cependant, Hermine et Gessain ont récemment décrit le cas d’un
homme Francais de 43 ans, dont les parents sont séronégatifs et qui aurait développé une ATL a
la suite d’une transmission sexuelle d’HTLV-1 a partir d’une femme Camerounaise. Leur
observation est supportée par le génotypage du virus obtenu sur deux prélévements de PBMCs de
cet homme qui révelent une souche HTLV-1B, retrouvée seulement en Afrique centrale et
particulierement au Caméroun. Ceci suggere que des ATL peuvent aussi se développer aprés une

transmission sexuelle a I’age adulte (Sibon et al., 2015).
1.4.1.1 Les sous-catégories de I'ATL

L’ATL se partage en 4 sous-catégories (Shimoyama, 1991). Le pronostic vital d’un patient varie
en fonction de la forme de I’ATL par laquelle il est atteint. La définition des sous-catégories d’ATL
tient compte de nombreux parametres cliniques dont le pourcentage de lymphocytes T anormaux
dans le sang périphérique, le taux de LDH, la calcémie ainsi que de 1’étendue des tumeurs malignes
sur différents organes. Le tableau 1 résume pour les quatre sous-catégories d’ATL leur fréquence
relative par rapport au pourcentage total d’ATL, la médiane de survie (en mois) des patients qui

en sont atteints et la symptomatologie relative.
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Sous-catéqgorie

Fréguence

Médiane de

d’ATL

(% ATL)

Survie

Symptomatologie

Indolente

5%

>24 mois

Moins de 5% des lymphocytes T
anormaux

Absence d’hyper-calcémie mais taux
de LDH élevé

Présence de lésions au niveau de la
peau causée par [Pinfiltration de
cellules leucémiques

Absence ou anomalies minimes des
ganglions lymphatiques

Chez 20% des patients ayant
développé I’ATL indolente, il y a
passage a la forme chronique

Chronique

Concerne
20 % des
ATL

indolents

24.3 mois

Lymphocytose et augmentation du
taux de cellules leucémiques (plus de
5% des lymphocytes T anormaux).
Forme assez proche de la forme
indolente (absence d’hypercalcémie
mais LDH élevé).

Présence de lymphadénopathies,

hépatosplénomégalie.

Aigue

55 %

6.2 mois

Progression rapide de la maladie
avec : lymphadénopathie systémique,
hypercalcémie, lésions  osseuses
Iytiques, hépatosplénomégalie,
anormalités de la peau, taux élevé de
LDH

Les symptoémes cliniques incluent :
fievre, toux, malaise, dyspnée, soif,

adénopathie
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Lymphomateuse 20 % 10.2 mois - Moins de 1% de lymphocytes T
anormaux dans le sang.

- Adénopathie

- Les patients sont immunodéprimés et
sujets a des infections opportunistes
virales, bactériennes, fongiques et

parasitaires.

Tableau 1: Les sous-catégories d’ATL. Ce tableau résume pour les quatre sous-catégories d’ATL
leur fréquence relative par rapport au pourcentage total d’ATL, la médiane de survie (en mois) des
patients qui en sont atteints et la symptomatologie relative (D’aprés (Shimoyama, 1991)).

Dans I’ATL, les lymphocytes T anormaux ont une morphologie particuliére : noyau lobe,
chromatine condensée, nucléoles petits ou absents. Plusicurs marqueurs d’activation, récepteurs
de chimiokines et molécules d’adhérence sont surexprimés par les cellules infectées par HTLV-1.
lIs incluent la chaine o du récepteur de I’'IL-2 (CD25) (Yamano et al., 2004), la molécule
d’adhérence inter-cellulaire 1 (ICAM-1/CD54) (Fukudome et al., 1992) et le récepteur de la
chimiokine 4 (CCR4/CD194) (Yoshie et al., 2002). Les lymphocytes T CCR4(+) infiltrent
fréquemment la peau (Yoshie et al., 2002). Comme les populations CD4"CD25" représentent en
moyenne 90% des cellules infectées par HTLV-1 (Yamano et al., 2004), Yamano recommande la
combinaison de CD25 et de CCR4 afin d’isoler les cellules infectées par HTLV-1 (Yamano et al.,
2009).

Pour Bangham, CADML représente un marqueur supplémentaire de I’infection par HTLV-1. Il
permet d’identifier les cellules infectées avec une meilleure sensibilité et spécificité en
comparaison 8 CCR4 et ICAM-1. De plus, les lymphocytes T CADM1+CD4+ renferment 65% de
la charge provirale du sang (la charge virale ou titre viral est le nombre de copies d'un virus (VIH,
VHB...) dans un volume de fluide (sang, sperme, salive...) donné ou par rapport a un nombre de
cellules donné) (Manivannan et al., 2016).

Les marqueurs cellulaires suivant permettent aussi de définir le phénotype des lymphocytes
infectés : CD2+, CD3+, CD4+, CD5+, CD7-, et CD8- et HLA-DR+ (Junca et al., 2014) .

Le diagnostic final de I'ATL n'est fait qu'aprés demonstration de l'intégration clonale d’HTLV-1

dans les cellules leucémiques (Junca et al., 2014).
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1.4.1.2 Mécanismes de développement de I'ATL
Les mécanismes a I’origine du développement de I’ATL ne sont pas compleétement élucidés.

Les propriétés oncogéniques d’HTLV-1 ont longtemps été associées a 1’oncoprotéine
transactivatrice Tax. Cependant, le role d’HBZ dans 1’évolution de I’ATL est aussi de premiére
importance.

Tout d’abord, Tax immortalise les lymphocytes T humains infectés (Mahieux and Gessain, 2007)
et (Bellon et al., 2010). L’immortalisation cellulaire induite par Tax se fait a travers I’inhibition
des mécanismes de réparation de I’ADN : Tax interfére avec une multitude de mécanismes
incluant BER (Base Excision Repair), NER (Nucleortide Excision Repair), le human mismatch
repair (MMR), le non-homologous end joining (NHEJ) (Pour revue, (Currer et al., 2012)). Aussi,
a travers la dérégulation de la transition G1/S de la progression du cycle cellulaire, Tax prévient
la mort et favorise la prolifération des cellules infectées (Yang et al., 2011). Enfin, Tax conduit a
la polyubiquitination de MDMZ2, un suppresseur de tumeur et a sa dégradation protéasomale
(Oteiza and Mechti, 2011).

Au niveau immunitaire, Tax conduit a la sur-expression de diverses cytokines qui contribuent a la
lymphoprolifération. Dans ce contexte, Good a montré que Tax conduit a ’activation du gene de
I’IL-2 (Good et al., 1996). L’IL-2 contribue a I’ATL a travers la prolifération des cellules infectées.
Silbermann a montré que Tax stimule la production de I’'TL-13. L’IL-13 posséde aussi des
fonctions prolifératives et anti-apoptotiques a travers I’inhibition de la surveillance des tumeurs.
(Silbermann et al., 2008). Grassmann a montré que Tax stimule la production de I’'IL-15 .
L’expression de ’ARNm de I’IL-15 est augmentée d’un facteur de 3 dans les lymphocytes T
infectés par HTLV-1 en comparaison aux lymphocytes T en provenance d’individus sains
(Grassmann et al., 2005). Mizuguchi a aussi démontré que Tax stimule la production de 1’IL-21
ainsi que son récepteur ce qui favorise la croissance et la survie des lymphocytes T infectés
(Mizuguchi et al., 2009). Notons finalement que 1’expression de tax est souvent réprimée dans les
cellules de patients ATL du fait du silencing épigénétique du 5’LTR (Takeda et al., 2004) ce qui
suggere I’importance de Tax dans I’initiation du processus de I’ATL mais aussi I’importance de
sa suppression lors de I’infection par HTLV-1. Ici la suppression de I’expression de Tax interfere

avec I’efficacité de la réponse immune et contribue a ralentir la pathogenese, la genese des tumeurs
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et I’inflammation. C’est ce qui expliquerait pourquoi le développement de ’ATL peut mettre
plusieurs décennies a partir du moment de la primo-infection.

Ensuite, HBZ est également responsable de I’immortalisation des lymphocytes T : I’ARNm
d’HBZ permet la prolifération des lymphocytes T humains. Au contraire, la suppression de la
transcription du gene hbz inhibe la prolifération des cellules ATL (Satou et al., 2006). La revue de
(Zhao, 2016) résume les fonctions oncogéniques d’HBZ lors de I’ATL. D’autres études reportent
que HBZ est impliqué dans la suppression immune a travers 1’augmentation de la signalisation via
le récepteur du TGF-B (Transforming Growth Factor-beta) et la suppression de la production de
cytokines Thl (Sugata et al., 2012) et (Zhao et al., 2011).

Au niveau immunitaire, I’ATL se caractérise par une suppression immune. Les lymphocytes T
cytotoxiques dirigés contre HTLV-1 sont anergiques : méme stimulés, ils sont a la fois incapables
de proliférer et de produire I’'TFN-y. Cette inhibition des réponses des lymphocytes T accélére
d’ailleurs la lymphoprolifération (Kannagi et al., 2012). De méme, au cours de I’ATL, les
lymphocytes T CD4+ infectés expriment souvent Foxp3. Ceci correspond au phénotype des
lymphocytes T régulateurs (Kannagi et al., 2012). Ce fonctionnement des lymphocytes T en Treg
contribue a la suppression immune générale qui est observée lors de I’ATL (Pour revue, (Kannagi
et al., 2012)). De plus, les lymphocytes T infectés sont déficients en 1’expression de CD40L. Ils
contribuent a la suppression immune a travers leur incapacité a étre activés par les DCs (Makino
et al., 2001). Enfin, comme les lymphocytes T CD8+ sont aussi infectés, ils sont la cible de leur
propre destruction ce qui diminue le nombre de lymphocytes cytotoxiques CD8+ qui sont
susceptibles de combattre I’infection (Hanon et al., 2000).

Les cellules présentatrices d’antigénes qui constituent probablement les premiéres cellules a
reconnaitre HTLV-1 lors de la primo-infection contribuent encore au mécanisme de suppression
immune lors de I’ATL. Le chapitre 4 qui traitera du détournement des fonctions des DCs par les

virus abordera la contribution des DCs au développement de I’ATL.
1.42 HAM/TSP

En 1985, Antoine Gessain et ses collaborateurs ont mis en évidence la présence d’anticorps anti-
HTLV-1 chez un groupe de patients atteints d’un désordre neurologique progressif, la paraparésie
spastique tropicale (TSP pour Tropical Spastic Paraparesis), en Martinique (Gessain et al., 1985).

Une année plus tard, Osame reportait 1’existence d’anticorps anti-HTLV-1 spécifiques chez des
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patients japonais atteints de myélopathie (HAM pour HTLV-1 associated myelopathy) (Osame et
al., 1986).

Des études ultérieures ne tardérent pas a révéler que ’'HAM et la TSP sont en réalité la méme
pathologie dont 1’agent étiologique serait HTLV-1. Les symptomes majeurs de I’HAM/TSP
incluent la spasticité et la faiblesse des muscles au niveau des membres inférieurs et le
dysfonctionnement vesical.

La période de latence pour le développement de la paraparésie peut étre plus courte que celle de
I’ATL: elle peut durer quelques mois ou s’étendre sur plusieurs dizaines d’années (Osame et al.,
1990). Les femmes séropositives a HTLV-1 sont trois fois plus enclines a développer la
paraparésie que les hommes. Aussi, ’age moyen de survenue de cette pathologie est de 43 ans
(Uchiyama et al., 1977).

En 2002, Nagai a démontré 1’existence d une corrélation entre charge provirale élevée des PBMCs
chez les patients atteints ’HAM/TSP et I’étendue des dommages du systéme nerveux central
(Nagai et al., 1998). Cependant, les connaissances actuelles montrent que la charge provirale
constitue un mauvais indicateur pour prédire le devenir des patients: des porteurs
asymptomatiques conservent parfois des charges provirales élevées sans jamais développer des

symptdmes cliniques associés a I’infection par HTLV-1 (Martins et al., 2017).

1.4.2.1 Mécanismes moléculaires de développement de I'HAM/TSP

Différentes hypothéses expliquent les dommages neurologiques de ’'HAM/TSP. Selon une
premiere hypothése, HTLV-1 envahirait les populations cellulaires du systéme nerveux central
comme les neurones et les cellules gliales. Ici, la protéine transactivatrice Tax ’hyper-stimulerait’’
le systétme immunitaire : des anticorps anti-Tax interagiraient avec des protéines neuronales
comme la protéine Al causant une inflammation au niveau du systéme nerveux central (Levin et
al., 2002). Cette inflammation induit la dysfonction des oligodendrocytes et la démyélinisation des
neurones (Alefantis et al., 2005). Des hybridations in situ entreprises par Lehky ont mis en
évidence I’ARN d’HTLV-1 dans la moelle épiniere ainsi que dans des sections du cerebellum. De
plus, des analyses histologiques ont démontré que les astrocytes sont également infectés (Lehky et
al., 1995).

Pour Moore, Matsui et Kruoda, ce seraient les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ présents dans
les echantillons de moelle épiniére de patients HAM/TSP qui causeraient les dommages du SNC
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(Moore et al., 1989) en raison de leur activité cytotoxique élevée (Matsui and Kuroda, 1997). En
effet, tous les patients HAM/TSP ont d’importantes quantités de lymphocytes T cytotoXiques
dirigés contre les protéines Tax ou Env d’HTLV-1 aussi bien dans le sang périphérique que dans
le systeme nerveux central. Il en est de méme pour les lymphocytes T cytotoxiques dirigés contre
la polymérase et HBZ qui sont également des antigenes immunogeénes (Pour revue, (Kannagi et
al., 2012). D’ailleurs, une autre expérience qui a fait appel a I’imagerie par résonnance magnetique
a permis de constater de nombreuses lésions au niveau de la moelle épiniére d’un patient
HAM/TSP envahies par des lymphocytes T CD8+ (Levin and Jacobson, 1997).

Contrairement a I’immunosuppression caractéristique de I’ATL, les réponses immunitaires
inflammatoires sont caractéristiques de ’THAM/TSP.

Lors de ’THAM/TSP, I’infection par HTLV-1 activerait la transcription de génes cellulaires qui
induiraient la sécrétion de cytokines inflammatoires. D’ailleurs, des marquages immuno-
histochimiques d’échantillons de moelle épinicre de patients HAM/TSP autopsiés ont permis de
constater I’expression de TNF-a, IFN-y, IL-1p dans les macrophages infiltrés, dans la microglie
et les astrocytes des lésions inflammatoires (Umehara et al., 1994). De méme, les lymphocytes T
cytotoxiques attaquent les cellules infectées et secrétent également des cytokines pro-
inflammatoires (IFN-y, TNF-a, IL-16), des chimiokines (MIP-1 alpha, MIP-1 beta), des
métalloprotéinases (métalloproteinase-9), une large famille d’endopeptidases Zn2+ qui dégradent
les protéines de la matrice en endommageant directement les cellules (Biddison et al., 1997).
Récemment, Yamano et Coler-Reilly ont montré que la chimiokine CXCL10 est impliquée dans
le maintien de I’inflammation du SNC. Les astrocytes seraient les cellules productrices de
CXCL10 (Yamano and Coler-Reilly, 2017).

En 2012, Tattermusch et al., avaient comparé les profils transcriptomiques sanguins (leucocytes)
de porteurs asymptomatiques d’HTLV-1, de malades atteints d’HAM/TSP et de sujets séronégatifs
pour HTLV-1 (sujets contrdles) (Tattermusch et al., 2012). Tattermusch a montré que la présence
de PTHAM/TSP est associée a la surexpression de certains ISGs. Cette signature corréle aussi
positivement a la sévérité de la maladie et est absente chez les porteurs d’HTLV-1
asymptomatiques. Ce qui reste méconnu est de savoir si cette signature contribue au dommage
tissulaire de ’'HAM/TSP ou, au contraire, si elle serait conséquente a I’inflammation qui

I’accompagne.
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1.4.3  Autres pathologies associees a HTLV-1

La liste des maladies associées a HTLV-1 est étendue a :

Maladie Symptomatologie
Dermatite associée a HTLV-1 - Eczéma avec des surinfections a Staphylococcus
(Alvarez et al., 2016) aureus ou aux streptococcus béta-hémolytiques.
Uvéites (Terada et al., 2017) - L’infection a HTLV-1 dans les régions endémiques est

associee a des uvéites, kératoconjonctivites et des
kératites intersticielles.
- Leur survenue en chronique chez les enfants peut

résulter en une dégénérescence de la rétine.

Polymyosite (Ozden et al., - Cette pathologie est liée a la migration tissulaire des

2004) lymphocytes T CD4+ et des lymphocytes cytotoxiques
infectés par HTLV-1

- Des lymphocytes T cytotoxiques anti-Tax sont recrutés

au niveau des tissus musculaires enflammés des

patients infectés par HTLV-1

Tableau 2 : Autres pathologies associées a HTLV-1 : la dermatite, les Iésions oculaires ou la
polymyosite s’ajoutent a ’THAM/TSP et a I’ATL comme pathologies associées a HTLV-1.

1.5 Trois voies de transmission inter-humaines

1.5.1 Transmission verticale par allaitement

Il s’agit de la principale voie de transmission d’HTLV-1 dans les régions endémiques. 20% des
nourissons allaités sur une durée supérieure a 6 mois sont a risque d’étre infectés par HTLV-1
(Moriuchi et al., 2013). Environ 5% des individus qui sont infectés a la suite d’une transmission
verticale par allaitement développent I’ATL (Kakuda et al., 2002).

Chez le nourrisson, I’infection par HTLV-1 se fait lors de 1’allaitement prolongé au-dela de 6 mois
a la suite de I’ingestion de lait contenant des cellules contaminées (Takezaki et al., 1997). Southern
et Southern ont montré que les lymphocytes T, les monocytes, les macrophages et les cellules
épithéliales du lait maternel hébergent le provirus (Southern and Southern, 1998). La charge

provirale du lait maternel est corrélée avec le risque de transmission verticale : 1’incidence de
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I’infection par HTLV-1 est de 4.7/1000 individus/mois lorsque la charge provirale dans le lait est
inférieure a 0.18%. Cependant I’incidence de I’infection par HTLV-1 atteint 28.7/1000
individus/mois lorsque la charge provirale dans le lait maternel est supérieure a 15 % (Li et al.,
2004). Néanmoins, la transmission d’HTLV-1 peut avoir lieu chez les enfants ayant recu du lait
au niveau duquel la charge provirale est faible. Ceci peut étre lié au fait que le nombre de cellules
dans le lait maternel varie le long de la période pendant laquelle une femme allaite. Il en est
conséquemment de méme pour la charge virale (Jain et al., 1991).

Trois méthodes sont appliquées pour limiter la transmission verticale par allaitement : la premiere
est la limitation de la durée de I’allaitement a moins de six mois. La seconde méthode est
I’extraction du lait maternel puis sa congeélation a -20°C sur une durée supérieure a 12 heures. Cette
seconde méthode permet la destruction des cellules infectées par HTLV-1 in vitro (pour revue
(Carneiro-Proietti et al., 2014). La troisiéme méthode consiste a remplacer 1’allaitement des
nourrissons par le lait en bouteille (Nerome et al., 2014).

Pique et Jones ont proposé un mode¢le illustrant la transmission de I’infection a la suite de
I’ingestion du lait maternel contaminé (Pique and Jones, 2012). Dans leur modeéle, les cellules
infectées par HTLV-1 ainsi que les virions qu’elles produisent dans le lait traversent la muqueuse
orale ou gastro-intestinale. Le passage des cellules infectées se ferait de préférence au niveau des
breches des muqueuses digestives. Les cellules infectées peuvent s’attacher sur le pdle apical des
cellules épithéliales et les infecter. Les particules virales nouvellement synthétisés bourgeonnent
au niveau du pdle basal de ces cellules (Pique and Jones, 2012).

Enfin, la transcytose d’HTLV-1, décrite par Martin-Latil, constitue un mécanisme de transport
trancellulaire que peuvent emprunter les virions produits par les lymphocytes T infectés pour la
traversee de la barriere épithéliale (Martin-Latil et al., 2012). Ces virions qui migrent par
transcytose peuvent infecter les lymphocytes T ou B ou les DCs situés sous la barriére épithéliale.
En plus de la transcytose, les lymphocytes infectés peuvent aussi infecter les DCs et les
lymphocytes T. Pour cela, les lymphocytes infectés traversent, en premier, la couche de mucus et
passent, ensuite, entre les entérocytes pour atteindre la lamina propria au niveau de laquelle DCs
et lymphocytes T sont localisés. L’étude de Martin-Latil (Martin-Latil et al., 2012) suggére que

I’infection des entérocytes n’a pas lieu (Pour revue (Percher et al., 2016)).
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1.5.2 Transmission sexuelle

Les rapports sexuels non protéges, la présence des ulcéres génitaux, les antécédants de MSTs
(maladies sexuellement transmissibles) et le nombre élevé de partenaires sexuels sont des facteurs
de risque pour la transmission sexuelle d’HTLV-1 (Murphy et al., 1989b). Chez un individu
chroniquement infecté, les cellules infectées contenues dans le sperme ou les sécrétions cervico-
vaginales sont encore meconnues. Comme dans le cadre d’une transmission par voie digestive, la
transmission sexuelle requiert qu’HTLV-1 traverse les barrieres mucosales des tractus génitaux.
Une fois la barriere muqueuse traversée, le virus pourrait infecter les DCs, les macrophages et les
lymphocytes T.

Une étude a récemment été menée a Salvador, la ville du Brésil ou la prévalence d’HTLV-1 est la
plus élevée : 1.45 % de la population générale. Cette étude a montré, a travers trois arguments, que
c’est la transmission sexuelle qui contribue a I’augmentation de la prévalence d’HTLV-1 au niveau
de la population générale : le premier argument est I’association robuste entre I’infection par la
syphilis (une MST) et I’infection par HTLV-1, le second argument est la faible prévalence
d’HTLV-1 au niveau des enfants et des adolescents de moins de 17 ans, et le troisieme argument
est, contrairement au précédent, 1’augmentation de la prévalence de I’infection par HTLV-1 chez
les groupes des individus adultes (Nunes et al., 2017).

Enfin, une étude récente en Argentine a montré que la prévalence d’HTLV-1 entre les membres
d’une famille ou des cas d’infections sont répertoriés est de 31.52%. La prévalence élevée serait a
la fois causée ici par la transmission verticale par allaitement en plus de la transmission sexuelle

entre les époux (Frutos et al., 2017).
1.5.3 Transmission horizontale sanguine d’HTLV-1

HTLV-1 est aussi transmis a la suite d’une transfusion de produits sanguins contaminés. La
transmission sanguine se fait souvent entre toxicomanes lors du partage des seringues.

D’apreés Osame, environ 20% des individus infectés ayant développé ’'HAM/TSP se rappellent
avoir subi une transfusion sanguine contre seulement 3% des individus séronégatifs de la
population contrdle de I’étude (Osame et al., 1990). Contrairement a la transmission d’HTLV-1
par voie sexuelle ou par allaitement, la transmission sanguine ne requiert pas la traversée d’une
barriere mucosale. Ainsi, la transmission virale selon cette voie serait la plus efficace et pourrait

conduire a plus de 44% de séroconversion rien qu’apreés une exposition unique a des cellules
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sanguines infectées par HTLV-1 (Manns et al., 1992). Récemment, Sobata a estimé que 90000
cellules infectées du sang sont suffisantes pour établir la transmission par transfusion sanguine
d’HTLV-1 (Sobata et al., 2015). La transmission sanguine constitue un risque majeur pour le
développement de ’'HAM/TSP (Gessain and Mahieux, 2012).

Finalement, Cook a récemment décrit trois cas de transmission d’HTLV-1 a la suite de
transplantation d’organes (deux reins et un foie). Les greffons sont prélevés sur le cadavre d’une
femme décédée et infectée par HTLV-1 mais dont le status sérologique était inconnu au moment
de la transplantation des trois greffés. Ici, les anticorps anti-HTLV-1 sont détectés au 16éme jour
de la date de la greffe chez deux transplantés et au 39°™ jour chez le troisiéme transplanté. Chez
ces trois patients, une thérapie anti-rétrovirale (association d’un inhibiteur de la transcriptase
inverse et d’un inhibiteur de I’intégrase) fut initiée. Néanmoins, elle a été incapable de limiter

I’augmentation de la charge provirale chez les trois patients (Cook et al., 2016).

1.6 Tropisme viral

1.7 Récepteurs d’entrée virale a HTLV-1

1.8 Capacité migratoire des cellules infectées par HTLV-1
1.9 Mécanismes de transmission inter-cellulaires d’"HTLV-1

Les chapitres 1.6 a 1.9 sont développés dans la revue parue dans médecine/sciences dans son
numeéro de Juin 2015 et figurant ci-apres (Rizkallah et al., 2015).
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> Le rétrovirus HTLV-1 est I’agent étiologique de
la leucémie a cellules T de 'adulte (ATLL) et de la
paraparésie spastique tropicale, une myélopathie
associée a HTLV-1 (HAM/TSP). In vivo, le provirus
est principalement détecté dans les lymphocytes
T CD4". Il est aussi, mais moins fréquemment,
retrouvé dans des lymphocytes T CD8', des
lymphocytes B, des monocytes, des macrophages,
des cellules dendritiques et d’autres cellules non
lymphoides. Le virus HTLV-1 libre étant faiblement
infectieux, sa transmission dépend de contacts
inter-cellulaires. Ce mode de transmission repose
sur la capacité accrue des cellules infectées a
migrer, une fonction assurée par I'activateur
transcriptionnel viral Tax via la réorganisation
du cytosquelette. La transmission intercellulaire
de HTLV-1 repose sur trois voies moléculaires non
exclusives. Tout d’abord, la synapse virologique
(vS), similaire a la synapse immune, définit un
espace de contact spécialisé et polarisé entre la
cellule infectée et la cellule cible, a I'intérieur
duquel le virus est transmis. Ce mécanisme
dépend également de la protéine Tax qui contrdle
le réarrangement du cytosquelette responsable
de la polarisation de la cellule infectée. Le
deuxieme mode de transmission virale dépend du
transfert d’une structure extracellulaire adhésive
dans laquelle s’accumulent les virions. Ce biofilm
viral est enrichi en protéines de la matrice
extra-cellulaire et en protéines d’adhésion de
la cellule hote, dont I’expression est augmentée
par la protéine Tax. Enfin, le troisieme mode de
transmission du virus utilise des extensions de
la membrane des cellules infectées qui forment
des conduits intercellulaires, et permettent le
transfert des protéines de HTLV-1 aux cellules
cibles, mais aussi la stabilisation des contacts
intercellulaires. L'objectif de cette revue est de
détailler les mécanismes moléculaires de ces trois
voies de transmission de HTLV-1. <
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Le rétrovirus oncogene T-lymphotrope de type 1 humain (HTLV-1,
human T-lymphotropic virus type 1) est endémique au Japon, en
Afrique subsaharienne, dans la région Caraibe et en Amérique du Sud.
Il infecte 5 & 10 millions d’individus dans le monde [1]. Il est "agent
étiologique de I’ATLL ou leucémie a cellules T de 'adulte, et de la
TSP/HAM ou paraparésie spastique tropicale/myélopathie associée
a HTLV-1. U'ATLL, caractérisée par Iintégration clonale du provirus
dans les cellules tumorales, est une lymphoprolifération maligne de
lymphocytes T CD4" ayant un phénotype activé. Cliniquement, quatre
formes d’ATLL sont identifiées : indolente, chronique, lymphomateuse
et aigué. Les formes indolente et chronique peuvent progresser vers la
forme aigué, cette derniére étant la plus agressive, avec une médiane
de survie des patients de 6 mois. La HAM/TSP est, quant a elle, une
maladie neuro-inflammatoire chronique [2] dont I’évolution aboutit
a une invalidation progressive des fonctions motrices. Elle est clini-
quement caractérisée par une spasticité! et une faiblesse musculaire
des membres inférieurs, et par un dysfonctionnement de I"appareil uri-
naire. Ainsi, dix ans apres le diagnostic, prés de 50 % des patients sont
incapables de se déplacer de fagon autonome. Ces deux pathologies ne
se développent qu’apres une période de latence clinique de plusieurs
décennies suivant la primo-infection par le virus.

Le génome d’HTLV-1 est encapsidé dans une structure formée par la
protéine virale p19, codée par le géne viral gag, et enveloppé d’une
membrane contenant une glycoprotéine de surface, la gp46 (ou surface

! La spasticité est une augmentation du réflexe tonique d’étirement, c’est-a-dire une contraction muscu-
laire réflexe exagérée. Le membre spastique perd de sa souplesse et de sa mobilité.
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Type cellulaire

(W

Lymphocytes CD4"

Monoeytes

Monocytes/
macrophages

Macrophages

Myéloides (my)

Plasmacytoides

(p)

Cellules
dendritiques

Différenciées in
vitro @ partir de
monocytes

Tissu du cervix

Glandes

sudoripares
Tissus

Biopsies

mammaires

Tissu du systéme
nerveux central

Infection par HTLV-1

Démontrée ex vivo, & partir de cellules mono-
nucléées (CMN) sanguines de patients TSP/HAM
cultivées in vitro [46]

Démantrée ex vive, a partir de CMN de patients
ATLL cultivées in vitro [46]

Démaontrée ex vive, a partir de la purification des
lymphocytes B circulants de patients TSP/HAM,
ATLL et de porteurs osymptomatigues [46]

Démontrée ex vivo, a partir de CMN de porteurs
asymptomatiques [7]

Démontrée in vitra, aprés infection de monocytes
[4]. Uinfection induit 'apoptose des monocytes

Démantrée ex vive, a partir de la purification des
macrophages circulants de patients TSP/HAM, ATLL
et de porteurs asymptomatiques [47]

Démontrée ex vive, dans des cellules dendritiques
de patients TSP/HAM [46]. In vitro aprés infection
des myDC purifiées & partir de CMN de donneurs de
sang non infectés [§]

Démaontrée ex vive, 4 partir de CMN issues de

patients ATLL [8]

Démaontrée in vitra, aprés infection de pDC puri-
fiées a partir de CMN de donneurs de sang non
infectés [8]

Démontrée in vitro, aprés infection avec du virus
libre [8] ou des lignées chroniquement infectées
[48]

Démontrée ex vive sur du tissu du cervix [49]

Démontree ex vivo sur des sécrétions vaginales

[501

Démontrée ex vivo sur des biopsies de peau de
porteurs asymptomatiques [51]

Démontrée in vitro aprés infection de cellules
basales épithéliales primaires avec des lignées
lymphacytaires infectées [52]

Démontrée ex vivo sur du matériel d'autopsie :
cervelet et moelle épiniére de patients TSP/HAM

(53]

Méthode de détection

Expression de la protéine régulatrice Tax (cytomé-
trie en Flux et ARNm)
Présence de I'ADN proviral (PCR)

Expression de |a protéine régulatrice Tax (cytomé-
trie en flux et ARNm)
Présence de I'ADM proviral (PCR)

Présence de I'ADM proviral (PCR)
Présence de la protéine de capside p19 (cytomé-
trie en flux)

Présence du provirus (PCR)

Présence de I'ADN rétrotranscrit mais non intégré

(PCR)

Présence de I'ADN proviral (PCR)

Présence d’acides nucléigues viraux (hybridation
in situ)

Présence des protéines de la matrice MA et régu-
latrice Tax (cytométrie en flux)

Présence du provirus (PCR).
Présence des protéines de la matrice MA et régu-
latrice Tax (cytométrie en flux)

Production de particules virales (ELISA pl9 dans
les surnogeants de culture)

Expression de |a protéine régulatrice Tax (cytomé-
trie en flux)

Production de particules virales.

Expression de la protéine régulatrice Tax (cytomé-
trie en flux).

Expression de |a protéine gag p19 (cytométrie en
flux et immunofluarescence).

Présence du provirus (PCR)

Présence du provirus (PCR)

Présence du provirus (nested PCR)

Présence du provirus (PCR et immunohistachimie)

Présence des ARNm viraux (hybridation in situ)

Tableau I. Différents types cellulaires infectés par HTLV-1.
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unit - SU), liée & une glycoprotéine transmembranaire, la gp2l (ou
transmembrane unit - TM). Les protéines gp46 et gp21 sont codées par le
gene viral env. C'est la protéine gp46 qui assure la fixation, puis I'entrée
du virus dans les cellules cibles. La transmission d’HTLV-1 d’un individu
a un autre suit 'une des trois voies suivantes [3] : transmission verti-
cale lors d’un allaitement prolongé au-dela de six mois ; transmission
sexuelle préférentiellement de I’homme vers la femme ; transmission par
des produits sanguins contenant des cellules infectées.

L'objectif de cette revue est de documenter les mécanismes molécu-
laires permettant la transmission d’HTLV-1.

Tropisme viral de HTLV-1

HTLV-1 a été détecté pour la premiére fois dans les cellules d’un patient
atteint d’un lymphome T cutané initialement diagnostiqué comme
mycosis fungoides, ainsi que dans deux lignées dérivées des cellules
tumorales de ce méme patient. La recherche du génome viral intégré
(provirus) dans I’ADN génomique de différentes populations cellulaires
a permis de définir le tropisme du virus (Tableau /). In vivo, le provi-
rus HTLV-1 est trés majoritairement détecté dans les lymphocytes T
mémoires CD4"CD45R0". Des analyses ex vivo ont permis de montrer
que le provirus est également présent dans les lymphocytes T CD8", les
lymphocytes B, les monocytes, les cellules dendritiques myéloides, les
cellules dendritiques plasmacytoides et les macrophages. Des ARN mes-
sagers viraux ont été détectés dans des astrocytes au sein de biopsies du
cervelet et de la moelle épiniére de patients atteints de TSP/HAM.

Les modeles actuels suggerent que Iinfection virale induit d’abord une
étape d’immortalisation au cours de laquelle les cellules infectées se
divisent de fagon continue sous I'influence des effets pléiotropes de la
protéine transactivatrice Tax. Cette étape requiert la présence de cyto-
kines telles que I’interleukine (IL)-2. Par la suite, cette immortalisation
conduit a la transformation des cellules a I'origine de la leucémie. L'ex-
pression de la protéine Tax est plus rarement détectée dans les cellules
transformées provenant de patients souffrant de leucémie T de I'adulte
(ATLL). Le virus induit une prolifération clonale, ce qui permet d’aug-
menter la charge provirale en I'absence de toute étape de transcription
inverse ou de production de virions. Ainsi, chez un individu infecté,
asymptomatique ou malade, plusieurs clones de lymphocytes T infectés
sont détectés, chacun de ces clones résultant d’un événement d’intégra-
tion virale. Mais le développement d’une leucémie sera la conséquence
de la prolifération d’un seul clone, dans lequel un événement transfor-
mant sera survenu [4]. In vivo et ex vivo, ni les ARN messagers viraux,
ni les protéines virales, ni le virus libre dans le plasma ne sont aisément
détectés. Ceci suggere la mise en place d’une réponse immunitaire de
I’héte a I’origine de la restriction de I'expression du virus [5].

In vitro, HTLV-1 infecte de facon productive les lignées de cellules
lymphoides et les cellules dendritiques dérivées de monocytes humains
(pour une revue [3]). Bien que susceptible & Iinfection, les monocytes
eux-mémes ne sont pas permissifs pour la réplication virale. Leur expo-
sition au virus conduit en effet a leur mort par apoptose [6]. Pourtant,
on peut retrouver des provirus intégrés dans le génome des monocytes
de patients infectés [7].
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Les cellules dendritiques, quant a elles, sont capables
de transmettre le virus aux lymphocytes T CD4* in vitro
[8]. Ces cellules, qu’elles soient mucosales ou sanguines,
pourraient ainsi étre les premieres cellules infectées lors
d’une primo-infection in vivo, et elles pourraient trans-
mettre HTLV-1 aux lymphocytes apreés leur migration vers
les organes lymphoides.

Trois molécules impliquées dans I’entrée virale

La capacité du virus HTLV-1 a infecter de nombreuses
cellules humaines et animales in vitro a longtemps
constitué un obstacle a I'identification de ses récepteurs.
Plusieurs molécules sont impliquées dans la fixation du
virus aux cellules cibles, puis dans I"entrée du virus dans
les cellules (Tableau /1) (pour revue voir [9]). La fixa-
tion des particules virales sur les cellules cibles dépend
de I'expression de protéoglycanes a héparanes sulfates
(HSPG), qui constituent un premier facteur d’attache-
ment. GLUT-1, un transporteur du glucose fortement
exprimé par les cellules T activées, est ensuite impliqué
dans I’entrée du virus. Le niveau d’expression de GLUT-1
a la surface des cellules n’est cependant pas corrélé au
niveau de fixation de la protéine virale d’enveloppe SU
[10], suggérant que GLUT-1 intervient dans les événe-
ments tardifs de I'entrée (étape de fusion) [11]. Une
troisieme molécule contribue a I'entrée du virus. Il s’agit
de la neuropiline-1 (NRP-1 ou BDCA4 [blood dendritic
cell antigen 4], CD304 ou VEGF165R [vascular endothelial
growth factor isoform 165 receptor]). Son expression in
vivo est limitée aux lymphocytes T activés, aux cellules
dendritiques, aux cellules endothéliales ainsi qu’a cer-
taines cellules tumorales [12]. NRP-1 est en effet expri-
mée dans la trés grande majorité des cellules transfor-
mées, dont les lignées de laboratoires [13], ce qui corréle
avec le tropisme de HTLV-1 in vitro. C'est un récepteur de
Pisoforme A du VEGF (VEGF165), qui joue un rdle en parti-
culier dans la survie des cellules tumorales [14].+

Lentrée productive du virus requiert des interactions
séquentielles entre les protéines d’enveloppe virales et
ces trois molécules [9]. Selon le modeéle proposé par Pique
et Jones [3], les HSPG interagissent avec SU, permettant
I’attachement initial des virions et leur concentration a la
surface cellulaire. Les HSPG assurent par ailleurs le recru-
tement de NRP-1. Une interaction s’établit ensuite entre la
région 90-94 de SU et le domaine « b » de NRP-1, stabili-
sée par les HSPG. Un second changement de conformation
permet I'interaction de la tyrosine 114 de la SU avec GLUT-

ZNRP-1 présente trois domaines extracellulaires (q, b et c), un domaine transmem-
branaire et un domaine intracytoplasmique court. Le domaine b est capable de lier
le VEGF mais également les chaines d’héparanes sulfates des HSPG.

631



632

Récepteurs de HTLV-1

GLUT-1 ou transporteur du
glucose -1

BDCA-4 ou NRP-1 ou CD304 ou
VEGF165R

Protéoglycanes a héparanes
sulfates
(HSPG et syndécan 1 et 2)

Localisation cellulaire

Ubiquitaire dans toutes les
lignées de laboratoires
Surexprimé apreés activation des
cellules ou dans les cellules en
prolifération

In vivo : lymphocytes T activés,
cellules dendritiques (DC), cel-
lules endothéliales et certaines
lignées de cellules tumorales
In vitro : expression dans qua-
siment toutes les lignées dont
particulierement les cellules
dendritiques

Toutes les cellules. Les HSPG
sont un composant de la matrice
extracellulaire

Cellules dendritiques, cellules
dendritiques dérivant de mono-

Réle dans ’entrée virale

€vénements tardifs de I’entrée
tels que la fusion [11]

Liaison de la protéine Env de
HTLV-1 (SU) a la surface de la
cellule cible [54], formation de
syncytiums [55]

Facteurs d’attachement et de
concentration du virion a la sur-
face de la cellule cible

Assurent le recrutement de
NRP-1 [9]

Facteur d’attachement et de
concentration du virion a la
membrane des cellules dendri-
tiques [15]

Exception

Les lignées de glioblastome/
astrogliome n’expriment pas
GLUT-1 mais sont sensibles a
I’infection par HTLV-1

Infection possible en présence
d’anticorps bloquant Iinterac-
tion entre HTLV-1 et NRP-1 dans

les cellules dendritiques [15]

Les cellules T CD4* non activées
expriment peu ou pas de HSPG.
Infection possible en présence
d’anticorps bloquant
I’interaction entre les HSPG

et HTLV-1 dans les cellules
dendritiques [15]

Expression restreinte a
quelques sous-types de

DC-SIGN cytes (MDDC), cellules den- Z X L, . X
» o L, Egalement impliqué dans la cellules dendritiques, mais pas
dritiques myéloides et lignées . i i
) transmission du virus des d’expression dans les pDC
cellulaires B o
cellules dendritiques aux
lymphocytes T
Tableau Il. Récepteurs cellulaires de HTLV-1. DC : cellules dendritiques.

1, conduisant alors a la fusion des membranes virales et cellulaires. Ce
modele a été validé dans les lymphocytes T CD4*, mais n’est peut étre pas
généralisable a toutes les cellules primaires. €n particulier, 'infection des
cellules dendritiques dérivant de monocytes reste possible en présence
d’anticorps bloquant I'interaction de SU avec les HSPG ou NRP-1. Dans
ce cas, la fixation du virus pourrait dépendre de I’expression de DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-
integrin), une lectine de type C exprimée par les cellules dendritiques [15].
De méme, bien que n’exprimant pas GLUT-1, les cellules de la lignée U87
(provenant d’astrocytes tumoraux) sont infectables par HTLV-1 [16]. Leur
infection dépendrait de I’expression de NRP-1 [17]. Ces deux exemples
suggerent I’existence possible d’autres récepteurs spécifiques de certains
types cellulaires cibles de HTLV-1, ou une utilisation alternative des récep-
teurs en fonction des types cellulaires.

Une capacité accrue des cellules infectées a migrer

Bien que certaines études aient décrit I'infection de lymphocytes T ou de
lymphocytes B par du virus libre in vitro, aucun cas humain d’infection
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n'a été observé apres une transfusion de produits san-
guins acellulaires. In vitro, et a I'exception des cellules
dendritiques [8], I'infection des cellules cibles n’est pos-
sible qu’aprés un contact étroit avec une cellule infectée
de facon productive [18], ce qui permet d’augmenter
d’un facteur 10000 I’efficacité de I’infection [19].

Ce contact cellule-cellule, parfois appelé « conjugué »,
est associé a plusieurs événements : migration des cel-
lules infectées vers leur cible, formation d’une synapse,
polarisation du centre organisateur des microtubules
(microtubule organizing center, MTOC) dans la cellule
infectée, et transfert polarisé et localisé du virus au
point de contact. Ces événements dépendent tous d’une
réorganisation du cytosquelette qui fait intervenir les
réseaux d’actine et de tubuline dans la cellule infectée
[19, 20]. Ce phénomeéne est contrdlé par la protéine
virale Tax, qui colocalise partiellement avec le MTOC [20].
Uinfection par HTLV-1, ou "expression de la protéine Tax
elle-méme, modifie I"expression de plusieurs protéines



* * Formation
des
filopodes

scine Assemblage des

microtubules et

polarisation cellulaire

Dépolymérisation RMP-
de I’actine
a l'uropode
Formation des
lamellipodes
OCKI,
Lymphocyte infecté
Figure 1. Modele des mécani léculaires dui

| Sens de la migration

Lymphocyte cible

a la migration des lymphocytes induite par Uinfection HTLV-1 et la protéine Tax. La

migration des cellules repose sur plusieurs mécanismes : la formation de filopodes, I’assemblage des microtubules et la polarisation de la cellule
dans le sens de la migration, la formation de lamellipodes et, enfin, la dépolymérisation de 'actine au pSle opposé a la migration. Plusieurs cas-
cades de signalisation impliquant des protéines G de la famille Rho/Rac (représentées en orange) sont activées afin de coordonner la migration et
la polymérisation/dépolymérisation de I'actine (représentée en jaune) ou des microtubules (représentés en gris). Les protéines dont I’expression
est augmentée par Tax ou suite a I'infection par HTLV-1 sont indiquées en gras et en italique, et sont replacées dans les voies de signalisation

auxquelles elles appartiennent. CADM-1 et Gem sont impliquées dans la formation des lamellipodes, la fascine dans la formation des filopodes et

CRMP-2 dans la polarisation cellulaire.

impliquées dans la régulation du cytosquelette (Figure 1). CRMP-2
(collapsin response mediator protein 2) participe & la polarisation et
la migration des lymphocytes T [21]. La fascine® [22] stabilise les fila-
ments d’actine en se concentrant au niveau des protrusions. Gem [23],
une protéine de la famille des petites protéines G Rac/Rho, ou CADM-1
(cell adhesion molecule 1), une molécule d’adhérence impliquée dans
I’infiltration des cellules tumorales [24], sont étroitement liées a la
motilité et a "adhérence des cellules infectées a leurs cellules cibles.
engagement de CADM-1 permet le recrutement de TIAM (T [ymphoma
invasion and metastasis), un facteur d’échange pour la GTPase Rac,
I’activation de Rac et la formation de lamellipodes [25]. Gem et la
fascine colocalisent avec I'actine [22, 23], mais pas avec Tax, alors
que CRMP-2 colocalise avec les microtubules et partiellement avec
Tax au niveau des contacts cellule-cellule [26]. CRMP-2 permet
I’assemblage des microtubules lorsqu’elle est phosphorylée par ROCK-II
(Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2), une kinase
activée par la GTPase Rho, ce qui pourrait contrdler la polarisation du
MTOC. La fascine contrble la stabilisation des filaments d’actine au
niveau des filopodes par son interaction avec LIMK1/2 (LIM domain
kinase 1/2), celle-ci est également contrdlée par la GTPase Rho.

¥ La fascine qui stabilise les filaments d’actine et se concentre au niveau des protrusions cellulaires
(filopodes) lors de la migration. Elle est exprimée dans les cellules dendritiques, neuronales, mésenchy-
mateuses et endothéliales, mais pas dans les lymphocytes. Elle est surexprimée dans de nombreux cancers
(sein, cdlon, poumon, etc.) et serait un marqueur pronostique et de métastase.
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Dans les neurones, Gem est un régulateur négatif de
ROCK1 (Rho-associated, coiled-coil containing protein
kinase 1), une kinase activée par la GTPase Rho qui est
impliquée dans la rétraction des neurites. Gem pourrait
donc aussi réguler ROCK1 et promouvoir la dépola-
risation de I’actine au niveau de la traine cellulaire
(uropode) dans les lymphocytes infectés par HTLV-1,
permettant leur mouvement vers les cellules cibles.
Lextinction de I"expression d’une seule de ces protéines
suffit a diminuer fortement la migration des cellules
infectées, suggérant que les trois mécanismes ne sont
pas redondants. De plus, si les protéines Gem, CRMP-2
et fascine contrdlent a la fois la migration des cellules
infectées et les contacts entre cellules, seule la pro-
téine Gem est impliquée dans le transfert des particules
virales vers la cellule cible [23].

Une transmission polarisée au niveau du point
de contact cellule-cellule

Le contact entre une cellule infectée et une cellule cible
permet I’établissement d’une synapse virologique [27,
561, qui s’apparente partiellement & la synapse immu-
nologique (Figure 2A, panneau du haut). Comme il le
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A Synapse virologique B Biofilm viral € Conduits viro-induits

Infectée Cible Infectée

Agrine

/‘! o-dystroglycanes
Intégrine ™

Actine LFA-1

Figure 2. Représentation schématique des trois voies de transmission du rétrovirus HTLV-1 d’un lymphocyte infecté vers un lymphocyte cible. Pour
chaque panneau, la cellule infectée est représentée en bleu et la cible en rose, les virions ou les éléments viraux (ADN proviral ou protéines) sont
représentés en violet. A. La synapse virologique est caractérisée par un contact étroit entre deux cellules, stabilisé par des interactions entre des
protéines d’adhérence (ici ICAM-1 et LFA-1 exprimées a la fois sur les cellules infectées et les cellules cibles) et des interactions entre protéines
virales et cellulaires (ici CD82 et SU ou SU et NRP-1). accumulation des protéines virales et du génome (non représenté) conduit (1) au bourgeon-
nement des virions dans la fente synaptique, puis (2) & la fixation des virions au niveau de la cellule cible sur les récepteurs également concentrés
a la synapse (3). Afin de faciliter la lecture, I’échelle n’a pas été respectée. La polarisation du MTOC, représenté par deux centrioles et un réseau
de microtubules (en bleu), est schématisée par sa localisation a proximité de la synapse. La protéine Tax est représentée a proximité du MTOC, mais
sa localisation précise au niveau de la synapse n’est pas documentée. B. Biofilm viral : les virions sont localisés dans la matrice extracellulaire
des lymphocytes infectés. La matrice extracellulaire est un réseau de glycoprotéines (agrine, collagéne, galectine, HSPG) réticulé par des chaines
de carbohydrates (représentés par des traits fins verts [héparune sulfate] et bleu [mannose] ou des billes roses [gulactose]). Les virions HTLV-1
sont représentés en violet, piégés dans la matrice par leur interaction avec la téthérine et les HSPG. L'échelle n’a pas été respectée pour plus de
clarté. €. Conduit : protrusion membranaire émanant du lymphocyte T infecté vers le lymphocyte T cible. Ces extensions membranaires sont formées
par la polymérisation de la F-actine (représentée par des ronds jaunes) et permettent une connexion directe avec le lymphocyte cible, facilitant
le transfert de la protéine virale p8.

fait dans la synapse immunologique [57], le MTOC se polarise au point  La synapse immunologique et la polarisation du MTOC
de contact lors de la formation de la synapse virologique [27]. Ala  sont les conséquences de I’engagement des récepteurs
différence de la synapse immunologique, cette polarisation a lieu dans  impliqués dans I’activation immunitaire comme le TcR,
la cellule infectée et non dans la cellule cible. Elle est associée a une (D28, LFA-1 (leukocyte function-associated antigen)
accumulation des protéines Gag et Env a la jonction entre la cellule et CD50 ou ICAM-3 (intercellular cell-adhesion mole-
infectée et la cellule cible, ainsi qu’a celle du génome viral [27]. Ceci  cule 3) [57]. Au contraire, dans les cellules infectées
suggere que le virus pourrait bourgeonner au niveau du contact, une  par HTLV-1, ces événements sont indépendants de
hypothése démontrée par la détection de particules virales & I'inté-  I’activation du TcR, de la voie NF-kB [20, 30] ou de
rieur de la fente synaptique [28, 29]. ’engagement de CD28, CD2 ou CD50 [31].
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Cest en fait I'interaction entre les protéines d’adhérence ICAM-1
(CD54) présentes sur la cellule infectée, et LFA-1 exprimée par la cel-
lule cible, qui permet I’établissement de la synapse virologique [27] et
la polarisation du MTOC [20, 30, 31]. Or, ICAM-1 est surexprimée dans
les cellules infectées. ’engagement d’ICAM-1 par des anticorps, ou par
son ligand LFA-1, suffit & induire une voie de signalisation impliquant
RAS/MEK/ERK qui conduit a la polarisation du MTOC vers le péle de
signalisation [30]. Le méme processus est aussi induit par I'agréga-
tion de LFA-1 ou de CD25 [31], dont I'expression augmente dans les
cellules infectées. Ainsi, la synapse virologique est stabilisée par des
complexes ICAM-1/LFA-1 et des complexes LFA-1/ICAM-1 (Figure 24,
panneau du bas).

La concentration de LFA-1 a la surface des cellules infectées est
contrdlée par les protéines virales auxiliaires p12 et p8 [32, 33]. Ainsi,
’accumulation de LFA-1 induite par pl2 augmente I'adhérence des
lymphocytes T dans lesquels pl2 est surexprimée [32]. Au contraire,
p8 est recrutée a la membrane plasmique et colocalise avec LFA-1 [33]
(Figure 24, panneau du bas).

Enfin, une troisieme protéine d’adhérence pourrait étre engagée dans
la formation de la synapse virologique. Il s’agit de CD82, une tétras-
panine, qui colocalise avec LFA-1 pour stabiliser la synapse immuno-
logique @ la suite de ’engagement du TcR, et qui participe a la réorga-
nisation du cytosquelette via une voie de signalisation impliquant les
protéines Rho. La présence de CD82 n’a pas été recherchée au niveau
de la synapse virologique, mais il est vraisemblable qu’elle y soit pré-
sente car elle interagit avec les protéines virales SU et TM [34], ainsi
quavec Gag [35, 361 (Figure 24, panneau du bas).

Ainsi, les protéines virales Gag, p8, pl2, Env et Tax participeraient,
selon des modalités distinctes, a I'induction de contacts cellulaires, la
formation d’une synapse virale, I’assemblage des particules virales au
point de contact et au transfert polarisé des virions.

Le biofilm : agrégats infectieux a la surface de la cellule
héte, une alternative a la synapse virologique ?

€n dehors du contact cellulaire établi lors de la synapse virologique,
HTLV-1 peut aussi étre transmis par I'intermédiaire d’un agrégat
viral ou biofilm viral (Figure 2B, panneau du haut) [56]. Concentré
a la surface des cellules productivement infectées, au niveau de la
matrice extracellulaire, le biofilm viral est composé de collageéne, de
galectine-3 [58], d’agrine, d’intégrine et de glycosides complexes
[37] (Figure 2B, panneau du bas). Il ne comporte ni fibronectine, ni
galectine-1, ni o.-dystroglycane, ce qui suggeére que 'accumulation de
certaines protéines de la matrice extracellulaire y est sélective. On y
trouve également la téthérine (également appelée BST-2 - bone mar-
row stromal antigen 2 ou CD317) [37], une protéine dont la synthese
est induite par 'IFN (interféron) de type I, et dont la fonction, décrite
dans les cellules infectées par VIH-1 (virus de I'immunodéficience
humaine de type 1), est de restreindre la dissémination virale en rete-
nant les virions au niveau de la membrane plasmique. 'expression de
la téthérine dans les cellules infectées par HTLV-1 n’affecte cependant
pas la transmission virale lorsque celle-ci a lieu par contacts cellu-
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laires [38]. Au contraire, la présence de la protéine
dans le biofilm pourrait contribuer au maintien du virus
au niveau de la membrane plasmique, et favoriserait
son transfert lors d’un contact avec une cellule cible.
L"association du virus dans un biofilm confére aussi une
protection physique aux particules
virales qui sont particulierement
instables dans les milieux biolo-

(=) Voir la Synthese
de D. Lebeaux et
J.M.Ghigo, m/s n° 8-9,
aoit-septembre 2012,
page 739

giques et peu glycosylées [39]
(pour une revue complete sur les
biofilms, voir [59]) (=¥).

Le biofilm présente une capacité d’adhérence rapide a
d’autres cellules. A la différence de la synapse virolo-
gique, sa transmission ne nécessite ni la réorganisation
du cytosquelette de la cellule infectée, ni sa polarisa-
tion. Ceci pourrait permettre un transfert rapide du virus,
méme lors d’un contact éphémere. In vitro, le décrochage
mécanique du biofilm réduit le nombre de cellules infec-
tées de plus de 80 % lors de la formation de conjugués
cellule-cellule [37], démontrant que cette structure
participe efficacement a la transmission virale.

Les conduits : réseaux facilitant la transmission

€n plus des agrégats viraux, on trouve au niveau des
cellules infectées des protrusions nommées conduits
(Figure 2C, panneau du haut). Ces structures sont for-
mées de novo a partir de la membrane plasmique grdce
a la polymérisation de I’actine-F qui forme des ponts
entre les cellules productrices de virus et les cellules
cibles. Ces conduits pourraient participer a la stabili-
sation des contacts entre les cellules, mais aussi per-
mettre des échanges de protéines cytoplasmiques [33].
La protéine virale p8 augmente le nombre ou la longueur
de ces conduits, mais aussi les contacts qu’ils établissent
entre les cellules infectées et les cellules cibles [33]. Ces
conduits permettent le transfert de la protéine p8 dans
la cellule cible, avant ou concomitamment & I'infection
(Figure 2C, panneau du bas). Le transfert de p8 permet-
trait de contrdler la réponse immune en diminuant la
signalisation via le TcR et expression du CMH-1 (com-
plexe majeur d’histocompatibilité) [33]. L'expression de
p8 dans la cellule cible augmente I’expression de LFA-1
[33], dont P’interaction avec ICAM-1 au niveau de la
cellule infectée est au ceeur de la formation de conjugués
et de I’établissement de la synapse virologique. Ainsi, la
formation des conduits pourrait avoir une double fonc-
tion : stabiliser les interactions entre les cellules par des
contacts autour de la synapse virologique, et permettre
un passage d’éléments viraux (telle que la protéine p8)
du cytoplasme de la cellule infectée vers celui de la cel-
lule cible sans passage a la membrane.
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Conclusions

HTLV-1 se transmet essentiellement lors de contacts cellule-cellule.
La concentration virale au niveau de la synapse virologique ou du
biofilm viral permet le transfert des virions de fagon directionnelle et
extrémement efficace. Cette stratégie limite les interactions du virus
avec le milieu, ce qui lui permet d’échapper a la réponse immune [28,
40]. Dans une coculture de cellules infectées avec des cellules cibles,
on peut observer a la fois des synapses virologiques, des conduits
entre les cellules, un biofilm [33], ou bien un biofilm et des synapses
virologiques [37]. Le mécanisme de transmission par contacts cel-
lule-cellule n’est cependant pas unique & HTLV-1 [41]. €n particulier,
VIH-1 se transmet via une synapse virologique [40, 42], et le transfert
de protéines virales au travers de conduits formés entre les cellules
infectées et les cellules cibles participe & la transmission virale [43].
Comme pour HTLV-1, ce mode de transmission est bien plus efficace
que la libération de particules virales libres [44]. €n revanche, I'accu-
mulation de VIH-1 dans un biofilm viral @ la membrane plasmique des
cellules infectées n’a pour 'instant pas été décrite.

En dépit de la caractérisation des mécanismes de transmission de
HTLV-1 décrits dans cette revue, plusieurs éléments restent mal com-
pris. €n particulier, on ne connait pas encore les types cellulaires au
sein desquels HTLV-1 se propage lors de la primo-infection, avant
d’engager une réplication clonale dans les lymphocytes T CD4". €n
effet, la majorité des travaux utilisent des lymphocytes T comme
modéles, mais les mécanismes mis en jeu pour le transfert du virus
d’une cellule a une autre pourraient étre différents lorsque la cellule
donneuse n’est pas un lymphocyte. De méme, on ne connait pas les
mécanismes précis d’entrée du virus HTLV-1 dans la cellule cible lors
de la transmission synaptique, ou lors du transfert de biofilm. Y a-t-il
fusion a la membrane, ou, comme dans le cas du VIH-1, endocytose
des particules virales et fusion dans les endosomes [45] ? Enfin, la
nécessité d’un contact étroit entre une cellule infectée et sa cible
suggere que le succes de I'infection pourrait aussi dépendre de signaux
complémentaires induits par I’engagement de protéines cellulaires
au moment du contact. Les études qui permettront de répondre a ces
questions seront importantes pour une meilleure compréhension du
mode de dissémination du virus lors de la primo-infection. ¢

SUMMARY

Intercellular transmission of HTLV-1: not all mechanisms have been
revealed

HTLV-1 is the etiological agent of Adult T cell Leukemia/Lymphoma
(ATLL) and of HTLV-1-Associated Myelopathy/tropical spastic parapare-
sis (HAM/TSP). It is mainly detected in CD4* lymphocytes in vivo, but pro-
viral genomes have also been detected although less frequently, in CD8"
T lymphocytes, B lymphocytes, monocytes, macrophages, dendritic cells
and other non-lymphoid cells. Virus spread is highly dependent on cell-
cell contact. This mode of transmission is correlated with an increased
ability of infected cells to migrate, a property linked to cytoskeleton
reorganization induced by the viral Tax protein. Cell-to-cell transmission
relies on at least three non-exclusive molecular pathways. First, a specia-
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lized area, the “virological synapse” (VS) promotes direct
transmission of budding HTLV-1 particles into a synap-
tic cleft formed between infected and uninfected cells.
Second, HTLV-1 particles accumulate at the plasma mem-
brane of infected cells in a biofilm-like extracellular viral
assembly that resembles a bacterial biofilm. Viral biofilm
is rapidly transmitted to uninfected cells when infected
cells contact target cells. Finally, membrane extensions
called inter-cellular conduits facilitate HTLV-1 proteins
transfer from infected to uninfected target cells, and
may stabilize cell-cell contacts. The aim of this review is
to summarize the molecular mechanisms of these HTLV-1
transmission pathways. ¢
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3 Les Cellules Dendritiques : définition, fonctions et sous-types

3.1 Définition des cellules dendritiques (DCs)

C’est Ralph Steinman qui a identifi¢ une population de “’cellules stellaires’” au niveau de
préparations de splénocytes de souris. Au niveau morphologique, ces cellules se caractérisent par
: un noyau large et réfractile contenant deux nucléoles, un cytoplasme abondant renfermant des
mitochondries sphériques, plusieurs granules lipidiques dans les pseudopodes, une petite région
périnucléaire qui renferme le corps de Golgi, une paire de centrioles ainsi que des corps
multivésiculaires. Cependant, ces cellules sont mobiles : elles rétractent constamment leurs
prolongements dendritiques cytoplasmiques ce qui module en continu leur morphologie. Leur
mobilité les distingue d’ailleurs des macrophages qui sont relativement plus sédentaires. C’est en
raison de la présence des dendrites que 1’appellation “’cellules dendritiques’” (DCs) leur a été
attribuée (Steinman and Cohn, 1973).

Les DCs font partie des phagocytes mononucléaires, groupe de cellules myéloides qui
comprennent encore deux autres types cellulaires majeurs : les monocytes et les macrophages. Ces
cellules modulent les fonctions immunitaires innées et adaptatives. Ces fonctions sont aussi
partagées par d’autres cellules, en particulier les lymphocytes B avec qui les DCs forment le groupe
des cellules présentatrices d’antigenes (CPAs).

A I’heure actuelle, différents sous-types de DCs sont décrits. La description d’un sous-type dépend
de divers critéres : sa localisation, son phénotype de surface, sa morphologie, son profil particulier
d’expression des génes, ses fonctions spécialisées. Les facteurs de transcription servant a la
différenciation d’un sous-type de DCs complétent aussi sa description (Merad et al., 2013).
Néanmoins, selon le micro-environnement spécifique dans lequel un sous-type de DCs se retrouve,
son profil transcriptomique varie. Par exemple, en utilisant une analyse transcriptomique, Duluc a
montré qu’au niveau vaginal, les DCs de Langerhans (LCs) sont davantage enrichies en transcrits
qui participent a I’'immunité (défensines, cytokines dont IL-1, IL-17...), au mécanisme de la
phagocytose et a 1’adhérence cellulaire (kératine) alors qu’au niveau de la peau, les cellules de
Langerhans sont davantage enrichies en transcrits en relation avec les réactions métaboliques
(Duluc et al., 2014). Ceci est illustré dans le pannel B de la figure 10.

Migratoires ou résidentes, les DCs sont localisées dans les organes lymphoides (thymus, foie,

ganglions lymphatiques ou muqueuses associées aux ganglions lymphoides) ou non lymphoides
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(organes stériles comme le pancréas, le cceur, le foie, les reins) Ou Ceux connectés a
I’environnement comme la peau.

Bien qu’elles constituent environ 1% des cellules hématopoiétiques d’un organe lymphoide ou du
sang, les DCs sont des sentinelles du systéme immunitaire (O’Keeffe et al., 2015). Les DCs
humaines (a ’exception des DCs de Langerhans (LCs)) se différencient a partir du précurseur

hématopoiétique CD34+, qui est aussi le précurseur des monocytes (Lee et al., 2015).

3.2 Fonctions des DCs

Les DCs criblent leur environnement. En réponse a une variété de stimuli, elles maturent et migrent
vers les organes lymphoides pour initier les réponses immunitaires. Dans ce qui suit je vais décrire
les principales fonctions des DCs dont nous avons testé certaines au cours de mon étude sur

I’interaction d’HTLV-1 et de différents sous-types de DCs.
3.2.1 Reconnaissance des pathogeénes via les TLRs, maturation et migration des DCs

Les PAMPs ou les DAMPS (Pathogen or Damage Associated Molecular Pattern) qui sont des
motifs moléculaires associés aux microorganismes se lient sur les PRRs (Pattern Recognition
Receptor). Ces PRRs sont differemment exprimés par les sous-types de DCs (Legitimo et al.,
2014). Parmi ces PRRs, les TLRs (Toll Like Receptor) sont des protéines transmembranaires
comportant un domaine extracellulaire qui recoit le signal de danger, un domaine
transmembranaire et enfin un domaine intracellulaire contenant un death domain permettant la
transduction du signal d’activation. L’activation des TLRS résulte en 1’activation de trois voies
pro-inflammatoires : la voie MAPK kinase (pour mitogen-activated protein kinase), la voie NF-«
B et la voie de I’IRF. L’activation des TLRs active également TBK1 (pour TANK-binding kinase
1) et 1B Kkinase-= (IKKe) qui sont responsables de la production de I’'TFN (Barton and Kagan,
2009).

En réponse a I’engagement des TLRs, les DCs maturent. Lors de la maturation, les DCs rentrent
dans un programme de différenciation a la suite duquel elles sur-expriment les molécules de co-
stimulation (CD80, CD86) qui fournissent aux lymphocytes T un signal nécessaire a son
activation. Elles sur-expriment aussi les molécules du CMH-1 et Il (Sallusto and Lanzavecchia,

1994). L’équipe de Moris a récemment exploré les conséquences de I’engagement des TLR 1, 2,
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3,4,5,6, 7,8, 9 sur ’expression des marqueurs classiques d’activation des MDDCs : CD86,
CD83, CMH-I et HLA-DR (CMH-II). L’équipe a montré qu’en 24 heures de stimulation, tous les
agonistes des TLRs, a I’exception du TLR2, induisent une sur-régulation importante de CD86,
CD83, CMH-1 et HLA-DR. Les sur-expressions les plus importantes de CD86, CD83 et HLA-DR
sont particuliérement observées a la suite de ’engagement du TLR-4 par son agoniste, le LPS. Au
contraire, les autres agonistes des TLRs induisent un moindre changement de 1’expression de ces
marqueurs (Cardinaud et al., 2017) .

La maturation coincide aussi avec la migration des DCs vers les ganglions lymphatiques ou les
DCs induisent I’expansion clonale des lymphocytes T spécifiques d’un antigéne donné.

La migration est un procédé cellulaire complexe qui requiert I’intégration de divers événements :
la formation du contact cellule-cellule ou cellule-matrice et 1’acquisition d’un phénotype mobile.
Ce sont les GTPases, Cdc42, Rac et Rho qui manipulent la réorganisation du cytosquelette d’actine
des DCs (Burns et al., 2001). La protéine Wasp pour “’Wiskott-Aldrich Syndrome Protein”’,
exprimée par les cellules hématopoiétiques transduit les signaux de la surface cellulaire au
cytosquelette d’actine. Ceci se fait a travers la liaison spécifique de WASp a Cdc42, et a Rac
(Aspenstrom et al., 1996). Le domaine C-terminal de WASp lie aussi le complexe Arp2/3 (pour
actin related protein 2/3) dont la fonction est d’organiser le cytosquelette des eucaryotes a travers
la nucléation du filament d’actine puis la liaison de ce néo-filament par son extrémité a un autre
filament. De plus, la stabilité que confére WASp au cytosquelette d’actine des DCs contribue
étroitement au contact DC-lymphocyte T (Malinova et al., 2016). D’aprés Malinova, en I’absence
de WASp au niveau des DCs, le réseau d’actine localisé au niveau du contact DC-lymphocyte T
(synapse immunologique) est moins stable. De méme, I’absence de WASp des DCs, conduit a la
diminution de la polarisation d’ICAM-1 et des molécules du CMH-II au niveau de la synapse
immunologique (Malinova et al., 2016) ce qui suggere que I’induction du lymphocyte par la DC
est réduite.

L’expression de certains récepteurs est impliquée dans la migration des DCs. Par exemple,
I’activation du récepteur CCR7 des chimiokines de la famille CC permet la migration des LCs
murines de I’épiderme vers le derme (Ohl et al., 2004). De méme, les inhibiteurs de 1’acétylation
des histones (HDACIs) jouent un réle immunomodulateur a travers la suppression de la migration
des DCs murines immatures. Ceci se fait ici a travers la régulation de I’expression de CCR1 a la

surface des DCs (Kim and Lee, 2017). De méme, la maturation des DCs murines in vitro ou in
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vivo est accompagnée de la sur-expression des récepteurs S1P1 et S1IP3 des sphingosines-1-
phosphate (S1P). La S1P, métabolite de différents types cellulaires comme les plaquettes est un
médiateur lipidique doué de propriétés chemo-attractives a I’égard de différents types cellulaires
comme les lymphocytes B et les DCs. L’équipe de Czeloth a ici démontré que seules les DCs
matures sont capables de migrer sous I’effet de S1P et que le traitement des DCs matures avec les
inhibiteurs spécifiques des GTPases Rac, Cdc42 ou Rho abolit leur migration (Czeloth et al.,
2005). Dans ce cas, la stimulation des DCs matures par S1P active en premier lieu la protéine G
hétérotrimérique G,; (Sugimoto et al., 2003). Ensuite, les signaux relatifs a la migration sont
transmis a Cdc42 et aux GTPases Rac ou AKT, des protéines qui régulent les voies de signalisation
relatives a différentes fonctions cellulaires comme la migration, la macropinocytose et la
progression du cycle cellulaire (Arikawa et al., 2003). C’est le PI3K (pour phosphatidyl-inositol-
3-kinase) qui active AKT1 ou Racl (Singh, 2016). D’ailleurs, des DCs matures de souris qui sont
déficientes en Rac (Racl et Rac2), deux GTPases de la famille Rho associées a la membrane
plasmique, ne sont ni mobiles ni capables de migrer vers les ganglions lymphatiques (Benvenuti
et al., 2004). Notons enfin que Rac2 détermine 1’assemblage subcellulaire de la NADPH oxydase
(NOX2) aux phagosomes. L’activité de NOX2 sera particulierement revue dans le chapitre 4.4.1
au moment de la description des mécanismes d’actions des agents lysosomotropes lors d’une

infection cellulaire productive (ou cis-infection).
3.2.2 La présentation antigénique et la sécrétion des cytokines par les DCs

La présentation d’un antigéne par une DC aux lymphocytes T constitue la fonction principale de
la DC (Albert et al., 1998). Les récepteurs des cellules T (TCR) reconnaissent spécifiqguement les
molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) en association avec des peptides de
taille variable. Ces peptides sont générés a partir des antigénes internalisés dans la DC puis chargés
sur les molécules du CMH avant d’étre transportés a la surface cellulaire. Les DCs sont 300 fois
plus puissantes que les PBMCs dans la stimulation des lymphocytes adultes (Sallusto and
Lanzavecchia, 1994). Nous parlons de présentation croisée (en anglais, cross-presentation) lorsque
I’APC présente I’antigéne via sa molécule du CMH-1 aux lymphocytes T CD8+.

Dans la présentation croisee, ‘’les compartiments de présentation antigénique’’ correspondent aux
compartiments ou les protéases apprétent les antigénes qui sont capturés et destinés a étre

présentés. Ces compartiments sont identifiés par plusieurs marqueurs : Rab5 et EEAL (Burgdorf
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et al., 2007), Rab14 et RAB3b/3c (Zou et al., 2009). La caractéristique de ces compartiments est
qu’il sont capables de garder les antigénes ou les pathogénes sur des périodes prolongées de 2 a 3
jours sans protéolyse (Faure et al., 2009) et ceci grace au recrutement du complexe de la NADPH
oxydase (Savina et al., 2006). Le complexe de la NADPH oxydase empéche le pH du
compartiment de s’acidifier rapidement. C’est le trafic des antigénes vers les endosomes tardifs ou
les lysosomes qui assure la présentation antigénique efficace aux lymphocytes T CD4+ (Mahnke
et al., 2000). L’autophagie, mécanisme regroupant plusieurs voies de dégradation lysosomale des
constituants cellulaires, augmente 1’efficacité de la présentation antigénique dans les DCs a travers
la fusion continue des autophagosomes avec les compartiments de présentation (Schmid et al.,
2007).

Les DCs qui présentent un antigene délivrent trois sortes de signaux aux lymphocytes T naifs. Le
premier signal provient du peptide antigénique li¢ au complexe majeur d’histocompatibilité. Le
second signal correspond a la signalisation a travers la molécule de co-stimulation CD28 du
lymphocyte T qui lient le CD80 ou le CD86 (Schoenberger et al., 1998) de la surface des DCs. Le
troisieme signal correspond aux cytokines qui sont impliquées dans la polarisation de la réponse
effectrice des lymphocytes T. Les différents signaux de co-stimulation favorisent la différenciation
des lymphocytes T (Heath and Carbone, 2001).

Les signaux transmis aux lymphocytes T ne sont pas toujours des signaux inducteurs. Par exemple,
CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 ou CD152) est un membre de la
superfamille des immunoglobulines qui transmet un signal inhibiteur aux lymphocytes T. Lors de
I’interaction entre lymphocytes Treg et les DCs, I’induction de CD80 par CTLA-4—Ig conduit a la
sécrétion de I’IFN-y par les DCs (Logue and Sha, 2004). L’TFN-y a un effet autocrine sur les DCs.
Cet effet conduit a la sécrétion de I’enzyme IDO (tryptophan-catabolizing indoleamine 2,3-
dioygénase) par la DC. A 1’état physiologique, I’IDO produite par les DCs catalyse le tryptophane
en divers métabolites. La déplétion du tryptophane de son milieu est associée a I’inhibition des
fonctions ainsi que de la prolifération des lymphocytes T (Mellor and Munn, 2004), du fait de
I’arrét du cycle cellulaire (Munn et al., 1999). De méme, 1’exposition in vitro, des DCs ou des
pDCs au VIH-1 induit une activit¢ IDO conduisant a 1’inhibition de la prolifération des
lymphocytes T CD4+ et en la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Treg
CD4+CD25+FOXP3 (Manches et al., 2008). L’augmentation de I’activité IDO a été également
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observée in vivo, chez des patients infectés par le VIH-1 (Boasso et al., 2007), chez les patients
infectés par le virus de I’hépatite C (VHC) (Larrea et al., 2007) et le virus de I’hépatite B (VHB)
(Chen et al., 2009), ce qui suggére que I’induction de I’activité IDO pourrait étre un des
mécanismes de persistance virale. Notons toutefois que I’expression de I’IDO peut étre réprimée
a la suite du traitement des DCs par I’IL-6 recombinante ou a la suite de I’engagement de CD80
ou de CD86 par CD28. Ici, la stimulation par 1’IL-6 conduit a la sous-régulation de 1’expression
du récepteur de I’IFN-y. Ceci est corrélé avec la réduction de I’habilité de ces cellules a métaboliser
le tryptophane et a initier I’apoptose des lymphocytes T in vitro (Grohmann et al., 2001).

En dehors de I’induction de I’IDO qui permettrait I’échappement viral a la réponse immune, les
pathogenes inhibent aussi la présentation antigénique afin de contourner les défenses de 1’hote.

J’aborderai, au chapitre 4 cet aspect en partant de I’exemple de nombreux virus.

Enfin, la polarisation de la réponse effectrice des lymphocytes T dépend des cytokines produites
par les DCs mais aussi des cytokines présentes dans le micro-environnement des lymphocytes T
(Song et al., 2017). Drailleurs, les cytokines présentes dans le microenvironnement des DCs
modulent a la fois la sécrétion des cytokines par les DCs et I’orientation de la réponse immune des
lymphocytes T. Par exemple, les DCs humaines exposees a I’IL-10 ne secrétent plus les cytokines
pro-inflammatoires comme 1’IL-1f, IL-6, IL-12 et TNF-a aprés stimulation au LPS. Dans ce cas,
aucune induction de la prolifération des lymphocytes T ne peut avoir lieu (Yang and Lattime,
2003).

L’orientation de la réponse immune adaptative des lymphocytes inclut la polarisation Thl, Th2,
Th17 et Treg. Le développement des deux réponses Thl et Th2 est mutuellement antagoniste.
L’IFN vy (signature des Thl) bloque le développement des Th2 via I’inhibition de la production
d’IL-4 (signature des Th2) et réciproquement (Steinman and Hemmi, 2006). De méme, I’'TL-35,

cytokine produite par les lymphocytes Treg supprime 1’orientation Th17.

Les caracteristiques de ces 4 polarisations sont décrites dans le tableau 3 ci-dessous :
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Type Principales Caractéristique de 1’orientation immune
d’orientation cytokines
immune inductrice de
’orientation
immune
Thl ou IL-12, I1L-18, Les lymphocytes Thl sécrétent majoritairement de I’'TFN y
. iy et de I’IL2 induisant des réponses immunes essentiellement
immunité IL-27 T .
a médiation cellulaire.
cellulaire
Th2 ou IL-33 La réponse Th2 assure I’activation des lymphocytes B et
. iy leur différenciation en plasmocytes. Ceci favorise
immunité S N .
I’élimination de pathogeénes comme les helminthes.
humorale Les lymphocytes Th2 produisent 1’I1L-4, IL-5, IL-6, IL-10,
IL-13, IL-25.
Th17 TGF-B, IL-6, IL- | Les lymphocytes Th17 interviennent dans le controle des
infections bactériennes et fongique. Ils secretent 1’'TL-17,
22, 1L-23 ,
I’IL-26.
T TGF-B, IL-10, IL- | Les lymphocytes Treg inhibent les réponses immunitaires
. des lymphocytes T et sécrétent des cytokines anti-
régulateurs 35 inflammatoires (IL-28, IL-29).

Tableau 3 : Ce tableau résume 4 types d’orientations immunes des lymphocytes T. Il précise les
principales cytokines présentes dans 1’environnement des lymphocytes T lors de 1’orientation
immune ainsi que le ou les traits principal/aux de 1’orientation immune. Ce tableau est inspiré du
manuel “’Immunology : an illustrated outline’’ de David Male. (Edition Garland Science, 5°™
édition).

3.2.3 La production de I’interféron par les DCs

Les IFNs de type | (IFN-a et IFN-B) sont des cytokines produites par les cellules du systéeme
immunitaire mais également par les cellules épithéliales et les fibroblastes a de faibles
concentrations dans les conditions physiologiques normales. Cependant leur production est
augmentée a la suite de I’exposition de ces cellules a des pathogénes ou aux produits des
pathogénes comme I’ARN viral (Belardelli, 1995). Ce sont les DCs plasmacytoides (pDCs) qui
produisent majoritairement I’IFN-a. in vivo (Siegal et al., 1999). Il existe 12 sous-types différents
pour I’IFN-a contre un seul sous-type pour I’IFN-B (Lavender et al., 2016). Cependant, c’est I’IFN
a de type 2 qui est le sous-type utilisé en clinique (Harper et al., 2015). L’IFN est utilisé en
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combinaison avec la zidovudine dans le traitement de I’ATL de type chronique, aigue et indolente

(Nasr et al., 2017).

La liaison des IFNs a leur récepteur aboutit a la régulation de I’expression de plus de 300 ISGs.

Ces genes codent pour des protéines aux activités anti-virales et immunorégulatrices qui, dans

certains cas peuvent supprimer la réplication du virus et permettre la clairance virale. Parmi les
ISGs, MxA, OAS et A3G (APOBEC-3G) qui sont considérés comme d’excellents marqueurs de

I’action de I’IFN et exercent particuliérement un réle de premier plan dans les réponses immunes

intra-cellulaires comme nous pouvons le constater a travers le tableau 4 ci-dessous (pour revue

(Sadler and Williams, 2008)).

1SG

Etape ciblée au niveau du cycle viral

MxA

Cette protéine s’accumule sous forme de monomeres dans le
cytoplasme et les membranes intracellulaires du réticulum
endoplasmique. Au moment de [D’infection virale , les
monomeres de MxA lient les nucléocapsides des virus ainsi que
d’autres composants Vviraux en vue de les dégrader. Les familles
de virus touchées par I’activitt de MxA comprennent :
Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae,
Paramyxoviridae, Picornaviridae, Togaviridae, Reoviridae,
Hepadnaviridae, Asfarviridae et Poxviridae (Pavlovic et al.,
1990). Nous pouvons retrouver une liste exhaustive des virus
dont I’infection est restreinte par I’activité de Mx A dans la revue
d’Haller (Haller et al., 2015).

TRIM 5a
(simian tripartite interaction
motif)

TRIM 5a empéche la décapsidation du VIH-1 ce qui abolit les
étapes de transcription inverse ainsi I’ intégration du VIH-1 dans
le génome de la cellule hote (Richardson et al., 2014).

Par exemple, les travaux de Ribeiro montrent que la liaison du
VIH-1 a la langérine, récepteur des LCs induit la restriction par
TRIMS5a. Ici, TRIMSa interfére avec la voie de 1’autophagie
pour dégrader le VIH-1 et prévenir I’infection des LCs (Ribeiro
etal., 2016).

TRIMS5a  restreint la  réplication d’HTLV-1: les
polymorphismes liés a TRIMSa sont associés a des charges
provirales élevés (Nozuma et al., 2017).

APOBEC3G

(apolipoprotéin B mRNA-
editing catalytic polypeptide-
like 3G)

APOBECS3G est un facteur de restriction de I’infection par le
VIH-1 et le VHB. APOBEC3G édite le génome du VIH-1 et du
VHB durant la transcription inverse a travers la désamination
d’une cytidine. L’activit¢t d’APOEC3G  génére des
hypermutations au niveau des génomes du VIH-1 et du VHB
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qui ne sont plus viables (Adolph et al., 2013), (Letko et al.,
2015) et (Chen et al., 2017a).

APOBEC3G est incorporée dans les virions d’HTLV-1.
Néanmoins, I’inhibition par APOBEC3G de I’infection par
HTLV-1 se fait, in vitro, selon un mécanisme different de la
désamination de la cytidine (Sasada et al., 2005). En revanche,
APOBEC3G n’est pas efficace pour restreindre 1’infection par
HTLV-1, in vivo (Mahieux et al., 2005).

RNAse L

Elle dégrade I’ARNm du virus de la dengue (Lin et al., 2009),
du virus chikungunya et du VHC (Sadler and Williams, 2008).

De plus, les polymorphismes de la RNAseL n’affectent pas son
activité répressive contre le VHB, VHC, VIH-1 et HTLV-1
(Arredondo et al., 2012).

PKR

(double-stranded RNA  (ds-
RNA)-activated
serine/threonine protein Kinase

PKR est une kinase exprimée dans tous les tissus. Elle affecte la
phosphorylation du facteur 2 d’initiation chez les eucaryotes
(Eif2) ce qui supprime la traduction de ’ARNm (Sadler and
Williams, 2008).

L’infection par le VIH-1 est suivie par I’induction de PKR. PKR
interfere avec le VIH-1 via la phosphorylation de Tat. Ici la
phosphorylation de Tat se fait au niveau de 5 résidus spécifiques
Ser/Thr. La phosphorylation de Tat par PKR résulte en
I’inhibition significative de I’activité de Tat et en la restriction
de la réplication du VIH-1 (Yoon et al., 2015).

PKR inhibe I’infection par HTLV-1 des lymphocytes traités a
I’IFN (Cachat et al., 2013).

Tétherine

La tétherine également appelée BST-2 ou CD317 est une
protéine trans-membrannaire ancrée dans la membrane
plasmique au niveau des rafts lipidiques. Les études de Bego
montrent que le géne de la tetherine est activé de maniére
précoce en post-stimulation par I’'TFN. Aussi, I’expression de la
tetherine est maintenue méme en 1’absence de I’IFN-a (Bego et
al., 2012). Le rble de la téthérine est d’empécher le relargage
des virions et ceci a travers leur rétention au niveau de la
membrane plasmique des cellules infectées. Elle prévient la
libération des particules de VIH-1 a partir des cellules infectées
(Harris et al., 2012). Ainsi, la tetherine fait partie de I’'immunité
cellulaire innée (Liberatore et al., 2017).

Tableau 4 : Fonctions anti-virales de 6 ISGs (pour revue (Sadler and Williams, 2008)).

L’IFN de type 1 augmente la survie des pDCs (Kadowaki et al., 2001). Il stimule également

I’expression des molécules du CMH-I par les DCs (Schwartz et al., 1996). L’IFN de type 1 peut
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aussi favoriser la différenciation des monocytes en DCs durant les infections virales (Lapenta et
al., 2003). Le Bon a montré que I’'I[FN-a renforce la présentation croisée impliquant des
lymphocytes T CD8+ dans un modéle murin (Le Bon et al., 2003). Dans un modéle humain, les
DCs inflammatoires IFN-a DCs différenciées in vitro en présence d’IFN sont supérieures aux IL-
4 DCs autologues en terme d’efficacité de présentation croisée aux lymphocytes T CD8+ (Lapenta
et al., 2006).

Enfin, lors de I’infection par le VIH-1, I'TFN-a inhibe & la fois la réplication du VIH-1 dans les
lymphocytes T CD4+, les DCs et les macrophages in vitro ainsi que la transmission cellule-cellule
du VIH-1 entre les lymphocytes T CD4+ et entre DCs-lymphocytes T (Coleman et al., 2011).

3.3 Sous-types de DCs in vivo et in vitro

Le précurseur hématopoiétique CD34+ permet a la fois la différenciation des pDCs et du
progéniteur des DCs classiques, le pré-cDC. Le pré-cDC se différencie exclusivement en DCs
CD1c+ et en DCs CD141+. In vivo, les autres types des DCs se différencient séparément a partir
des monocytes (O’Keeffe et al., 2015). Le derme et 1’épiderme renferment un sous-type de DCs,
les cellules de Langerhans (LCs). Les études récentes suggerent que la différenciation des LCs est
indépendante du précurseur de la moelle osseuse. Les LCs ne se différencient également pas a
partir des monocytes dans la mesure ou 1’épiderme n’est pas irrigué. Les LCs de 1’épiderme
constitueraient donc un sous-type qui est apparentée aux macrophages non lymphoides des tissus.
Cependant, au contraire des macrophages, les LCs peuvent migrer jusqu’aux ganglions
lymphatiques (Malissen et al., 2014).

Dans ce qui suit, je vais décrire les sous-types de DCs retrouvés in vivo: les cDCs (DCs
classiques), les pDCs (DCs plasmacytoides), les DCs inflammatoires et les cellules de Langerhans.
Ensuite, je vais décrire les cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDCs) différenciées in
vitro que nous avons utilisées d’ailleurs dans mon étude afin de mimer des sous-types de DCs in
vivo. La comparaison des caractéristiques des MDDCs in vitro aux sous-types correspondant de
DCs in vivo constituera un point que j’aborderai lors de la discussion de la justesse du modéle

expérimental utilisé.
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3.3.1 Cellules dendritiques classiques (cDCs)

Ces cellules capturent les antigenes dans les tissus périphériques. Elles apprétent, présentent ces
antigenes et migrent via les vaisseaux lymphatiques afférents vers les organes lymphoides
secondaires. A leurs niveaux, et au contact des lymphocytes T, elles initient les réponses
immunitaires adaptatives. Les DCs classiques ont une demi-vie de quelques jours (entre 3 a 5
jours) (Satpathy et al., 2012) et sont continuellement remplacées a partir des précurseurs de la

moelle osseuse. Cette régenération dépend de la cytokine FIt3L (Proietto et al., 2012).

Les DCs classiques existent en deux états fonctionnels :

- Les DCs immatures: nouvellement différenciées, elles possedent une forte activité
d’endocytose. Elles expriment faiblement les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe 1 et 2.

- Les DCs matures : aussitot que les DCs immatures reconnaissent les PAMPs ou les DAMPS
ou qu’elles sont sujettes a des stimuli inflammatoires, elles sur-régulent I’expression
cytoplasmique des molécules du CMH-1 et 1l et I’expression des molécules de co-stimulation
(CD80, CD86).

Les DCs classiques se partagent en deux sous-types de DCs : les DCs CD141+ et les DCs CD1c+.

3.3.1.1 Le sous-type des DCs CD141+

Ces DCs sont retrouvés dans le sang, les ganglions lymphatiques, la rate, les amygdales, le foie, le
poumon, la peau et les intestins. Elles représentent moins de 0.03% des PBMCs au niveau des
tissus périphériques de I’homme. Ces DCs expriment des taux élevés de TLR qui reconnaissent le
double brin de I’ARN et le simple brin de I’ARN (TLRS).

Les DCs CD141+ ne produisent pas des taux élevés d’IL-12 (Hémont et al., 2013a). Cependant,
ces DCs produisent de I’IFN de type 3 (Egli et al., 2014). Cet IFN de type 3 est plus efficace que
I’IFN de type 1 dans la protection contre le rotavirus ou le norovirus, des virus au tropisme
cellulaire épithélial élevé (Nice et al., 2015). Les DCs CD141+ produisent cet IFN en réponse a
I’HCV ou a I’agoniste du TLR 3, le Polyl :C (Yoshio et al., 2013a) et (Lauterbach et al., 2010).
C’est I’expression exclusive de XCR par les DCs CD141+ qui permet la génération optimale des
réponses immunitaire a médiation cellulaire cytotoxique anti-tumorale et anti-virale (Bachem et
al., 2010). D’ailleurs, le ligand de XCR1, XCLI1 est sécrété par les lymphocytes T CD8+ activés
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et agit comme un puissant chémoattractant (Dorner et al., 2009). C’est encore I’expression de la
lectine de type C CLEC9A, un récepteur des cellules mortes, qui rend ces DCs efficaces dans la
présentation croisée des antigénes de cellules tumorales mortes (Zhang et al., 2012). Les DCs
CD141+ sont capables de stimuler la prolifération in vitro des lymphocytes T CD4+ allogéniques
(Yuetal., 2014). Apres engagement du TLR3, les DCs CD141+ peuvent polariser les lymphocytes
T CDA4+ vers un phénotype Thl (Hémont et al., 2013a). Les DCs CD141+ sont aussi capables
d’induire des réponses immunitaires de type Th2 aprés stimulation par le virus vivant atténué de
I’influenza de type A (Yu et al., 2014). Les DCs CD141+ qui se retrouvent au niveau de la peau
enflammée exercent des fonctions tolérogénes via la production de I’IL-10 et I’induction des Treg
(Chuetal., 2012).

3.3.1.2 Le sous-type des DCs CD1c+

Les DCs CD1c+ sont retrouvées dans les tissus lymphoides et non lymphoides : au niveau du sang,
des ganglions lymphatiques, des amygdales, de la peau, du foie, des reins, du poumon et du tube
digestif. Les DCs CD1c+ sont influencées par leur environnement local et exercent donc des
fonctions spécialisées selon les organes ou elles se trouvent (Watchmaker et al., 2014).

Le TGF-B induit I’expression de la langérine sur les DCs CD1c+. Aussi, toutes les DCs exprimant
la langérine sont CD1c+ (Bigley et al., 2015). Les DCs CD1c+ induisent des réponses Thl, Th2
et Thl7. Les DCs CD1c+ ont, similairement aux DCs CD141+, la capacité de stimuler les
lymphocytes T CD8+ (Cohn et al., 2013) et (Yu et al., 2014). Les sous-types de DCs CD1c+ et
DC CD141+ induisent similairement la production des cytokines Th2 (I’IL-4 et de I’IL-13) par les
lymphocytes T CD4+ allogéniques (Hémont et al., 2013b) et (Yu et al., 2014). Les DCs CD1c+
intestinales expriment CLEC4A (Watchmaker et al., 2014) qui prévient 1’auto-immunité (Fujikado
et al., 2008). Dans ce méme contexte, Watchmaker constate aussi que les DCs CD1c+ induisent
les lymphocytes Treg au niveau de I’intestin.

Les DCs CD1c+ expriment d’autres protéines impliquées dans les regulations immunes comme
IRAK3, un régulateur négatif de la signalisation via les TLRs ainsi que VSIG4, un régulateur
négatif de ’activation des lymphocytes T. De méme, ces DCs expriment des genes impliqués dans
la régulation de la signalisation de I’IL-22 (Watchmaker et al., 2014). Enfin, au cours des

bronchopneumopathies obstructives chroniques, c’est I’expression élevée de certaines molécules
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régulatrices (ILT4, ICOS-L et PD-L1), ainsi que la production importante de 1’IL-10 par ces DCs
qui permettent la suppression immune (Sato et al., 2013). Comme ces DCs CD1c+ se retrouvent
au niveau du tube digestif, elles constituent probablement les premiéres cellules qui reconnaissent
HTLV-1 a la suite de sa transmission verticale par allaitement. C’est pour cela que nous nous
sommes demandes si les propriétés tolérogénes de ce sous-type de DCs affectent son interaction
avec HTLV-1.

3.3.2 Cellules dendritiques plasmacytoides

Les DCs plasmacytoides ou pDCs sont retrouvés au niveau du sang et des organes lymphoides.
Elles sont rares dans les tissus non lymphoides (Reizis et al., 2011). Contrairement a la
morphologie stellaire des cDCs, les pDCs ont un aspect sphérique et se distinguent par leur
expression spécifique de BDCA2 (CD303) en surface. Apres le contact avec un virus ou des
bactéries, les DCs plasmacytoides sécrétent de I’IFN de type 1 et des cytokines inflammatoires
(Reizis et al., 2011) et (Michea et al., 2013). Le sous-type de pDCs sur-exprimant la protéine CD2
produit I’'TL-12 en réponse a I’infection par le virus de I’influenza de type A (Matsui et al., 2009).
Les pDCs produisent aussi de I’IFN de type Il qui assure les réponses anti-virales dans les
muqueuses (Yoshio et al., 2013). Les pDCs expriment le granzyme B. Le sous-type CD2+ exprime
le lysozyme. Ces deux protéines renforcent 1’activité lytique des pDCs (Matsui et al., 2009).

Dans ce contexte, Macal a montré que le clone 13 du virus LCMV (pour Old World arenaviruses
lymphocytic choriomeningitis) infecte les pDCs. Néanmoins, Macal a également montré que la
réplication de ce virus dans les pDCs n’est pas un prérequis pour la production de I’IFN : des pDCs
non infectées par LCMV produisent de I’IFN de type I et de I’IL-12. Au niveau de ces pDCs non
infectées, la production de I’'TFN fait suite a I’engagement du TLR7/MyD88/IRF7 des pDCs par
un simple brin d’ARN viral (Macal et al., 2012). La production de I’'IFN via 1’engagement du
TLR7 permet de contrdler, ici, I’infection virale chronique. A I’heure actuelle, des agonistes du
TLR7 sont testés pour le traitement des infections virales chroniques : par exemple, la molécule
GS-9620, un agoniste du TLR7 qui supprime I’infection chronique par le VHB au niveau de
modeles animaux est en cours d’essais cliniques sur des patients infectés chroniquement par le

VHB (Bam et al., 2017). Enfin, malgré leur r6le pro-inflammatoire, les pDCs sont associées aux
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mécanismes de tolérance. Ils sont, en effet, capables d’induire les lymphocytes Treg comme par

exemple a la suite d’une greffe afin de limiter les réactions de rejet (Hadeiba et al., 2008).

3.3.3 Cellules dendritiques inflammatoires

Le GM-CSF et I'I[FN-a permettent la différenciation, in vivo, des IFN-a DCs a partir des
monocytes ou des progéniteurs CD34+. Selon le modele décrit par Farkas, les monocytes de la
peau sont capables de migrer. In vivo, au cours de I’inflammation chronique, le GM-CSF produit
par une variété de cellules cutanées (les lymphocytes T activés, les mastocytes, les fibroblastes,
les macrophages, les neutrophiles et les kératinocytes, les cellules endothéliales et les cellules
épithéliales) et I'IFN-a produit par les pDCs participent a la différenciation des DCs
inflammatoires (Farkas et al., 2008). Les DCs inflammatoires participent aux désordres auto-
immuns comme le lupus érythémateux disséminé, le psoriasis et la dermatite atopique (Johnson-
Huang et al., 2009). Enfin, cette induction de la différenciation des DCs in vitro par le GM-CSF

suggere que les monocytes constituent un important réservoir pour différencier des DCs.

3.3.4 Cellules de Langerhans (LCs)

Les LCs renferment les granules acides de Birbeck et expriment spécifiquement une lectine de
type C, la langérine (CD207 ou CLEC4K). Les LCs interagissent avec les kératinocytes. Ces
interactions font intervenir I’E-cadhérine une molécule d’adhérence (cadhérine 1). Matures, les
LCs sous-régulent 1’expression de I’E-cadhérine. Consequemment, elles se détachent des
kératinocytes, deviennent mobiles et traversent la membrane basale pour arriver au derme a partir
duquel elles rejoignent la circulation lymphatique. Les LCs sur-régulent a ce moment 1I’expression
des molécules du CMH-II, I’expression des molécules de co-stimulation et le CCR7
(Kissenpfennig et al., 2005).

Isolées apres migration a partir de 1’épiderme de la peau, les cellules de Langerhans sont plus
efficaces en présentation croisée que 1I’ensemble du pool des DCs du derme (Polak et al., 2012).
Dr’ailleurs, Klechevsky constate que les LCs induisent plus efficacement les lymphocytes T CD8+
que les DCs CD14 CD207 CD1a", une population de DCs du derme (Klechevsky et al., 2008).
Aussi, les LCs cocultivées, in vivo, avec des lymphocytes T CD4+ allogéniques naifs peuvent

induire leur prolifération et polariser la sécrétion des cytokines selon un profil Th2. Les LCs
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exercent également des fonctions immunosuppressives et leur présence atténue les réponses
immunitaires initiées par les cDCs du derme. Par exemple, en induisant la différenciation des
lymphocytes T CD4+ en Treg, les LCs protégent la souris contre la dermatite de contact (Gomez
de Aglero et al., 2012) et I’encéphalite auto-immune (ldoyaga et al., 2013). Les propriétés
tolérogeénes des LCs sont indépendantes du statut inflammatoire de 1’épiderme dans lequel elles
maturent. Par exemple, le mécanisme de tolérogénécité des cellules de Langerhans aux haptenes

provient de la suppression de I'activation de la MAPK p38 (Ohtani et al., 2009).
3.3.5 Cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDCSs) in vitro

In vitro, I’établissement de cultures de DCs immatures répond a différents impératifs. En premier
lieu, ceci permet d’exploiter leurs capacités de capture et de présentation antigénique et de les
comparer aux autres cellules présentatrices d’antigénes. Ensuite, I’établissement de telles lignées
permet d’étudier les signaux qui modulent les fonctions de capture, de présentation antigénique et
de susceptibilité a ’infection par un pathogene. D’ailleurs, dans mon étude, j’étudie I’interaction
de 3 sous-types de MDDCs (les IL-4 DCs, MDDCs tolérogenes (TGF-B DCs) et MDDCs
inflammatoies (IFN-a DCs) ) avec HTLV-1.

3.3.5.1 Les MDDCs immatures : Les IL-4 DCs

La combinaison du GM-CSF et de IL-4 permet de différencier a partir des monocytes des cellules
qui ont les caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles des DCs classiques in vivo (Sallusto
and Lanzavecchia, 1994). Ahn et Agrawal ont réussi a différencier des MDDCs a partir de

monocytes en utilisant I’IL-13 au lieu de I’'IL-4 (Ahn and Agrawal, 2005).

Comme les DCs immatures, in vivo, les IL-4 DCs capturent les antigenes, les apprétent et les
présentent aux lymphocytes T naifs. Lorsque les IL-4 DCs sont en culture avec le TNF-a ou le
ligand de CD40 (CD40L) pour une durée de 24 heures, ces IL-4 DCs immatures deviennent
matures et sur-expriment les molécules de CMH-1, CMH-II, CD80, CD86 et ICAM-1. Matures,
les IL-4 DCs peuvent induire les lymphocytes T (Sallusto and Lanzavecchia, 1994).
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3.3.5.2 Les MDDCs tolérogénes

Le TGF-B est une cytokine qui régule différents événements patho-physiologiques. Le TGF-f est
détecté au niveau des sites de 1’inflammation. A ce niveau, le TGF- supprime I’activation et la
maturation des DCs en inhibant la sur-régulation des molécules de co-stimulation (Yamaguchi et
al., 1997). In vitro, le TGF-f permet de différencier un sous-type de MDDCs : les MDDCs
tolérogenes. Les DCs tolérogenes peuvent également étre différenciées a partir des monocytes en
présence de dexaméthasone ou de vitamine D3. Les DCs tolérogénes ont un phénotype immature
et produisent de I’IL10 en quantité dix fois supérieure a celle produites par des IL-4 DCs rendues
matures par stimulation au TNF-a, a I’ IL-1p et par la prostaglandine E2 (PGE2) (Naranjo-Gomez
et al., 2011). De méme, les DCs tolérogénes ne reconnaissent pas les produits microbiologiques
pro-inflammatoires. Le traitement des DCs tolérogénes avec 1’agoniste du TLR4, le LPS, ne les
mature pas. De plus, les DCs tolérogénes ne peuvent pas migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques
en réponse aux chimiokines inflammatoires. La production de I’'IL-12 par ces DCs n’est jamais
détectée. Finalement, les DCs tolérogénes ne sont pas efficaces pour stimuler les lymphocytes T
naifs (Steinman et al., 2000). En effet, les DCs tolérogenes (apres traitement a la rapamycine)
induisent la différenciation des lymphocytes en lymphocytes Treg CD4+ Foxp3+ (Naranjo-Gomez
etal., 2011).

En conclusion, les DCs tolérogénes sont des cellules résistantes a la maturation et dont le
phénotype est préservé, méme en présence de signaux pro-inflammatoires. Ces DCs induisent la
tolérance immune a travers différentes voies : la déplétion clonale des lymphocytes T et la
déviation de la différenciation immune des lymphocytes a travers la génération des lymphocytes
Treg. Ce sous-type de MDDCs dont je vais tester, au cours de mon étude I’interaction avec HTLV-

1, mime a la fois les DCs tolérogénes retrouvées au niveau des mugueuses ainsi que les LCs.

3.3.5.3 Les MDDCs inflammatoires : IFN-a DCs

I est possible de générer des IFN-a DCs aprés une exposition des monocytes a I’'TFN-a et au GM-
CSF pendant 3 jours. Ces IFN-a DCs sont caractérisés par leur phénotype semi-mature en
comparaison aux IL-4 DCs immatures. Leur exposition aux agonistes des TLRs comme le LPS ou

le Polyl:C les mature davantage. Dans ces conditions, elles sur-expriment encore davantage CD25,
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CD40, CD80, CD83, CD86, des molécules d’adhérence (CD54, CD58) et les molécules du
complexe majeur d histocompatibilité (Farkas and Kemény, 2011).

Ces IFN-a DCs ont la capacité de produire des cytokines pro-inflammatoires (Farkas and Kemény,
2011). Les IFN-a DCs non stimulées produisent peu d’IL-12. Au contraire, leur stimulation par un
simple brin d’ARN conduit a une production significative de I’'IL-12, IL-23, IL-27, IL-1p, IL-6 et
TNF-o (Farkas et al., 2008). Les IFN-a DCs sont capables de produire d’autres cytokines comme
IL-8, IL-15, IL-18, IFN-0, IFN-y (Farkas and Kemeény, 2011). Les cytokines IL-12 et IL-23
produites par les IFN-o DCs maturées stimulent les lymphocytes afin de produire, a leur tour, les
cytokines Thl et Th2. De plus, les IFN-o DCs posseédent un potentiel supérieur aux IL-4 DCs pour
la production des cytokines inflammatoires dont I’IL-12 (Scutera et al., 2009). Au contraire, les
IFN-DCs produisent de faibles taux de cytokines anti-inflammatoires comme 1’IL-10 (Farkas et
al., 2008). En raison de leur phénotype semi-mature, les IFN-a DCs se caractérisent par une
capacité supérieure a la capture et a la présentation antigénique par comparaison aux DCs

immatures (Lapenta et al., 2006).
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4 Interactions DCs et virus

A la suite d’une infection, la clairance des virus n’est souvent pas atteinte : certains virus
établissent des infections chroniques asymptomatiques ou symptomatiques. Certaines de ces
infections sont associées a des risques de développement de cancers et donc & une morbidité et une
mortalité élevées. Le dénominateur commun a ces infections chroniques est la faible réponse
immunitaire lymphocytaire (Guidotti and Chisari, 2006) et (Gandhi and Walker, 2002). De plus,
au cours des infections chroniques, les virus peuvent détourner les fonctions des DCs. Ceci
favorise d’ailleurs la persistance virale. Dans ce qui suit, je vais aborder des exemples de

détournements des fonctions des DCs par de nombreux virus dont HTLV-1.

4.1 Les virus détournent les fonctions des cellules dendritiques

L’infection virale détourne les fonctions des DCs a travers, en premier, la baisse de la fréquence
cellulaire des sous-types de DCs. Par exemple, I’infection des DCs, in vitro, par la souche Ankara
du virus de la vaccine (MVA), conduit a la mort des DCs par apoptose ce qui contribue a réduire
leur nombre. Ici, le MVA est obtenu a la suite de plus de 500 passages, in vitro, du virus de la
vaccine sur des fibroblastes d’embryons de poulets (Guzman et al., 2012). De plus, des taux plus
faibles de DCs myéloides et de pDCs sont observés chez les patients infectés par le VIH-1
(Donaghy et al., 2001), le VHC (Wertheimer et al., 2004) et le VHB (Xie et al., 2009) en
comparaison aux individus non infectés. Au cours de [Ilinfection par SIV (simian
immunodeficiency virus), la déplétion sanguine des pDCs est due a la fois a la migration des pDCs
vers les ganglions enflammeés et a la mort des pDCs par apoptose (Brown et al., 2009).

Le détournement des fonctions des DCs se fait aussi a travers 1’échappement des virus a la réponse
IFN. Les mécanismes d’échappement incluent I’inhibition de la production de I’IFN de type I.
L’étude de Mandl indique que, dans le cas de I’infection chronique par le VIH-1, la stimulation
chronique des pDCs est associée a un risque élevé de progression vers la maladie SIDA dans la
mesure ou elle s’accompagne de la baisse de la production de I’IFNa en réponse a I’engagement
des TLR 7 et 9 par les pDCs (Mandl et al., 2008). De méme, 1’altération de la production de I’IFN
est ici corrélée a la charge provirale (Kamga et al., 2005). Cependant, a la suite du traitement anti-

rétroviral des patients infectés par le VIH-1, le nombre des pDCs augmente, leur fonction est
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restaurée et ces cellules produisent des concentrations normales d’IFN-o (Kamga et al., 2005). De
méme, la protéine multifonctionnelle VP35 de la souche Zaire du virus Ebola inhibe la sécrétion
de ’IFN de type | par les DCs. L’infection par cette souche est d’ailleurs associée a une mortalité
dans plus de 90% des cas (Leung et al., 2010).

Un autre moyen d’échapper a I’IFN revient a échapper aux fonctions restrictives anti-virales des
ISGs. Par exemple, des mutations au niveau de sites particuliers de la nucléoprotéine du virus de
I’influenza empéchent la reconnaissance de la nucléoprotéine de I’influenza par MxA (Ashenberg
etal., 2017).

De plus, la protéine Vif du VIH-1 antagonise la restriction causée par I’induction d’APOBEC3G
(un facteur de restriction de I’infection par le VIH-1 induit par I'TFNa dans les cellules infectées)
a travers la dégradation d’APOBEC3G par le protéasome (Letko et al., 2015). Similairement, le
VHB code pour une protéine non structurale X (HBx) qui diminue sélectivement et de maniére
dose-dépendante les taux d’APOBEC3G dans des cellules Huh-7. Ici, la co-expression d’HBx
augmente 1’externalisation d’APOBEC3G via les exosomes ce qui résulte en la diminution de ses
taux d’expression intra-cellulaires et donc en I’échappement du VHB a son action anti-virale (Chen
etal., 2017a).

De méme, dans les DCs exprimant le récepteur DC-SIGN, la liaison du VVIH-1 a4 DC-SIGN, conduit
a la dissociation de TRIM5a de DC-SIGN. TRIMSa est un facteur de restriction de 1’infection par
les rétrovirus. TRIMS5a reconnait des motifs au niveau des protéines des capsides virales puis
interfére avec 1’étape de décapsidation virale. TRIMS5a bloque la transcription inverse du génome
viral (pour revue Sadler and Williams, 2008). Ici, cette dissociation de TRIMSo de DC-SIGN est
suffisante pour permettre I’infection productive des DC DC-SIGN+ (Ribeiro et al., 2016).

Enfin, I’échappement a la tetherine est un mécanisme développé par HTLV-1 : llinskaya a montré
que I’expression de la tetherine est incapable de diminuer la transmission cellule-cellule d’"HTLV-
1 (llinskaya et al., 2013). Différents arguments pourraient expliquer les observations d’Tlinskaya.
Tout d’abord, lors de la transmission cellule-cellule d’HTLV-1 (pour revue (Rizkallah et al.,
2015)) via la synapse virologique ou le biofilm viral, le transfert des virions se fait de fagon
directionnelle et extrémement efficace. De plus, au niveau de ces deux mécanismes de
transmission, le virus se trouve concentre au niveau de la synapse virologique ou dans les agrégats
viraux (biofilms). Enfin, les interactions des virions contenus dans une synapse ou au niveau du

biofilm sont limités avec le milieu extérieur qui renferme les cellules immunitaires. Dans le méme
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contexte, la protéine Vpu du VIH-1 antagonise 1’effet de la tetherine a travers la sous-régulation

de I’expression cellulaire de la tetherine (Van Damme et al., 2008).

L’empéchement par les virus de la maturation des DCs est encore un mécanisme qui permet de
contourner les fonctions des DCs. Les expériences de Hertoghs prouvent que VIH-1 manipule le
systeme immunitaire en empéchant la maturation des DCs au moment de I’infection. En effet, les
DCs infectées par le VIH-1 ne sur-régulent ni les molécules de co-stimulation ni les marqueurs de
maturation (CD83, CD86, CD80, HLA-DR) en comparaison aux DCs non infectées. C’est ce qui
expliquerait pourquoi les DCs infectées par le VIH-1 ont une moindre capacité pour la stimulation
des lymphocytes T CD4+ naifs (Hertoghs et al., 2015). De méme, les expériences de Czubala
prouvent qu’au cours des 12 premiéres heures post-infection par le VIH-1, la synthése de I'TFN-
par les MDDC:s est faible. Le pic de la synthése de I’'I[FNp n’a lieu, en moyenne qu’a 48 heures
post-infection des MDDCs. Or, a ce moment, le provirus est déja intégré dans le génome cellulaire.
Ainsi, le virus échappe a la synthése de I’'IFN qui ne peut pas induire sa restriction (Czubala et al.,
2016).

De méme, les protéines ICP47 du virus de 1I’Herpés simplex de type 1 et HHV5 du cytomégalovirus
(CMV) empéchent les DCs infectées d’induire efficacement les lymphocytes T primaires naifs a
travers I’inhibition de la présentation antigénique. En effet, ICP47 et HHV5 bloquent la protéine
TAP. La protéine TAP a pour rdle le transport intracellulaire des peptides endogenes du cytosol
vers la lumiere du réticulum endoplasmique. L’inhibition de TAP empéche donc la translocation
des peptides vers la lumiére du réticulum endoplasmique et prévient donc leur association aux
molécules du CMH-1 qui permet de les présenter a la surface de la cellule (Bauer and Tampe,
2002). Dans ces cas, les virus de 1’Herpés simplex et le CMV échappent a I’immunité et peuvent

établir une infection persistante.

L’inhibition de 1’autophagie, mécanisme regroupant plusieurs voies de dégradation lysosomale
des constituants cellulaires, constitue aussi un moyen par lequel le virus détourne les fonctions des
DCs au profit de sa persistance. Par exemple, Blanchet a montré que 1’inhibition de 1’autophagie
par le VIH-1 dans les DCs inhibe la présentation antigénique via les molécules du CMH-II.
L’inhibition de I’autophagie dérégule également ici les réponses immunes innées : dans ce cas,
I’exposition des DCs au LPS (agoniste du TLR4) s’accompagne d’une diminution de plus de 60%
de la production du TNF-a en comparaison a la production du TNF-a par des DCs non infectees
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mais stimulées au LPS. De plus, I’inhibition de 1’autophagie s’accompagne de 1’augmentation de
la quantité internalisée de VIH-1 dans les DCs, ce qui se répercute sur 1’augmentation de la
transmission du VIH-1 des DCs aux lymphocytes T CD4+ (Blanchet et al., 2010).

Enfin, le profil de cytokines que les DCs sécrétent peut étre altéré a la suite de I’infection virale.
Les infections par VIH-1 (Donaghy et al., 2003), HCV (Dolganiuc et al., 2003) et HBV (van der
Molen et al., 2006a) induisent la sur-régulation de I’IL-10 et la suppression de I’'IL-12 et de I’'IFN-
a en réponse a diverses maturations ce qui pourrait affecter les défenses anti-virales précoces
(Conry et al., 2009). D’ailleurs les DCs infectés par le VIH-1 (Granelli-Piperno et al., 2004), HCV
(Bain et al., 2001) et HBV (van der Molen et al., 2004) stimulent moins I’activation et la
prolifération des lymphocytes T en comparaison aux DCs en provenance d’individus non infectés.
Il est néanmaoins possible de reverser une faible stimulation allogénique chez les patients infectés

par VIH-1 a travers la neutralisation de I’IL-10 produite pas les DC (Dolganiuc et al., 2008).

4.2 L'entrée par endocytose et les compartiments empruntés par le virus lors de son

trafic dans les DCs le protegent

Le systeme endo-lysosomal des DCs assure la destruction des pathogenes en vue de la présentation
antigénique. D’ailleurs, les fonctions de surveillance des DCs dépendent de leur capacités
d’endocytose qui leur permettent d’internaliser puis de digérer les pathogenes puis de présenter les
peptides antigéniques sur les molécules du CMH aux lymphocytes T. En effet, pour un pathogéne,
le lysosome d’une cellule présentatrice d’antigéne est 1’environnement intracellulaire le plus
hostile du fait de sa grande concentration en protons (pH = 4), en protéases (plus de 50 protéases),

lipases, DNAses et hydrolases (Marsh and Helenius, 2006).

Néanmoins, pour les virus dont les protéines de fusion sont activées par un pH acide, comme le
virus de I’influenza de type A (Basu et al., 2017) ou I’ASLV (pour Avian Sarcoma and Leukosis
Virus) (Desai et al., 2017), le virus Chikungunya, le West Nile virus, des flavivirus comme le virus
Zika et le virus de la fievre jaune, I’endocytose constitue une étape d’entrée obligatoire. D’ailleurs,
des agents lysosomotropes comme la chloroquine ou la bafiolomycine ou 1’obatoclax (petite
molécule qui induit la neutralisation rapide de I’environnement acide des vesicules des

endolysosomes) inhibent la fusion virale de ces virus (Varghese et al., 2017). Au contraire, ni
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I’obatoclax ni la chloroquine ne sont actifs contre les virus dont la fusion est pH-indépendante :
les picornavirus comme le coxsackievirus A9, les échovirus 6 et les échovirus 7 le VIH-1
(Miyaeuchi et al., 2009), le CMV (Haspot et al., 2012), le métapneumovirus (Le Nouén et al.,
2014) et Lassa (Goncalves et al., 2013). Dans ces cas, I’entrée du virus par endocytose peut se
faire via les puits a clathrine, a cavéoline, via les rafts lipidiques, la voie de la flottiline, la

macropinocytose ou la phagocytose.

L’entrée virale par endocytose médi¢e par la clathrine (CME) est un processus d’endocytose
récepteur-dépendent qui requiert, en plus de la clathrine, la dynamine qui est une GTPase dont le
réle est la fission et la libération des vésicules a partir de la membrane plasmique (Ferguson and
De Camilli, 2012). Le virus Lassa rentre par CME dans les MDDCs comme le confirment les
expériences de Goncalves. Ici, la désorganisation du cytosquelette d’actine a travers le traitement
des MDDCs avec la cytochalasine D, la latrunculin A et la jasplakinolide (stabilisateur des
filaments d’actine) conduit a la baisse de I’infection productive des DCs, ce qui suggere le role de
I’actine dans I’entrée virale. De méme, la baisse de I’infection des DCs a la suite de leur traitement
par la chlorpromazine (CPZ) ou par le dynasore, deux molécules qui perturbent respectivement
I’assemblage des puits a clathrine au niveau de la membrane plasmique et qui inhibent la
dynamyne (protéine cytoplasmique doué¢e d’une activité GTPase et associée aux clathrines et
impliquée dans la formation de ces vesicules lors de I'endocytose) suggeére que ’entrée de Lassa
se fait au niveau des puits de clathrine (Goncalves et al., 2013).

La macropinocytose est une voie indépendante de la clathrine. Dans les DCs, il s’agit d’un procédé
constitutif (Garrett et al., 2000). La macropinocytose dépend de I’actine et des échangeurs Na+/H+
qui ont pour rdle d’acidifier le pH du cytosol afin d’activer les récepteurs tyrosine kinase a
proximité de la membrane plasmique (Marsh and Helenius, 2006). C’est, par exemple, le
mécanisme d’entrée du virus de la vaccine. L’entrée du virus de la vaccine dans les MDDCs est
un processus actif qui requiert de I’ATP. D’ailleurs, le traitement des DCs avec 1’antimycine A
(AntiA), un inhibiteur de la chaine de transport des électrons au niveau de la mitochondrie, ou par
un chélateur du calcium, diminue I’entrée dans les deux cas. Dans le cas du virus de la vaccine, la
macropinocytose dépend aussi du cholestérol. La macropinocytose dépend du
phosphotidylinositol-3-kinase (PI3K) qui est impliqué dans les voies de signalisation aboutissant
a la formation du macropinososme. D’ailleurs, 1’entrée du virus de la vaccine dans les MDDCs est

significativement réduite en présence de wortmannine, un inhibiteur du PI3K (Sandgren et al.,

67



2010). Les PI3K sont des kinases impliquées dans différentes fonctions cellulaires comme le trafic
intracellulaire, la croissance, la prolifération, la différenciation et la motilité que nous avons déja
abordée en parlant de la migration des DCs (Zhou et al., 2017).

Haspot a prouveé que le CMV est, comme le virus de la vaccine, internalisé par macropinocytose
dans les MDDCs. L’internalisation des virions dans les macropinosomes requiert la polymerisation
de I’actine, I’activation des échangeurs Na+/H+ et I’activation des protéines kinases C (PKCs) qui
régulent la signalisation cellulaire, ainsi que de I’intégrité des microdomaines de cholestérol.
D’autre part, les expériences d’imagerie confocale d’Haspot ont permis de constater que
I’accumulation des virions se fait dans les endosomes précoces, au niveau desquels les virions
fusionneraient leur enveloppe avec la membrane plasmique. La capside serait libérée a proximité
de la membrane nucléaire et se trouve associée aux microtubules (Halary et al., 2002a).
L’association des capsides aux microtubules est d’ailleurs aussi observé pour les nucléocapsides
du virus associé au sarcome de Kaposi (Sathish et al., 2009) et a 1’Herpes simplex de type 1 (Sodeik
etal., 1997).

En dépit du danger que représente le lysosome, des virus dont les protéines de fusion ne nécessitent
pas une activation en milieu acide sont internalisés par endocytose dans les DCs. De plus, VIH-1
et CMV peuvent infecter productivement les DCs (cis-infection). Ceci suggére qu’un échappement

de ces virus au milieu hostile des lysosomes peut avoir lieu.

4.2.1 Les compartiments non conventionnels permettent aux virus d’échapper au lysosome

Les virus détournent souvent 1’entrée par endocytose pour échapper au lysosome. Ainsi, le virus
de la vaccine ne se retrouve pas, au niveau de la DC, dans un compartiment endosomal
conventionnel : le virus de la vaccine ne co-localise a aucun moment avec les marqueurs des
endosomes précoces (EEAL) ou avec la protéine membrannaire associée au lysosome (Lamp?2).
Du fait que les macropinosomes non conventionnels ne fusionnent pas avec les lysosomes, le virus
de la vaccine reste donc, dans ces conditions, a I’abri des mécanismes de détection et de destruction
présents dans les endosomes classiques et les phagosomes. La présence du virus dans ce
compartiment ne permet d’ailleurs ni la génération du peptide antigénique ni sa presentation par
les molécules du CMH-I et du CMH-I1I. Ceci suggere donc que le virus reste potentiellement
infectieux (Sandgren et al., 2010). De méme, on peut suggérer que le virus qui persiste dans le

compartiment non conventionnel de la DC perturbe la signalisation intra-cellulaire afin d’échapper
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au trafic vers le lysosome. Enfin, le compartiment non conventionnel constituerait une niche qui
protégerait le virus a la fois des réponses immunes a médiation humorale et cellulaires et de la

dégradation dans le lysosome.

4.2.2 VIH-1 échappe a la degradation dans le lysosome

L’échappement du VIH-1 a la dégradation lysosomale lors de son trafic dans les DCs est aussi
expliqué, comme pour le virus de la vaccine, par 1’échappement viral a la dégradation dans le
lysosome. En effet, Kwon a observé que VIH-1 est internalisé aprés sa liaison a DC-SIGN, une
lectine exprimée en surface des DCs, dans un compartiment au niveau duquel il conserve son
pouvoir infectieux (Nobile et al., 2005) si bien que VIH-1 peut ensuite étre transmis aux
lymphocytes T CD4+ (Kwon et al., 2002). Dans ce contexte, 1’équipe de Piguet a caractérisé les
compartiments au niveau desquels trafique VIH-1 dans les DCs. Les expériences d’imagerie
confocale au niveau des DCs matures ont indiqué que 90 % de VIH-1 colocalise avec les
tétraspanines CD81 contre seulement 10 % de VIH-1 qui colocalise avec le marqueur des
lysosomes LAMP-1. De méme, 80% du pool de VIH-1 dans les DCs matures colocalise avec
CD81, CD82 et CD9, trois tétraspanines. Lorsque des DCs matures ayant capturé VIH-1 entrent
en contact avec les lymphocytes T CD4+, elles redistribuent le CD81 et le CD9 vers la synapse
infectieuse. Lors de la formation de la synapse infectieuse, CD81 et CD9 ne sont plus exprimés au
niveau intra-cellulaire. Au contraire, une relocalisation de 90 a 100% de CD81 et de CD9 a lieu
vers le zone de contact entre DCs et lymphocytes T. De plus, VIH-1 se retouve également au
niveau de la zone de contact DC-lymphocyte T ce qui favorise sa transmission inter-cellulaire de
la DC vers le lymphocyte T (Garcia et al., 2005). D’ailleurs, les fonctions d’adhérence et de
motilité des tétraspanines peuvent favoriser la transmission de VIH-1 (Yaseen et al., 2017).

De son c6té, Yu a montré que les DCs matures concentrent, en I’espace de 90 minutes, VIH-1 dans
un compartiment intra-cellulaire en forme de poche. Ce compartiment ne renferme aucun des
marqueurs des endosomes précoces, lysosomes, compartiments de présentation antigénique et
vésicules d’endocytose. Au contraire, ce compartiment renferme les tétraspanines CD81 et CD63.
VIH-1 y est séquestré jusqu’a une période de 48 heures en 1’absence de dégradation. Pour Yu, ce
compartiment intra-cellulaire proviendrait de I’invagination de la membrane plasmique et resterait
accessible a une variété de molécules de 1’extérieur de la cellule. L’accumulation de VIH-1 dans

ce compartiment est dépendante de 1’actine mais indépendante des microtubules ce qui suggéere
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que cette structure est trés dynamique : elle capturerait et transmettrait rapidement les virions VIH-
1. Enfin, Yu a similairement confimé que les DCs myéloides matures séquestrent le VIH-1 dans
un compartiment dont les caractéristiques sont similaires a celui des MDDCs matures (Yu et al.,
2008).

Enfin, Garcia a montré que le trafic de VIH-1 est différent entre DCs matures et immatures. En
effet, au niveau des DCs immatures, VIH-1 se retrouve au niveau de vésicules situees a la
périphérie des DCs. De plus, ces vésicules ne renferment pas les marqueurs CD81, CD82 et CD9
décrits lors de la capture de VIH-1 par les DCs matures (Garcia et al., 2005). A travers des
expériences de microscopie électronique au niveau des DCs immatures, Wang a similairement
observé une faible concentration de VIH-1 au niveau de vésicules de clathrine en surface des DCs
immatures. Au contraire des DCs immatures, Wang a observé une importante concentration de
virions VIH-1 dans des compartiments d’endocytose intracellulaires non conventionnels au niveau
des DCs matures (Wang et al., 2007). Cettte observation de Wang rejoint celle de Turville qui a
également montré que les DCs matures renferment un grand nombre de virions dans de larges
veésicules a localisation périnucléaire, alors que les DCs immatures retiennent un faible nombre de
virions intacts dans des endosomes a proximité de la membrane plasmique (Turville et al., 2004).
Notons, enfin, que des mécanismes d’échappement a la dégradation du VIH-1 se produisent au
niveau des macrophages. En effet, bien que le virus et son co-récepteur se retrouvent
simultanément dans 1’environnement endosomal, la dégradation virale est retardée apres
I’internalisation dans les endosomes. Ceci permettrait au virus de compléter sa fusion (Gobeil et
al., 2013). Dans ce contexte, Jouve a montré que 1’accumulation du VIH-1 se fait au niveau des
endosomes des macrophages lorsqu’ils ne sont pas acides. VIH-1 y conserve son pouvoir
infectieux. Ces “’endosomes non acides’’ ou ‘’non conventionnels’’ correspondent ici aux corps
multi-vésiculaires. Ils sont riches en molécules du CMH-II, cholestérol et en tétraspanines CD63,
CD81 et CD82 (Kramer et al., 2005). Ces endosomes n’expriment cependant pas le marqueur
Lamp-1 (Kramer et al., 2005). Enfin Jouve a montré que c’est I’absence de recrutement de la V-
ATPase au niveau de ces compartiments qui empéche leur acidification. D’ailleurs, le pH des
endosomes non conventionnels des macrophages se situe autour de 6.8. Un tel pH permet
d’expliquer la survie ainsi que la conservation du pouvoir infectieux de VIH-1 (Jouve et al.,
2007a).
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4.3 Les DCs disséminent les virus

La lectine de type C, DC-SIGN est exprimée spécifiquement sur les MDDCs mais aussi sur les
macrophages et les lymphocytes B activés. DC-SIGN, est un récepteur de pathogénes a large
spectre : DC-SIGN lie les enveloppes de différents virus comme le virus de la dengue (Navarro-
Sanchez et al., 2003), Ebola (Simmons et al., 2003), Marburg et Coronavirus (Marzi et al., 2004),
puis les transmet aux lymphocytes T (Geijtenbeek and van Kooyk, 2003). L’expression de DC-
SIGN est liée a la différenciation des MDDCs en présence de 1’IL-4. Néanmoins, I’expression de
DC-SIGN est régulée négativement par I’IFN et le TGF-p (Relloso et al., 2002). Les pDCs ainsi
que les LCs de I’épithélium vaginal n’expriment pas DC-SIGN (Jameson et al., 2002).

A la suite de I’interaction DC-SIGN- gp120, VIH-1 est séquestré dans des compartiments non
conventionnels des DCs (Geijtenbeek et al., 2000a) et (Yu et al., 2008). En migrant vers les
ganglions lymphatiques, les DCs transportent VIH-1 puis le transmettent aux lymphocytes T
CDA4+ selon un mécanisme qui implique I’intervention de DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000b) et
qui requiert un contact cellule-cellule entre la DC et le lymphocyte T (Kwon et al., 2002). Les
récepteurs de VIH-1 CD4, CCR5 et CXCR4 présents a la surface du lymphocyte T se concentrent
au niveau de la synapse infectieuse DC-lymphocyte T. Il en est de méme de VIH-1 qui est aussi
recruté au niveau du site de contact DC-lymphocyte T. La concentration de VIH-1 et de ses
récepteurs facilite ainsi la transmission virale (McDonald et al., 2003). Ce mécanisme de capture
du virus par la DC puis de sa transmission en I’absence de 1’infection productive de la DC porte le
nom de ‘’trans-infection’’. La libération de VIH-1 endocyté peut se faire dans le milieu extra-
cellulaire en association avec des vésicules d’exocytose. Ces exosomes seraient d’ailleurs 10 fois
plus infectieux que le virus libre (Wu and KewalRamani, 2006). Similairement, aprés la liaison
entre DC-SIGN et la glycoprotéine de I’enveloppe E2 de VHC (Gardner et al., 2003), VHC
contournerait, comme VIH-1, le mécanisme de présentation antigénique et échapperait ainsi a la
dégradation dans le lysosome (Ludwig et al., 2004). En effet, les particules du VHC résistent
jusqu’a 24 heures dans les compartiments des DCs qui facilitent, dans un second temps leur
dissémination. Ces deux exemples illustrent bien le fait que les DCs constituent un réservoir viral
a partir duquel VHC et VIH-1 infectent respectivement les hépatocytes ainsi que les lymphocytes
T CDA4+.
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4.3.1 Les DCs ne transmettent pas similairement VIH-1 aux lymphocytes T

La transmission virale des DCs aux lymphocytes T varie en fonction de la nature de la DC. Par
exemple, les pDCs transmettent moins efficacement VIH-1 en comparaison aux DCs myeéloides
(Groot et al., 2006).

De méme, la transmission virale de VIH-1 des DCs aux lymphocyes T varie suivant le status
immature vs mature de la DC : les DCs matures transmettent davantage VIH-1 aux lymphocytes
T en comparaison aux DCs immatures. La différence de transmission de VIH-1 des DCs aux
lymphocytes T reviendrait a la quantité de virions endocytés par chacun des deux sous-types de
DCs. En effet, les expériences entreprises par Dong montrent que les MDDCs maturées au LPS,
un agoniste du TLR4, endocytent entre 2 & 3 fois davantage VIH-1 en comparaison aux IL-4 DCs
immatures si bien que la transmission de VIH-1 a partir des MDDCs matures aux lymphocytes T
est supérieure d’un facteur de 4 a la transmission de VIH-1 a partir des IL-4 DCs immatures (Dong
et al., 2007). Cette démonstration de Dong rejoint les observations de Wang qui avait montré que
les DCs matures qui renferment un grand nombre de virions dans de larges vesicules a localisation
périnucléaire transmettent davantage VIH-1 aux lymphocytes T par comparaison aux DCs
immatures qui retiennent un faible nombre de virions dans des endosomes a proximité de la
membrane plasmique (Wang et al., 2007). Similairement, les expériences entreprises par Sanders
confirment bien la supériorité des DCs matures en termes de transmission. Sanders a commencé
par maturer difféeremment les DCs moyennant différents stimuli. Dans son étude, les DC1
correspondent aux DCs présentant un phénotype mature (sur-régulation de CD80, CD86 et HLA-
DR) et qui sont susceptibles d’induire une réponse immune de type Thl au contraire des DC2,
susceptibles d’induire une réponse de type Th2. Sanders note ici que les DC1 sont davantage
susceptibles de transmettre le VIH-1 aux lymphocytes T CD4+ en comparaison aux DC2 (Sanders
etal., 2002). DC-SIGN n’est pas le seul récepteur impliqué dans la trans-infection des lymphocytes
T par VIH-1. En effet, les résultats obtenus par Wang montrent que I’inhibition de DC-SIGN ne
réduit la transmission de VIH-1 que de 50%, aussi bien a partir des MDDCs immatures qu’a partir
des MDDCs matures. De méme, 1’étude de Granelli-Piperno a montre que le blocage de DC-SIGN
n’empéche pas la transmission du VIH-1 par les MDDCs aux lymphocytes T (Granelli-Piperno et
al., 2005). Enfin, puisque la maturation des DCs induit la sous-régulation de DC-SIGN alors que

la trans-infection de VIH-1 est augmentée, ceci suggere I’existence d’un autre récepteur des
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MDDCs qui participerait au mécanisme de la trans-infection. Siglec-1 (sialic acid binding Ig-like
lectin 1) serait ce récepteur (Izquierdo-Useros et al., 2012).

Siglec-1 fonctionne comme un récepteur aspécifique de toutes vésicules, exosomes ou virus qui
renferment du sialyllactose dans leur membrane (I1zquierdo-Useros et al., 2012). Contrairement a
la capture via DC-SIGN, la capture via Siglec-1 est un mécanisme indépendant des protéines de
I’enveloppe virale. Ainsi, Siglec-1 peut lier spécifiquement VIH-1 et les vésicules qui renferment
du sialyllactose (Izquierdo-Useros et al., 2012). Comme Siglec-1 n’est pas sous-régulé lors de la
maturation des DCs, il serait responsable de 1’augmentation de la trans-infection des lymphocytes
T a partir des DCs matures. En effet, le prétraitement des MDDCs matures avec un anticorps
monoclonal anti-Siglecl abolit leur capture de VIH-1. Au contraire, le traitement des MDDCs
matures par du mannane (en vue du blocage de DC-SIGN) n’a aucun effet sur la capture de VIH-
1 (lzquierdo-Useros et al., 2012). Enfin, a travers des expériences de microscopie confocale,
Izquierdo-Useros a suggéré que I’augmentation de la trans-infection de VIH-1 par les DCs matures
se ferait a travers I’accumulation de Siglec-1 au niveau de la synapse virologique formée entre les
DCs matures et les lymphocytes T CD4+. En conclusion, ce seraient a la fois DC-SIGN et Siglec-
1 qui contribueraient a la trans-infection par VIH-1 des lymphocytes T CD4+ a partir des DCs
immatures. Néanmoins, ce serait Siglec-1 qui contribuerait principalement a la trans-infection a

partir des DCs matures.

4.4 Linfection productive : lorsque la DC produit le virus gu’elle doit éliminer

Une fois capturés, les virus peuvent infecter productivement les DCs. Ce procédé est connu sous
le nom de cis-infection. Au cours de la cis-infection, I’expression des antigénes viraux peut

interférer avec les voies de signalisation des DCs ou altérer leurs fonctions.

L infection productive d’une MDDC par le VIH-1 passe par deux phases :
- La premiére phase correspond aux 24 premieres heures de I’exposition des DCs au virus : le
virus capturé se retrouve dans un compartiment non conventionnel a partir duquel il peut étre

transféré par trans-infection (Kwon et al., 2002).
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- La seconde phase qui débute & partir de la 24°™ heure a I’exposition virale : Le virus infecte

productivement et se réplique de novo dans les DCs. L’inhibiteur de la transcriptase inverse,
AZT inhibe ici la néosynthése de I’ADN proviral (Nobile et al., 2005) et (Turville et al., 2004).

Le tableau 5 ci-dessous éclaire sur la capacité de 8 virus a productivement infecter ou pas les DCs.

Il est important de noter que toutes ces expériences ont été réalisées avec du virus libre.

VIH-1

Une fréquence d’infection entre 0.02 et 11.2% avec une moyenne a
2.67% est reportée ex vivo sur des cellules de Langerhans isolées a partir
de 62 individus sains (Kawamura et al., 2003).

Un résultat similaire est retrouvé par Czubala pour I’infection des LCs
différenciées a partir des monocytes par du virus libre ou par des pseudo-
virus (VSV-G HIV-GFP) du VIH-1. Czubala note que c’est le TGF-p
(qui permet la différenciation des LCs) qui cause la répression de
I’infection des LCs par le VIH-1 (Czubala et al., 2016).

Pour de Witte, la langérine empécherait I’infection des LCs par le VIH-
1 a travers 1’adressage des virus vers des compartiments acides qui le
dégradent (de Witte et al., 2007).

Les DCs myéloides et les pDCs sont productivement infectés par le VIH-
1 (pour revue, Wu and KewalRamani, 2006).

Les études in vitro, indiquent, qu’en moyenne 1 a 3% des mDCs et des
pDCs en provenance d’individus sains peuvent étre infectés par le virus
libre VIH-1 (Smed-Sorensen et al., 2005).

Les MDDCs immatures différenciées a partir des progéniteurs CD34+
sont plus sensibles a I’infection productive par VIH-1 que les DCs
matures (Canque et al., 1999).

Les MDDCs maturées au LPS ne supportent pas I’infection par VIH-1.
Pour Dong, la restriction des MDDCs maturées au LPS se situe a une
étape post-intégration. En effet, dans les MDDCs maturées au LPS, le
nombre de copies d’ADN de VIH-1 est supérieur a celui des IL-4 DCs.
Néanmoins, ¢’est le nombre de copies d’ADN de VIH-1 intégré qui est
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réduit au niveau des MDDCs matures en comparaison aux MDDCs
immatures (Dong et al., 2007).

La fréquence de I’infection productive par le VIH-1 dans les DCs est, in
vivo, 10 a 100 fois inférieure a celle des lymphocytes T CD4+ infectés
(Mcllroy et al., 1995).

Virus de
I’hépatite C

(VHC)

Les DCs ne supportent pas la réplication de VHC : aucune protéine
virale n’est détectée apres coculture des MDDCs avec VHC infectieux
(Marukian et al., 2008).

Dans les premiéres études sur I’infection productive des DCs par VHC,
I’ARNm de VHC qui est retrouvé dans les pDCs et les mDCs isolés du
sang de patients infectés par le virus correspondrait a la capture de VHC
par les DCs et non pas a I’infection productice des DCs (Goutagny et al.,
2003).

Cependant, les MDDCs supporteraient les premieres étapes du cycle
viral de VHC : lorsque des MDDCs sont incubées avec le serum
d’individus infectés par VHC, des intermédiaires de réplication sont
détectés au niveau des MDDCs (Navas et al., 2002).

L’étude de Goutany sur 24 individus infectés par VHC révele également
que des intermédiaires de réplication sont détectés dans les DCs de 3
individus (Goutagny et al., 2003).

Virus de
I’hépatite B

(VHB)

les MDDCs ne supporteraient 1’infection productive lorsqu’elles sont
cultivées avec VHB recombinant (rHBV-rLuc) (Untergasser et al.,
2006).

L’ADN de VHB détecté au niveau des MDDCs reflete davantage
I’attachement du virus a la surface cellulaire ou la capture antigénique
que I’infection productive de la DC (van der Molen et al., 2006b).
Néanmoins, chez un individu infecté par HBV, les DCs ont, in vivo, une

moindre capacité a induire les lymphocytes T. Ceci serait lié a I’absence
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de sur-expression des molécules de costimulation CD80 et CD86 lors de

la maturation des DCs in vivo (van der Molen et al., 2006b).

Cytomeégalovirus

(CMV)

80 a 90 % des IL-4 DCs sont susceptibles a I’infection par le CMV libre
a condition que le CMV soit produit au niveau d’une culture de cellules
endothéliales (Riegler et al., 2000).

le blocage de DC-SIGN est suffisant pour réduire 1’infection productive
des MDDCs par le CMV libre (Halary et al., 2002a)

Virus
Uukuniemi
(UUKV)

L’engagement de DC-SIGN par le virus libre UUKV, un phlébovirus,
initie une cascade de signalisation qui résulte en I’endocytose et dans le
trafic du complexe récepteur-virus. Aprés internalisation, DC-SIGN
délivre le virus UUKYV dans les endosomes précoces. Ensuite, le virus se
dissocie de DC-SIGN et arrive jusqu’aux endosomes tardifs a partir
desquels la capside virale pénetre dans le cytosol. Cette internalisation
précede I’infection des MDDCs dont le taux d’infection peut atteindre
70% (Lozach et al., 2011b).

Virus de la

Dengue

Plus de 30% des MDDCs immatures sont infectées par le virus libre de
la dengue. Au contraire, moins de 1% des LCs sont infectées par le virus
de la dengue (Lozach et al., 2003).

Echovirus et

Coxsackie virus

Les DCs BDCA1+ ont des susceptibilités différentes a I’infection avec

différents entérovirus : elles ne s’infectent pas par le Coxsackie virus B

B (CVB) en raison probablement de 1’absence du récepteur d’entrée CAR
(récepteur du coxsackie et adénovirus). Au contraire, elles s’infectent
par les Echovirus (EVS) (Schulte et al., 2013).
Virus de la Le virus de la rougeole se réplique faiblement dans les DCs immatures
rougeole mais de maniére intense dans les DCs matures.
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- L’infection des DCs matures par le virus libre de la rougeole diminue
leur capacité a produire de 1’'IL-12. Aussi, les lymphocytes T ne peuvent
pas proliférer en réponse a la stimulation par des DCs infectées.

- De plus, le virus de la rougeole induit I’apoptose des DCs infectées
(Fugier-Vivier et al., 1997).

Tableau 5 : Interaction DC/ virus. Ce tableau précise les données de la littérature en faveur ou pas
de I’infection productive des DCs par VIH, VHC, VHB, CMV, UUKYV, la dengue, Echovirus,
coxsackie virus B et le virus de la rougeole.

4.4.1 Les agents lysosomotropes modulent I’infection productive

L’infection productive d’une DC peut étre modulée a travers le traitement de la cellule par des
agents lysosomotropes qui alterent le pH des endosomes. Dans ce contexte, le pH des endosomes
dépend de I’activité coordonnée de deux enzymes : la NADPH oxydase NOX2 et de la V-ATPase
(Yurkiv et al., 2016). Les DCs expriment NOX2 (Elsen et al., 2004) qui permet la production de
ROS (reactive oxygen species). Il en résulte en la consommation des protons et 1’alkalinisation des
vesicules (Savina et al., 2006) et (Vorobjeva et al., 2017). Au niveau des DCs immatures, la
production de ROS se fait en continu. Combinée a une faible activité de la V-ATPase, la production
de ROS conduit, au niveau de ces DCs immatures, a I’alcalinisation du phagosome (Savina et al.,
2006). C’est Rac2 qui détermine I’assemblage subcellulaire de NOX2 aux phagosomes. D’ailleurs,
en I’absence de Rac2, la production de ROS par les phagosomes des DCs CD8+ est abolie (Savina
et al., 2009). Le DPI (pour chlorure de diphenyleneiodonium), un inhibiteur des enzymes NOX
permet, au contraire, I’acidification rapide des compartiments d’endocytose (Dong et al., 2009).
La stimulation des neutrophiles par le DPI, entraine un arrét rapide de la production de ROS (pic
d’activité en 30 minutes) ce qui coincide avec ’acidification rapide des endosomes (Segal, 2006).
Enfin, I’enzyme V-ATPase est composée de deux complexes VO et V1 (Oot et al., 2017). VO est
insérée au niveau des membranes et est responsable de 1’échange des protons a partir du lumen des
compartiments. La sous-unité V1 de la V-ATPase participe a la liaison et a I’hydrolyse de I’ATP
(Chen et al., 2017D).

A travers la neutralisation du pH des endosomes des DCs, les agents lysosomotropes peuvent, en

premier, bloquer 1’étape de fusion pour les virus qui requi¢rent un pH acide pour stimuler I’activité
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fusogene de leurs protéines de fusion. Ce serait le cas des virus de I’influenza (Marois et al., 2014)
ou le VSV (virus de la stomatite vésiculaire).

Ensuite, lorsque I’acidification des endosomes est empéchée, le pH vacuolaire deviendrait
favorable a la survie des pathogénes. Par exemple, en bloguant le recrutement de la V- ATPase au
niveau des endosomes, VIH-1 empéche I’acidification des endosomes ainsi que la fusion
endosome-lysosome ce qui contribue a la survie de VIH-1 dans les endosomes (Jouve et al.,
2007b). Enfin, Pactivité lysosomotrope peut aussi contribuer a I’augmentation de 1’infection
productive. Dans ce contexte, Fredericksen a testé I’influence de la neutralisation des endosomes
par la bafilomycine, un inhibiteur de I’ATPase vacuolaire sur I’infection productive de la lignée
cellulaire, Hela Magi (HeLa-CD4-LTR-B-galactosidase) par VIH-1. Il a montré que le blocage de
I’acidification des endosomes augmente 1’infection d’un facteur de 50 a travers I’empéchement de
la dégradation du virus dans les lysosomes (Fredericksen et al., 2002). Ainsi, le blocage ou la
diminution de la dégradation des particules infectieuses endocytées a travers 1’altération du pH
endosomal leur permet de fusionner avec les membranes cellulaires, de déposer leur génome dans

le cytoplasme de la cellule hote ce qui conduit a 1’infection productive.

Il est enfin possible de partager les inhibiteurs de 1’acidification des endosomes entre trois

catégories (tableau 6) :

Catégorie Exemple Mécanisme d’action

Bases faibles | Chloroquine, En captant les protons, les bases faibles se
amantadine, chlorure | neutralisent 1’environnement acide des vésicules
d’ammonium d’endocytose

Altérateur du | Monensine Ce composé échange un ion potassium ou sodium

pH contre un proton

Inhibiteurs Bafilomycine et | lls inhibent la pompe vacuolaire V-ATPase. Cette

de I’ H+/ATP | concanamycine A ou B | pompe est responsable de I’acidification du systéme

vacuolaire vacuolaire (Savina et al. 2006)

Tableau 6 : Classification des inhibiteurs de ’acidification des endosomes. Ce tableau indique les
trois catégories auxquelles appartiennent les inhibiteurs de I’acidification des endosomes ainsi que
le mécanisme d’action propre a chacune des catégories.
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5 Interactions DCs et HTLV-1 : Qu’en savons-nous ?

5.1 HTLV-1 détourne les fonctions des DCs

HTLV-1 est susceptible de détourner les fonctions des DCs a travers le blocage de leur maturation.
Makino a montré que les DCs immatures différenciées a partir de monocytes infectés par HTLV-
1 perdent leur capacité de capture antigénique que mime la baisse de la capture du dextran. Ensuite,
les DCs matures differenciées a partir de monocytes infectés par HTLV-1 ne stimulent pas la
prolifération des lymphocytes T autologues CD4+ ou CD8+, au contraire de MDDCs matures
controles (Makino et al., 2000).

Mostoller s’est intéressé a I’influence de la protéine Tax purifiée sur les DCs. Il a montré que Tax
induit Pactivation des DCs a travers I’augmentation des transcrits de CD80 et de CD86.
Cependant, Mostoller constate que cette augmentation des ARNm ne s’accompagne pas de la
synthése des protéines CD80 et CD86 correspondantes (Mostoller et al., 2004). Ce résultat suggere
ici que les DCs infectées par HTLV-1 n’exprimeraient pas les molécules de co-stimulation et
seraient consequemment déficientes dans leur capacité a stimuler les lymphocytes T.

Nascimento a également analysé 1’activation et la différenciation des DCs a partir des monocytes
de patients infectés par HTLV-1. Il a montré que la différenciation des monocytes de patients sains
en MDDCs puis la stimulation des MDDCs par le TNF-a s’accompagne d’une sur-expression des
marqueurs de co-activation CD83, CD86 et HLA-DR. Au contraire, la sur-expression de CD83,
de CD86 ou de HLA-DR n’est pas observée aprés maturation des MDDCs différenciées a partir
des monocytes de patients infectés par HTLV-1. D’ailleurs, ces MDDCs ne peuvent pas stimuler
les lymphocytes T allogéniques. Similairement a Makino et Mostoller, Nascimento conclut que
’altération de la maturation des DCs chez les patients infectés par HTLV-1 contribue au
développement des maladies associées au rétrovirus (Nascimento et al., 2011).

HTLV-1 a aussi €laboré sa propre stratégie pour échapper au systeme IFN. Hishizawa retrouve
chez les patients ATL des taux réduits de pDCs et de DCs myéloides en comparaison aux taux
respectifs chez les individus sains. Chez les patients ATL, la production de I’'IFN-a produit par les
PBMC:s est aussi réduite. Les pDCs purifiées des individus infectés par HTLV-1 sont défectueuses
dans leur capacité a produire de I’'IFN-a lorsqu’elles sont cultivées en présence du virus de

1I’Herpes simplex irradié pour 24 heures (Hishizawa et al., 2004).
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Fenizia a montré que 1’expression par transduction de la protéine virale p30 inhibe
significativement 1’expression de I’ARNm des ISGs étudiés (MxA, APOBEC3G, OAS), a la fois
sur des monocytes humains primaires et sur des MDDC:s, in vitro, a la suite d’une stimulation par
le Polyl:C ou le LPS. Au contraire, I’ablation de p30 du clone moléculaire d’HTLV-1 conduit a
une diminution significative de 1’inhibition des ISGs a la suite de 1’induction des TLR3 et des
TLRA4. Enfin, Fenizia démontre que p30 inhibe I’initiation et 1’¢longation des transcrits IFN- al,
IFN-P ainsi que les geénes induits par 1’agoniste du TLR4 (Fenizia et al., 2014).

Le résultat de Fenizia rejoint celui de Datta qui avait montré que la protéine virale p30 exprimee
par transfection dans la lignée monocytaire THP-1 facilitait la persistance d’HTLV-1. Ici,
I’interaction de la protéine virale p30 avec PU.1, un facteur de transcription exprimé dans les
macrophages, DCs, lymphocytes B et neutrophiles inhibe I’activité transcriptionnelle de PU1. Ceci
se traduit en la diminution de I’expression du TLR4 de la surface des cellules THP-1 et en la
diminution de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires comme le MCP-1, le TNF-a, I’IL-8.
De plus, Datta note, dans ce cas, I’augmentation de la production de la cytokine anti-inflammatoire
IL-10 par les cellules THP-1 (Datta et al., 2006). En conclusion, les résultats de Datta et de Fenizia
suggerent que p30 interfere avec la signalisation des TLRs. Ceci résulte en la diminution de
I’expression des ISGs, en la diminution de la production des cytokines inflammatoires mais en

I’augmentation de la production de I’IL-10.
5.2 La nature des compartiments empruntés par HTLV-1 dans les MDDCs est méconnue

Ceccaldi a examiné par microscopie €lectronique le trafic d’HTLV-1 dans les DCs aprés leur
contact avec des lignées lymphoides chroniquement infectées par HTLV-1 (C91-PL ou MT-2).
Apres trois heures de contact, ces lignées chroniquement infectées par HTLV-1 établissent un
contact intercellulaire étroit avec les MDDCs. Par microscopie électronique, des particules virales
sont observées dans la z6ne de contact formée entre les membranes plasmiques des DCs et des
lymphocytes. Cette z6ne de contact ressemble a la synapse virologique décrite par lgakura
(Igakura et al., 2003). Au contraire, cette z6ne de contact DC-lymphocyte peut constituer, par
d’autres endroits, une interface discontinue entre les membranes des DCs et des lymphocytes.
Ceccaldi note aussi que certaines particules virales sont internalisées dans des structures
vacuolaires au niveau des MDDCs. Ces particules virales peuvent se retrouver au contact des

membranes vacuolaires dans les DCs. Neanmoins, aucune caractérisation phenotypique ou
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biochimique supplémentaire n’est fournie pour caracteriser la nature de ces vacuoles. A la suite de
ces observations microscopiques, Ceccaldi a suggéré que I’entrée d’HTLV-1 dans les DCs se

faisait par endocytose sans préciser le mécanisme d’entrée (Ceccaldi et al., 2006).

Par extrapolation des résultats de Garcia qui avait montré la colocalisation du VIH-1 et du
marqueur CD81 des tétraspaninses au niveau des vesicules des DCs matures, nous avons étudié la
colocalisation d’HTLV-1 et de la tétraspanine CD82 dans trois sous-types de DCs. Parmi la variété
des tétraspanines (CD53, CD81, CD82 et CD231) dont nous pouvions tester la colocalisation avec
HTLV-1, notre choix s’est porté sur la tétraspanine CDS82. La tétraspanine CD82 est une molécule
de costimulation dépendante du cytosquelette. CD82 est aussi associée a 2 Rho GTPases : le
facteur Vavl et la protéine adaptatrice SLP76. Ces associations pourraient suggérer que ces Rho
GTPases participent a la signalisation de CD82. D’ailleurs, I’inactivation des Rho GTPases ainsi
que I’inhibition spécifique de RhoA, Racl ou Cdc42 inhibent les changements morphologiques
liés a I’engagement de CD82. Néanmoins, I’inactivation des Rho GTPases ne porte pas atteinte a
I’association de CDS82 avec le réseau d’actine, ce qui laisse, ici, suggérer I’implication de CD82
dans le trafic intracellulaire (Delaguillaumie et al., 2004).

La raison de mon choix pour 1’étude de la colocalisation HTLV-1 et CD82 réside dans le fait que
Mazurov a décrit la colocalisation de CD82 avec la protéine MA d’HTLV-1 au niveau interne de
la membrane plasmique des lymphocytes T. Ceci peut suggérer que CD82 facilite la transmission
d’HTLV-1 (Mazurov et al., 2006). De plus, des mutations de la région IL (pour Inner Loop) de
CD82 affectent I'interaction Gag/CD82. Similairement, Pique a montré qu’Env d’HTLV-1
colocalise avec CD82 au niveau des cellules chroniquement infectées MT2. C’est d’ailleurs cette
interaction qui facilite I’incorporation d’Env dans la particule virale. Pique ne précise néanmoins
pas les domaines protéiques d’Env et de CD82 impliqués dans I’interaction CD82-Env (Pique et
al., 2000). Ainsi, ces deux interactions faciliteraient la localisation d’HTLV-1 dans des

compartiments enrichis en tétraspanines CD82+

5.3 Les DCs capturent et disséminent HTLV-1

Ceccaldi a mis en évidence que c’est DC-SIGN qui facilite la capture d’HTLV-1 par les MDDCs.
(Ceccaldi et al., 2006). Ceccaldi a aussi confirmé que la glycoprotéine de I’enveloppe d’HTLV-1

ne lie pas directement DC-SIGN, au contraire de ce qui est noté pour différents virus comme
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Marburg (Marzi et al., 2004), Ebola (Alvarez et al., 2002), Dengue (Navarro-Sanchez et al., 2003),
VIH-1 (Geijtenbeek et al., 2000b), CMV (Halary et al., 2002b), HCV (Lozach et al., 2003) et les
phlébovirus (Lozach et al., 2011a). Cette absence de liaison d’Env a DC-SIGN est donc une
particularité qui distingue HTLV-1 des autres virus. Dans la mesure ou Env d’HTLV-1 interagit
directement avec les HSPGs (héparanes sulfates protéoglycanes), NRP-1 (neuropiline-1) et Glut-
1, les trois récepteurs d’HTLV-1, DC-SIGN jouerait donc le role d’un cofacteur qui stabiliserait
davantage I’interaction entre lymphocytes T infectés et cellules cibles (pour revue (Jones et al.,
2011) ). En revanche, I’expression de DC-SIGN au niveau de la lignée B-THP-1 (HSPG-, NRP-,
Glut+) augmente la capture du virus libre HTLV-1. Inversement, au niveau des MDDCs, 1’'usage
d’un anticorps bloquant anti-DC-SIGN réduit la capture du virus libre HTLV-1 d’un facteur de 5.
Pour Jain, Glut-1, contrairement & DC-SIGN ne participe pas a la capture virale (Jain et al., 2009).
Cette conclusion rejoint celle de Takenouchi, pour qui Glut-1 n’est pas le récepteur primaire
d’HTLV-1 bien qu’il soit impliqué dans sa transmission lors d’un contact cellule-cellule
(Takenouchi et al., 2007) et de Manel qui prouve que la capture virale n’est pas affectée lorsque
le récepteur Glut-1 est inhibé par la cytochalasine B (Manel et al., 2005).

Jain a ensuite cultivé des DCs avec du virus libre HTLV-1 pendant deux heures puis avec des
lymphocytes T autologues. Apres coculture, les taux intracellulaires de la protéine de matrice p19
sont examinés dans les lymphocytes T. En I’absence d’inhibition de DC-SIGN, 50% des
lymphocytes T expriment la protéine virale pl9. L’inhibition de DC-SIGN a travers le
prétraitement des MDDCs avec un anticorps anti-DC-SIGN réduit a 26% le pourcentage de
lymphocytes T exprimant la protéine virale. Ainsi, DC-SIGN serait ainsi particulierement impliqué
dans la transmission d’HTLV-1 aux lymphocytes T. Enfin, HTLV-1 utiliserait DC-SIGN & deux
niveaux dans le but de promouvoir sa réplication et sa pathogenese. Tout d’abord, au cours des
phases d’infection précoce, lorsque les DCs migrent vers les ganglions lymphatiques, DC-SIGN
faciliterait la transmission d’HTLV-1 aux lymphocytes T (mécanisme de trans-infection). Ensulite,
aussitot que I’infection des lymphocytes a eu lieu, HTLV-1 se transmettrait des lymphocytes T
aux DCs via DC-SIGN (Jain et al., 2009). Jones a aussi étudié la transmission d’HTLV-1 aux
lymphocytes T a partir des DCs. Pour cela, elle a exposé des pDCs et des DCs myéloides a du
virus HTLV-1 libre avant de les cultiver avec des lymphocytes T autologues. Ici, les lymphocytes
T autologues internalisent le virus et s’infectent. Les observations de Jones lui ont permis de

conclure que les DCs pouvaient transmettre HTLV-1 aux lymphocytes T dans les 7 premiéres
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heures suivant I’exposition au virus. Les DCs non infectées participent ainsi a la “’trans-infection’’
des lymphocytes T (Jones et al., 2008). Dans notre laboratoire, Alais a enfin étudié la transmission
d’HTLV-1 aux lymphocytes T aprés infection des MDDCs par du biofilm viral (le biofilm est un
agrégat infectieux a la surface de la cellule héte riche en protéines et hébergeant HTLV-1). Ses
résultats ont confirmé que les MDDCs productivement infectées transmettaient le virus aux
lymphocytes T (Alais et al., 2015). Toutes ces expériences prouvent que les MDDCs sont
susceptibles de capturer HTLV-1 et de le transmettre aux lymphocytes T. Cependant, toutes ces
expériences ont été réalisées avec un seul sous-type de DCs. Or, comme je I’ai précédemment
décrit, plusieurs sous-types de DCs existent dans 1’organisme. On peut donc nous demander si ces

résultats sont extrapolables a I’ensemble des DCs.

5.4 Les DCs s’infectent productivement par HTLV-1

Des ¢études contradictoires sur I’infection des DCs par HTLV-1 sont reportées. L’équipe de Grusky
a conclu en 1995 que les DCs ne sont pas susceptibles a I’infection virale. Cette équipe avait
cocultivé des MDDCs différenciés a partir de précurseurs CD34+ avec des lignées immortalisées
par HTLV-1. Elle a note ‘’une affinité remarquable d’HTLV-1 pour la membrane plasmique des
DCs. Cependant, aucune intériorisation virale ou bourgeonnement n’est observé au niveau des
DCs et ceci sur plus de 30 expériences (Zucker-Franklin et al., 1995). L’étude de Ceccaldi, en
2006, a exploré I’infection des MDDCs par HTLV-1 en coculture avec des lignées de lymphocytes
T chroniquement infectés (MT2 ou C91-PL). Afin de déterminer si les DCs sont permissives a
I’infection par HTLV-1, la protéine cytosolique p24 d’HTLV-1 est marquée & 7 heures apres
contact entre MDDCs et lymphocyte T infectés. La protéine p24 est ensuite marquée a 24 heures,
48 heures et 6 jours aprés contact DC-lymphocyte T. L’augmentation de fluorescence entre ces
différents points a suggéré que les DCs sont susceptibles a I’infection. De plus, cette étude a montré
que DC-SIGN est un facteur qui facilite la fusion des DCs avec HTLV-1 (Ceccaldi et al., 2006).
Jain a examiné le r6le de DC-SIGN dans le cadre de I’infection productive des lignées B-THP-1
et B-THP-1/DC-SIGN par le virus HTLV-1 libre. Les résultats obtenus montrent que les cellules
B-THP-1/DC-SIGN sont plus sensibles a I’infection productive par le virus HTLV-1 libre en
comparaison aux cellules n’exprimant pas DC-SIGN. Ces résultats suggerent donc que DC-SIGN

joue non seulement un role dans I’augmentation de I’entrée virale mais encore dans 1’infection
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productive. C’est la raison pour laquelle le blocage de 1’expression de DC-SIGN durant une
infection pourrait constituer une stratégie thérapeutique efficace. Jain a ensuite confirmé le rdle de
DC-SIGN dans le cadre de I’infection des MDDCs par le virus HTLV-1 libre. Ici, I’'usage d’un
siRNA spécifique contre DC-SIGN inhibe également d’un facteur de 5 I’infection productive des
MDDCs par le virus HTLV-1 libre (Jain et al., 2009). De son cété, Jones a montré que le virus
HTLV-1 libre pouvait infecter les DCs my¢éloides ou plasmacytoides fraichement isolées mais
aussi des MDDCs ex vivo. Son étude est intéressante dans la mesure ou les virions libres sont
géneralement faiblement infectieux in vitro (Feuer and Green, 2005) mais aussi in vivo (Donegan
etal., 1994). Jones commence tout d’abord par démontrer que les virions sont internalisés dans les
différents sous-types de DCs. Ensuite, afin de mettre en évidence 1’infection productive des DCs,
Jones a étudié I’expression de la protéine régulatrice Tax au niveau des DCs exposées au virus
libre. La protéine Tax n’est pas exprimée dans le virion. Cependant, elle est détectée 48 heures
apres exposition au virus libre dans la majorité des DCs. L’expression de Tax signe ici I’infection
productive des DCs dans la mesure ou I’expression de Tax fait suite a ’intégration du provirus
dans le génome de la DC et correspond a la production de novo des protéines virales. D’ailleurs,
le traitement des DCs avec des inhibiteurs de la transcriptase inverse (AZT) ou I’inactivation des
virions suffisent a réduire I’expression de Tax de plus de 95%. Selon Jones, Tax est similairement
exprimée au niveau des DCs myéloides, plasmacytoides et les MDDCs (Jones et al., 2008). Si
I’étude de Jones suggére ici que les DCs jouent ont un role dans la transmission, la dissémination
et la persistance de HTLV-1 in vivo, elle met I’accent sur le fait que la transmission d’HTLV-1
aux lymphocytes T implique I’infection de novo des DCs (Jones et al., 2008). Cette affirmation
contraste ici avec les résultats précédemment décrits pour la transmission de VIH-1 par les DCs
matures : les DCs matures ne s’infectent pas productivement par VIH-1 mais transmettent
davantage le virus aux lymphocytes T en comparaison a la transmission a partir des DCs immatures
(Dong et al., 2007), (Wang et al., 2007), (Sanders et al., 2002).

Parmi les études de Ceccaldi, Jain et Jones, seule I’étude de Ceccaldi étudie I’infection productive
des MDDCs a travers une coculture des MDDCs avec des lignées de lymphocytes T
chroniquement infectés (MT2 ou C91-PL). Au contraire, les études de Jain et de Jones utilisent du
virus libre pour infecter les MDDCs. Dans ce contexte, notre equipe a teste si les MDDCs sont

¢galement susceptibles a 1’infection par du biofilm viral. Ici, le biofilm viral correspond a un
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agrégat infectieux concentré situé a la surface des cellules productivement infectées. Le biofilm
offre une protection physique des particules virales et permet leur transfert rapide méme lors d’un
contact éphémere. D’ailleurs, le biofilm participe efficacement a la transmission virale : in vitro,
son décrochage mécanique réduit le nombre de cellules infectées de plus de 80% lors de la
formation de conjugués cellule-cellule (Pais-Correia et al., 2010). Pour cela, notre équipe a étudié,
a travers des expériences de PCR quantitative, ’infection des IL-4 DCs a trois jours de leur culture
avec trois sources différentes d’HTLV-1 : le biofilm viral, le virus concentré et le virus libre (Alais
et al., 2015). Parmi ces trois sources de virus, c’est I’infection par le biofilm viral qui conduit aux
taux les plus importants d’infection des IL-4 DCs. Néanmoins, au contraire des résultats des études
de Jain et de Jones, la culture des IL-4 DCs avec du virus libre concentré a conduit a une faible
infection des MDDCs. Une explication qui pourrait expliquer la différence des résultats obtenus
entre notre equipe et celles de Jain et de Jones quant a I’infection par du virus libre se trouve dans
le protocole expérimental. Jain et Jones utilisent des préparations virales qui sont respectivement
30 et 20 fois plus concentrées que celles que notre équipe a utilisé. De plus, au contraire du VIH-
1 qui infecterait d’un facteur 10 a 100 fois les lymphocytes T CD4+ en plus que les DCs (Mcllroy
et al., 1995), la susceptibilité a I’infection est opposée dans le cadre de I’infection par HTLV-1 :
Alais a étudié la susceptibilité relative des MDDCs en comparaison a celle des lymphocytes T a la
suite de I’exposition de ces deux types cellulaires a différentes sources virale (virus libre, virus
concentré et biofilm viral). Les expériences effectuées sur de larges séries de cellules primaires lui
ont permis de conclure que les MDDCs ont une charge provirale plus élevée que celle des
lymphocytes autologues exposés a du biofilm viral (Alais et al., 2015). De part leurs fonctions
immunitaires, les DCs constitueraient ainsi les premieres cellules a reconnaitre et a interagir avec
HTLV-1 lors de la primo-infection. De plus, comme les DCs sont plus susceptibles que les
lymphocytes T a I’infection productive par HTLV-1 et comme les DCs peuvent transmettre
HTLV-1 aux lymphocytes T, I’étude d’Alais pourrait suggérer que les DCs seraient les premicres
cellules a s’infecter par HTLV-1 et que ce seraient elles qui transmettent HTLV-1, dans un second
temps, aux lymphocytes T. Enfin, il est intéressant de noter que ni les études de Ceccaldi, Jones,
Jain et d’Alais n’explorent I’influence des agents lysosomotropes au cours de 1’infection

productive des DCs par HTLV-1.
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2  Probléematique

L interaction entre HTLV-1 et les DCs myéloides ou les MDDCs immatures donne lieu & une
infection productive (Ceccaldi et al., 2006), (Jain et al., 2009) et (Jones et al., 2008). De plus, les
expériences d’Alais (Alais et al., 2015) montrent bien que les DCs immatures sont plus
susceptibles a I’infection productive que les lymphocytes T ce qui pourrait suggérer 1I’importance
de I’infection productive des DCs dans la transmission virale aux lymphocytes T. D’ailleurs Jones
avait aussi montré que le traitement des DCs par I’AZT inhibait a la fois leur infection productive
mais aussi le transfert d’HTLV-1 aux lymphocytes T CD4+ (Jones et al., 2008). Les résultats de
Jones constituent un argument supplémentaire en faveur de I'idée selon laquelle la transmission
d’HTLV-1 des DCs aux lymphocytes T suggére une synthése de novo de virus par les DCs (Jones
et al., 2008). Ensuite, les expériences de Ceccaldi indiquent qu’HTLV-1 serait internalisé par
endocytose et se retrouve au niveau des DCs immatures dans des compartiments dont il n’explore
pas la nature (Ceccaldi et al., 2006). Par référence aux compartiments non conventionnels ou se
retrouvent d’autres virus qui infectent productivement les DCs (VIH-1 (Garcia et al., 2005),
vaccine (Sandgren et al., 2010)), nous pourrions suggérer que ces compartiments seraient non
conventionnels. Par ailleurs, les pDCs et les MDDCs qui ont servi d’outils pour les expériences de
Ceccaldi, Jain et Jones sont loin de représenter la grande diversité des sous-types de DCs. Par
exemple, les DCs myéloides et les pDCs qui sont des DCs du sang qui reconnaissent HTLV-1 lors
de son entrée lors d’une transmission sanguine ne représentent pas les sous-types majoritaires de
DCs que rencontrerait HTLV-1 lors de son entrée a la suite d’une transmission digestive ou
sexuelle. En effet, au niveau du tube digestif ou lors d’une transmission sexuelle ce sont
respectivement les DCs tolérogénes et les DCs inflammatoires qui seraient les premiéres a interagir
avec HTLV-1. D’ailleurs, Kayama a réecemment montré que le tube digestif renferme les DCs
CD14" CD163M™"* et les DCs CD14* CD163%¢ CD160%¢"¢ dont la fonction est d’induire les
lymphocytes Th17 ce qui contribue a la tolérance immune (Kayama and Takeda, 2016). De méme,
comme lors de la transmission sexuelle du VIH-1, les cellules de Langerhans pourraient étre les
premieres cibles d’HTLV-1 (Kawamura, 2011). A travers de multiples exemples cités dans
I’introduction, nous avons vu qu'HTLV-1 détourne les fonctions des DCs : les DCs infectées ne

maturent pas (Mostoller et al., 2004), ne produisent plus d’IFN (Hishizawa et al., 2004) et
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n’induisent pas la prolifération des lymphocytes T (Makino et al., 2000). Si ces exemples illustrent

ici le comportement de DCs immatures qui sont susceptibles a I’infection productive par HTLV-

1, ils pourraient néanmoins ne pas représenter le comportement de sous-types de DCs qui

restreindraient I’infection par HTLV-1. De méme, ces exemples ne permettent pas de prévoir, par

exemple, le comportement des DCs inflammatoires qui sont des DCs matures et productrices

d’IFN lorsqu’elles reconnaissent HTLV-1 a la suite de son entrée au niveau d’une muqueuse

enflammée. En partant de ces observations nous nous sommes demandés si les DCs tolérogenes et

les DCs inflammatoires avec lesquelles interagirait HTLV-1 a la suite de son entrée par voie

digestive ou sexuelle étaient susceptibles, au méme titre que les DCs myéloides que miment les

IL-4 DCs a I’infection par HTLV-1. Nous nous sommes demandés si ces DCs tolérogénes et ces

DCs inflammatoires transmettaient similairement HTLV-1 aux lymphocytes T. Pour répondre a

ces questions, nous avons différencié a partir des monocytes trois sous-types de DCs en présence

de cocktails différents de cytokines :

- Les IL-4 DCs qui sont des MDDCs immatures et qui miment les DCs myéloides sont
différenciées en présence de I’IL-4 et du GM-CSF.

- Les TGF- DCs qui miment les DCs tolérogenes du tube digestif mais aussi des muqueuses
sont différenciées en présence du TGF-B, de I’'IL-4 et du GM-CSG.

- Les IFN-o DCs qui miment les DCss inflammatoires sont différenciées en présence d’IFN-a
et de GM-CSF.

- Enfin, et afin de mieux cerner I’influence de la maturation sur I‘infection productive des DCs
mais aussi sur la transmission virale aux lymphocytes T, nous avons aussi fait maturer des IL-
4 DCs en présence du LPS, I’agoniste du TLR4 pour produire des IL-4 DCs matures.

A travers la coculture de ces sous-types avec des cellules C91-PL, lignée lymphocytaire

immortalisée productrice d’HTLV-1, nous avons étudié :

- Les différences de susceptibilité lors d’un contact cellule-cellule entre les sous-types de DCs
différenciés et les cellules C91-PL.

- L’influence des agents lysosomotropes sur le devenir de I’infection productive des DCs en
culture avec les cellules C91-PL.

- L’effet de 'IFN-a sur I’induction d’une susceptibilité ou d’une résistance a 1’infection

productive par HTLV-1 au niveau des DCs immatures en culture avec les cellules C91-PL.
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Les mécanismes d’internalisation d’HTLV-1 ainsi que la nature des compartiments qui

renferment HTLV-1 dans chacun des sous-types de DCs aprés culture avec les cellules C91-
PL.

La transmission d’HLTV-1 a partir de chacun de ces sous-types aux lymphocytes T qui

représentent la population majoritairement infectée chez les individus infectés par HTLV-1.
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3  Article

Contexte de I'article :

En partant des trois sous-types de MDDCs : les IL-4DCs (qui miment les DCs myéloides), les
TGF-p DCs (qui miment les DCs tolérogenes) et les IFN-a DCs (qui miment les DCs
inflammatoires) ainsi que des IL-4 DCs maturés au LPS, nous avons répondu aux questions

suivantes :

- Existe-t-il des différences de susceptibilité entre les sous-types de MDDCs ?

Nous avons cocultivé chacun des trois sous-types de MDDCs avec une lignée cellulaire
chroniquement infectée par HTLV-1 ( les cellules C91-PL). Afin de démontrer si les MDDCs sont
susceptibles ou pas a I’infection productive, nous avons ensuite suivi par cytométrie de flux, le
pourcentage des MDDCs qui accumulent la protéine de la matrice d’HTLV-1 GagP'® sur une
cinétique de trois jours. Nous avons confirmé le précédent résultat par PCR quantitative en
mesurant pour chaque sous-type de MDDCs cultivé avec du biofilm viral 1’évolution du ratio
tax/actine entre le troisieme et le cinquiéme jour de culture. Nous avons enfin validé les résulats
précédents a travers la détection de I’expression de Tax par cytométrie de flux, 72 heures apres la
coculture des différents sous-types de MDDCs avec les cellules C91-PL en présence ou pas de
I’AZT.

Nous avons montré que les IL-4 DCs immatures sont plus susceptibles que les TGF-B DCs a
I’infection productive. Enfin, les IFN-o DCs et les IL-4 DCs maturés au LPS constituent deux

sous-types de MDDCs qui restreignent I’infection productive en comparaison aux IL-4 DCs.

- Est-ce-que I’'IFN de type I restreint ’infection productive des MDDCs ?

Les IFN-o DCs et les IL-4 DCs maturés au LPS produisent de I'IFN de type 1. Pour cela, on s’est
demandé si c’est I'IFN de type 1 qui restreint leur infection par HTLV-1. Pour répondre & cette
question, nous avons traité des IL-4 DCs avec I’IFN-a2a ou avec le surnageant de culture des IFN-
a DCs ou avec le surnageant de culture des IL-4 DCs maturées au LPS. Nous avons ensuite
cocultivé ces IL-4 DCs différemment traitées avec les cellules chroniquement infectées C91-PL et
nous avons enfin etudié, par cytométrie de flux, I’expression de Tax au niveau des MDDCs apres

trois jours de coculture.
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Nous avons constaté que les traitements des IL-4 DCs immatures par I’IFN-a2a ou par les
surnageants de culture des IFN-a. DCs ou par les surnageants de culture des IL-4 DCs maturées au

LPS ne restreignent pas 1’infection productive par HTLV-1.

- Est-ce-que le trafic ’HTLV-1 dans les trois sous-types de MDDCs permet d’expliquer la

restriction de 1’infection productive ?

A travers des expériences de cytométrie de flux, nous avons testé I’influence des inhibiteurs de la
macropinocytose, de 1’endocytose via les puits a clathrine, de I’actine, des microtubules, des
récepteurs tyrosine kinase, des PI3K, des PKCs, de PAK et de Racl sur la capture de HTLV-1 par
les IL-4 DCs, par les IL-4 DCs maturés au LPS et par les IFN-o. DCs. Nous avons montré
qu'HTLV-1 est internalisé par macropinocytose et par endocytose via les puits de clathrine au
niveau des IL-4 DCs et des IL-4 DCs maturés au LPS. Néanmoins, HTLV-1 est internalisé par
endocytose via les puits de clathrine au niveau des IFN-a DCs.

Nous avons ensuite étudié, a travers des expériences de microscopie confocale, la colocalisation
d’HTLV-1 avec les marqueur EEAL (marqueur des endosomes précoces) ou CD82 ( marqueurs
des tétraspanines) au niveau des trois sous-types de MDDCs. Nous avons ici observé qu’HTLV-1
ne colocalise pas avec le marqueur EEAL au niveau des trois sous-types de DCs. Néanmoins,
HTLV-1 colocalise totalement avec le marqueur CD82 au niveau des 3 sous-types de DCs. Ces
résultats suggérent qu’HTLV-1 se retrouverait dans un compartiment non conventionnel.

Par la suite, nous avons montré, a travers des expériences d’imagerie, que les endosomes des IL-4
DCs sont neutres. Au contraire, les endosomes des IL-4 DCs maturés au LPS et des IFN-o DCs
sont acides. Pour cela, nous avons émis I’hypothése que le trafic d’HTLV-1 dans les
compartiments acides des IL-4 DCs maturés au LPS et des IFN-a DCs serait responsable de la
restriction de I’infection par HTLV-1. Pour valider cette hypothése, nous avons testé I’influence
de I’acidité des compartiments sur le devenir de ’infection productive : nous avons pré-traité les
IL-4 DCs maturés au LPS et les IFN-a DCs par la chloroquine (un agent lysosomotrope qui
neutralise le pH des vesicules acides) et nous les avons cocultivés avec les cellules C91-PL pendant
trois jours. Les résultats de la détection de Tax, par cytomeétrie de flux, montrent que la
neutralisation de 1’acidité des vésicules des IFN-a DCs et de celles des IL-4 DCs maturés au LPS

restaure partiellement, I’infection productive.
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- Est-ce-que les trois sous-types de MDDCs transmettent similairement HTLV-1 aux

lymphocytes T ?

Nous avons, enfin, testé la capacité des trois sous-types de MDDCs a transmettre HTLV-1 aux
lymphocytes T. Pour cela, nous avons, dans un premier temps, cocultivé les IL-4 DCs, les IL-4
DCs maturés au LPS et les IFN-a DCs avec les cellules C91-PL avant de procéder a une
purification des MDDCs. Ici, la purification des MDDCs s’est faite a travers leur separation
magnétique par sélection positive a partir de la coculture. Ces DCs purifiées sont ensuite
cocultivées avec les cellules reportrices Jurkat-LTR-luc pendant deux jours supplémentaires. Au
bout de ces deux jours, le signal luciférase correspond a la transmission d’HTLV-1 a partir des
DCs en I’absence d’infection productive (trans-infection). Similairement, des DCs purifiées sont
laissées en culture pendant trois jours avant d’étre cocultives sur deux jours supplémentaires avec
des Jurkat LTR-Luc. Dans ce cas, le signal luciférase refléte la capacité des DCs a transmettre un
virus produit de novo (cis-infection).

Ici, les résultats obtenus, sur ces deux expériences, révelent que les IL-4 DCs transmettent
davantage HTLV-1 aux lymphocytes T, en comparaison aux IL-4 DCs maturés au LPS et aux IFN-
a DCs.

L’article figurant ci-dessous a été soumis a la revue Plos Pathogens le 22 décembre 2016. Il a été

accepté le 13 avril 2017 et publié, en ligne, le 20 avril 2017.
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Abstract

Human T lymphotropic Virus type 1 (HTLV-1) is the etiological agent of Adult T cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) and HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis
(HAM/TSP). Both CD4" T-cells and dendritic cells (DCs) infected with HTLV-1 are found in
peripheral blood from HTLV-1 carriers. We previously demonstrated that monocyte-derived IL-4
DCs are more susceptible to HTLV-1 infection than autologous primary T-cells, suggesting that
DC infection precedes T-cell infection. However, during blood transmission, breast-feeding or
sexual transmission, HTLV-1 may encounter different DC subsets present in the blood,the
intestinal or genital mucosa respectively. These different contacts may impact HTLV-1 ability to
infect DCs and its subsequent transfer to T-cells. Using in vitro monocyte-derived IL-4 DCs, TGF-
B DCs and IFN-o DCs that mimic DCs contacting HTLV-1 in vivo, we show here that despite their
increased ability to capture HTLV-1 virions, IFN-a DCs restrict HTLV-1 productive infection.
Surprisingly, we then demonstrate that it is not due to the antiviral activity of type—I interferon
produced by IFN-a DCs, but that it is likely to be linked to a distinct trafficking route of HTLV-1
in IL-4 DCs vs. IFN-a DCs. Finally, , we demonstrate that, in contrast to IL-4 DCs, IFN-oa DCs
are impaired in their capacity to transfer HTLV-1 to CD4 T-cells, both after viral capture and trans-
infection and after their productive infection. In conclusion, the nature of the DCs encountered by
HTLV-1 upon primo-infection and the viral trafficking route through the vesicular pathway of
these cells determine the efficiency of viral transmission to T-cells, which may condition the fate

of infection.
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Author Summary

Human T-LymphotropicVirus type 1 (HTLV-1) is the etiological agent of Adult T-cell
Leukemia/Lymphoma (ATLL) and HTLV-1-Associated Myelopathy/Tropical Spastic Paraparesis
(HAM/TSP). In chronically infected patients, the provirus is mainly detected in the CD4 T-cell
population. However, beside lymphocytes, HTLV-1 infects blood- or monocyte-derived dendritic
cells (DCs) in vitro. Moreover, we previously showed that DCs are more susceptible to HTLV-1
infection than autologous T-cells, suggesting that DCs might be the first cells to be infected upon
primo-infection, and important intermediaries for the viral spread to surrounding lymphocytes.
Interestingly, different DC subsets are found in the blood or in the mucosa, the two entry routes
used by HTLV-1 during infection of new individuals. In this study, we show for the first time that
the different DC subsets are not equally susceptible to HTLV-1 infection. Furthermore we
demonstrate that DC subsets with an increased ability to capture HTLV-1 virion are restricted to
HTLV-1 productive infection. This restriction is linked to DC maturation but not to the antiviral
activity of IFN-o produced by resistant DCs. Finally, we demonstrate that efficient viral
transmission to T-cells is dependent upon DC productive infection rather than trans-infection.
Altogether, our results indicate that the nature of the DCs encountered by HTLV-1 upon primo-
infection determines the efficiency of viral transmission to T-cells, which may condition the fate

of infection.
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Introduction

Human T-Lymphotropic Virus type 1 (HTLV-1) infects 5-10 million people [1]. HTLV-1 is
mainly present in Japan, inter-tropical Africa, the Caribbean and South America [2,3]. After a long
period of clinical latency, HTLV-1 infection leads, in a fraction of infected individuals, either to
Adult T-cell Leukemia/Lymphoma (ATLL) [4], an uncontrolled CD4" T -cellproliferation of very
poor prognosis, or to an inflammatory disorder named HTLV-1 Associated Myelopathy / Tropical
Spastic Paraparesis (HAM/TSP) [5]. Invivo, in chronically infected individuals, HTLV-1 is mainly
found in CD4" T-cells, but infected dendritic cells (DCs) are also detected in vitro and more
importantly in vivo [6,7,8,9,10,11]. Their function is subsequently altered in vivo [11,12,13] and
these cells are therefore likely to be involved in viral pathogenesis.

The role of DC infection in HTLV-1 dissemination to T-cells has been investigated in mice
exposed to chimeric HTLV-1-infected cells, in which the HTLV-1 envelope had been replaced by
that of the Moloney murine leukemia virus, to allow HTLV-1 to enter murine cells. In this context,
DC depletion leads to a decreased proviral load in mouse CD4" T-cells [14]. In addition, HTLV-
1 viruses harboring mutations in the p12 and p30 regulatory genes that have lost their ability to
infect human DCs, also have an impaired ability to infect macaques [15]. Altogether, these in vivo
experiments strongly suggest that infection of DCs is regmlred for the establishment and
maintenance of HTLV-1 infection in animal models. Consistent with these data, we recently
showed that human monocytes-derived dendritic cells (MDDCs) are more susceptible to HTLV-1
infection than autologous lymphocytes in vitro [9], supporting a model where DC infection
represents an important step upon primo-infection in vivo.

In addition to the blood, DCs are widely distributed in peripheral tissues and in mucosae, where

antigen capture might occur. DCs play a central role in activating naive T-cells and directing the
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subsequent immune response. DCs are constituted of several distinct subsets that differ in their
ability to activate immunity or to promote tolerance [16]. Since HTLV-1 is transmitted through
contact with infected cells present in maternal milk, semen or blood, viruses may first be in contact
with different DC subsets present in these different tissues. The interaction of HTLV-1-infected
cells with a given DC subset may thus affect the subsequent immune response. In addition,
interaction with distinct DC subsets might have an impact on the risk of developing ATLL in the
case of mother-to-child transmission or on the risk of developing HAM/TSP in the case of infection
with contaminated blood [17,18].

We therefore investigated whether different MDDC subsets that are similar to tissue-resident DCs
exposed to HTLV-1 during primary infection in humans are equally susceptible to HTLV-1
infection. Human MDDCs were generated with cytokines that allow differentiation into different
subsets: interleukin-4 (1L-4) for myeloid DCs of the blood, transforming growth factor beta (TGF-
[3) for mucosal DCs of the gut and interferon-alpha (IFN-c) for inflammatory DCs found in injured
skin [19]. We demonstrate that IL-4 DCs and to a lesser extent TGF-3 DCs are susceptible to
HTLV-1 infection, while IFN-o DCs are not. We then demonstrate that IFN-a. DC resistance to
HTLV-1 infection is not due to IFN-a production. In contrast, we demonstrate that DC maturation,
in addition to viral trafficking through acidic vesicles, contributes to DC resistance to HTLV-1
infection. Finally, we show that HTLV-1 productive infection of immature DCs, rather than viral
capture by matured-DCs, is required for HTLV-1 transmission from DCs to T-cells. These results
demonstrate for the first time that immature DCs represent the main DC population that allows

infection of T-cells.
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Material and methods

Reagents and antibodies

Chlorpromazine (20uM, resuspended in H20), diphenyl iodonium chloride (10 uM, resuspended
in DMSO); dynasore (100uM, resuspended in DMSO), methyl-B-cyclodextrin (10mM,
resuspended in H20), nystatin (270uM, resuspended in DMSO), amiloride (375uM, resuspended
in H20), latrunculin (2uM, resuspended in DMSO), cytochalasin D (2uM, resuspended in DMSO),
genistein (200uM, resuspended in MeOH), wortmanin (40uM, resuspended in DMSO), rottlerin
(25uM, resuspended in EtOH), Go66953 (1uM, resuspended in DMSO), NSC23766
trihydrochloride (250uM, resuspended in H20) and IPA-3 (125uM, resuspended in DMSO) were
purchased from Sigma.

Toll like receptor (TLR)-2 agonist (PAM3CSK4; 1 ug/ml); TLR-5 agonist (Flagellin; 200 ng/ml);
TLR-3 agonist (Poly(I:C); 10 pg/ml); TLR-4 agonist (LPS; 1ug/ml); TLR-7/8 agonist (R848;
3ug/ml) were purchased from Invivogen. Recombinant IFN-a. (500-2000 1U/ml) was purchased
from Tebu-Bio.

The following antibodies were purchased from BD Biosciences: APC-H7-labeled mouse anti-
Human CD14 (M@P9); V450-coupled mouse anti-Human CD11c (clone Ly6); PE-Cy7-coupled
mouse anti-Human CD40 (clone 5C3); PerCPCy5.5-coupled mouse anti-Human HLA-DR (clone
G46.6). APC-coupled mouse anti-Human DC-SIGN (DCN47.5) and Vio-Bright-FITC-coupled
mouse anti-Human BDCAA4 (clone AD517F6) were from Miltenyi. PE-coupled mouse anti-
Human CD86 (clone 1T2.2) was from Ebioscience. Mouse anti-HTLV-1 Gag p19 antibody (clone
TP7) was from Zeptometrik, and biotin-coupled mouse anti-HTLV-1 Tax antibody (clone LT4,

[20]) was provided by Pr Tanaka.
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Cells

Jurkat cells stably transfected with a plasmid encoding the luciferase (Luc) gene under the control
of the HTLV-1 long terminal repeat (LTR) promotor (Jurkat-LTR-Luc) [21] were maintained
under hygromycin (450pg/ml, Sigma) selection in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
fetal calf serum (FCS; Gibco Life Technologies) and penicillin-streptomycin (100 pg/ml; Gibco
Life Technologies). HTLV-1 infected T-cells (C91-PL) were maintained in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS and penicillin-streptomycin (100 pg/ml). The human fibrosarcoma
cell line containing a plasmid encoding the luciferase gene under the control of the immediate
early IFN inducible 6-16 promoter (HL116) [22] were maintained under HAT selection in DMEM
medium supplemented with 10% FCS and penicillin-streptomycin (100 pg/ml). Monocyte-derived
dendritic cells were maintained in complete MDDC medium composed of RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS, 100 pg/ml of penicillin-streptomycin, non-essential amino acids (2.5
mM; Gibco Life Technologies), sodium pyruvate (1 mM; Sigma), B-mercaptoethanol (0.05 mM;
Gibco Life Technologies), and HEPES (10 mM; Gibco Life Technologies). Granulocyte-
macrophage colony stimulating factor (GM-CSF; 100 ng/ml; Miltenyi) and interleukine 4 (IL-4,
100 ng/ml; Miltenyi), or transforming growth factor beta (TGF-f3, 10 ng/ml, Eurobio), or interferon
alpha (IFN-0, 500 TU/ml, Tebu-bio) were added to the medium for differentiation. All cells were
grown at 37°C in 5% CO..

Human primary monocyte-derived dendritic cells (MDDCs)

Blood was collected by Etablissement Francais du Sang (Lyon, France) from non-infected blood
donors. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from heparinized blood on
Ficoll density gradient. Monocytes were purified from PBMCs on Percoll gradients. Cells were

cryopreserved in 10% dimethylsulfoxide (DMSO) - 50% FCS - 40% culture medium before being
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used. Dendritic cells were generated after culture of monocytes in complete MDDC medium. IL-
4 DCs were obtained after culture of monocytes in complete MDDC medium supplemented with
GM-CSF and IL-4 for 5 days. Fresh cytokines were added 72 h later. When indicated, 1L-4 DCs
were further treated for 18 h by the addition of TLR agonists or recombinant IFN-o in the MDDC
medium. TGF-B DCs were obtained after culture of monocytes in complete MDDC medium
supplemented with GM-CSF, 1L-4 and TGF-p for 5 days. Fresh cytokines were added 72 h later.
IFN-a. DCs were obtained from monocytes cultured in complete MDDC medium supplemented
with GM-CSF and IFN-a for 3 days. Fresh cytokines were added 24 h later.

MDDC infection

MDDCs (2.5 x 10° cells) were co-cultured with C91-PL cells (2.5 x 10* cells), pre-treated with
mitomycin C (50ug/ml, Sigma). MDDCs were then collected after 3h or 72h of co-culture, fixed
and used for flow cytometry analyses (FACS Canto Il; BD Biosciences) and imaging. When
indicated, MDDCs were infected in presence of azido-thymidine (AZT, 10 pg/ml, Sigma) or
treated with chloroquine (150 uM, Sigma) or diphenyl iodonium chloride (10 uM, Sigma) before
co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells.

When indicated, MDDCs (2.5 x 10° cells) were infected by biofilm preparation (100 pl) purified
as previously described [9]. At each time point, MDDCs were collected, washed several times with
PBS and stored as pellets before genomic DNA extraction and real-time PCR analysis. When
indicated, biofilm was heat-inactivated at 56°C before contact with MDDCs.

HTLV-1 capture assay

MDDCs (2.5 x 10° cells) were plated in 48-well plates and treated with drugs targeting several
endocytosis pathways for 3 h. Untreated cells were incubated in the same conditions and were used

as controls. Treated and control MDDCs were then co-cultured with mitomycin-treated C91-PL

99



cells (2.5 x 10 cells) for an additional 3 h. Cells were then fixed and stained for flow cytometry
analyses.

Immunofluorescence and confocal microscopy.

MDDCs (150 x 102 cells per well) were plated in Lab-Tek chamber slides (Nunc) previously
treated with Poly-L-lysine (Sigma, P4832) according to the manufacturer’s instructions and
cultured for 18 h. When needed, LPS (1pg/ml) was added. MDDCs were then co-cultured with
mitomycin-treated C91-PL cells (ratio 10:1) for 3h and fixed with 4% paraformaldehyde (PFA).
Cells were extensively washed with PBS, quenched with NH4Cl solution (50mM) and
permeabilized with PBS - 1% BSA - 0.1% saponin. Cells were then stained using a serum from an
HTLV-1 infected patient (PH 1596, with an agreement from the Comité de protection des
personnes lle de France, [CPP-IDF-2012-10-04SC] gift from Dr Gessain, Institut Pasteur)
followed by a DyLight 488-labeled Goat anti-Human IgG Antibody (1/1000; Vector laboratories)
and anti-CD82 antibody (AM26701PU-N, Acris) followed by a DyLight 549-labeled anti-Mouse
IgG Antibody (1/1000; Vector laboratories). When indicated, cells were stained with anti p19%%
antibody followed by a DyLigh 549-labelled anti-mouse antibody and anti-human EE1A antibody
(N19, Santa-Cruz biotechnology) followed by a FITC-labelled anti-goat antibody (Dako). After
washes in PBS and lastly in water, slides were mounted in Dapi-Fluoromount G (Southern
Biotech). Samples were examined under a Leica spectral SP5 confocal microscope equipped with
a 63x 1.4-0.6 oil-immersion objective using the LAS-AF software, or using a Zeiss LSM800
confocal microscope equipped with a 63x 1.4 oil immersion objective on the ZEN software.

Images were analyzed using ImageJ.
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Determination of the pH of vesicles and quantification of lipid droplets

MDDCs were plated in Lab-Tek wells and incubated with the lysotracker Red DND-99 (5uM,
Thermofisher scientific, L7528) for 30 minutes. Cells were then extensively washed and fixed in
4% PFA. For lipid droplets staining, cells were fixed in 4% PFA, and stained with Nile Red (0,25
mg/ml; Sigma) for 15 min. After several washes in PBS and lastly in water, slides were mounted
in Dapi-Fluoromount G and fluorescence analyzed with routine inverted microscope Zeiss axiovert
135 microscope. Fluorescent signals were quantified with ImageJ.

Flow cytometry

MDDCs (2.5 x 10° cells) were collected, washed in PBS and stained with the following panel:
APC-H7-labeled mouse anti-Human CD14; V450-coupled mouse anti-Human CD11c; PE-Cy7-
coupled mouse anti-Human CD40; PerCPCy5.5-coupled mouse anti-Human HLA-DR, APC-
coupled mouse anti-Human DC-SIGN, Vio-Bright-FITC-coupled mouse anti-Human BDCA4 and
PE-coupled mouse anti-Human CD86. To analyze HTLV-1 capture, MDDCs were collected after
co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells, washed in PBS and fixed with 4% PFA. Cells
were permeabilized with PBS - 1% BSA - 0.1% saponin, and stained with a mouse anti-p19%
antibody (1:1000) followed by a DyLight 488-coupled goat anti-mouse antibody (1:1000). Cells
were then washed twice with PBS - 1% BSA - 0.1% saponin and once with PBS - 1% BSA and
finally stained with VV450-coupled anti-human CD11c antibody.

To analyze productive infection, MDDCs were collected after co-culture with C91-PL, washed in
PBS and in normal goat serum (7%, Sigma), fixed and permeabilized according to the
manufacturer’s instructions (eBiosciences). Cells were stained with biotin-coupled anti-Tax
antibody (LT4) followed by streptavidin labeled with PE-Cy7 (BioLegend, Ozyme). After

extensive washes, cells were finally surface-stained with a V450-coupled anti-CD11c antibody.
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All results were acquired by flow cytometry using at least 50 000 events (FACSCantoll; BD-
Biosciences) and analyzed with FlowJo single cell analysis software.

Genomic DNA extraction and real-time PCR

Genomic DNA was extracted using the Nucleospin blood kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
according to the manufacturer’s instructions. DNA concentration was determined with a
NanoDropND1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Real-time quantitative PCR (qPCR)
was performed on 10 ng of genomic DNA as previously described [9].

RNA extraction and RT-PCR.

IL-4 DCs (2.5 x 10° cells) were plated in 48-well plates and treated with 500 1U/ml of recombinant
IFN-a. for 18h. Cells were washed twice in phosphate-buffered saline (PBS) and total RNA was
extracted using the RNeasy minikit (Quiagen, 74106). Extracted RNA was treated with RQ1-
RNAse-free DNAse (Promega). RNA concentration was determined with a NanoDropND1000
spectrophotometer (Thermo Scientific). RT-PCR was performed on 500 ng of RNA using the
SuperScript Reverse Transcriptase (Thermofisher). cDNA concentration was then determined with
a NanoDropND1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). cDNA amplification was performed
on 200 ng of cDNA using the GoTaq polymerase (Promega) and Mx1 primers as previously
described [23]. PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% agarose gel.

Viral transfer to T-cells

To determine the ability of MDDCs to transfer HTLV-1 without being infected, MDDCs (3 x 108
cells) were exposed to mitomycin-treated C91-PL cells (2 x 10° cells) for 4 h in 6-well plates.
Then, DCs were magnetically isolated using the CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1) Microbead kit
(Miltenyi Biotec, 130-090-532). Isolated DCs (10° cells) were co-cultured with Jurkat-LTR-Luc

(10° cells) in 48-well plates. Co-culture was performed for 48 h. Cells were then collected, and
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luciferase reporter activity assayed (Luciferase kit Promega). Results were normalized according
to the amount of proteins determined by Bradford (Biorad).

To determine the ability of productively infected MDDCs to transfer the virus to T-cells, MDDCs
(3 x 10° cells) were exposed to mitomycin-treated C91-PL cells (2 x 10° cells) for 4 h in 6-well
plates. Then, DCs were magnetically isolated using the CD304 (BDCA-4/Neuropilin-1)
Microbead Kit. Isolated DCs (1 x 10° cells) were cultured in 48-well plates for 72 hours in the
presence or absence of 100 uM of AZT added in culture medium each day. Jurkat-LTR-Luc cells
(10° cells) were then added and the co-culture was maintained for 48 h. Cells were then collected,
and luciferase reporter activity assayed. Results were normalized according to the amount of
proteins determined by Bradford (Biorad).

Quantification of cell-cell contacts

Jurkat LTR-Luc cells were transduced with Lenti-IRES-GFP as previously described [24]. C91-
PL cells were stained with 20 nM of cell tracker red CMPTX (Invitrogen C33542) in RPMI 1640
medium for 30 minutes at 37°C, and washed twice with RPMI 1640 medium supplemented with
10% FCS and penicillin-streptomycin (100 pg/ml) before use. Mock treated and LPS-treated IL-4
DCs or IFN-o. DCs (5 x 10* cells) from the same donor were mixed with transduced Jurkat LTR-
Luc cells (5 x 10* cells) and red-labelled C91-PL (5 x 10° cells), plated in Lab-Tek chamber slides
previously treated with Poly-L-lysine and cultured for 45 minutes at 37°C. Cells were then fixed
with 4 % PFA for 15 minutes at room temperature. After several washes in PBS, slides were
mounted in Dapi-Fluoromount G. Signals were acquired with an Axioimager Z1 microscope
(Zeiss), and analyzed with ImageJ. Contacts between unstained MDDCs and GFP transduced

Jurkat-LTR-Luc cells were manually counted from at least 10 pictures taken from the same slide.
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Type I interferon quantification

HL116 cells were seeded at 2x10* cells/well in 96-U-bottom-well plates and incubated for 24 h.
Supernatant collected from MDDCs cultures (100pl) or serial dilutions of recombinant IFN-a. used
for standard curve determination were added for an additional 17 h. Cells were then lysed and
luciferase activity assayed.

Statistics and representation of data

One-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni’s post-hoc multiple comparison test was
used to determine statistically significant differences. Paired two-tail t-test was used to compare
two groups from the same donor. Differences were considered significant if the p-value was <

0.05.
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Results

Immature IL-4 DCs and tolerogenic TGF-B DCs but not IFN-a DCs are susceptible to
HTLV-1.

To determine whether all DC subsets were equally susceptible to HTLV-1, IL-4 DCs, TGF-$3 DCs
and IFN-o. DCs were generated from human primary monocytes. DC differentiation was
controlled by the loss of CD14 expression and the acquisition of CD11c expression (S1A Fig.).
Consistent with previous data [19], IL-4 DCs and TGF- DCs displayed the most immature
phenotype, with a low surface expression of CD86, CD40 and HLA-DR markers (S1A Fig.).
Expression of these maturation markers was increased in IFN-o DCs confirming their more mature
phenotype (S1A Fig.). The three different DC subtypes were then exposed to infected C91-PL
cells. Infection was first monitored by the accumulation of the structural p19%9 viral protein over
time (Fig. 1A). In IL-4 DCs, the relative abundance of p199%9-positive cells significantly increased
between 3h and 72 h post infection (p.i.), while it significantly decreased in IFN-a DCs, suggesting
that IFN-o DC are not productively infected. Of note, in TGF-3 DCs, the amount of p199%9-positive
cells did not change significantly, suggesting a reduced level of infection. To confirm this result,
the amount of proviral DNA was quantified 3 and 5 days after contact of the different DCs with
purified HTLV-1 viral biofilm (Fig. 1B). Viral biofilm are membrane-bound viruses that are
embedded in extracellular matrix-rich structures at the surface of infected cells [21]. Infection with
purified viral biofilm allows quantification of viral DNA resulting from de novo infection of target
cells, without contamination with viral DNA from C91-PL that occurs when infection is perfomed
through co-culture with infected cells. As previously shown [9], proviral DNA was detected in IL-
4 DCs exposed to viral biofilm, and its amount significantly increased during the course of

infection (Fig. 1B). Proviral DNA was also detected in TGF-B DCs exposed to viral biofilm but,
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consistent with the low accumulation of viral p19%9, its amount did not significantly increase
during the course of exposure (Fig. 1B), suggesting that TGF-3 DCs are less susceptible than IL-
4 DCs to HTLV-1 infection. In contrast, HTLV-1 viral DNA was barely detected in IFN-a. DCs
exposed to viral biofilm and its amount did not change during the course of infection (Fig. 1B). As
a control, no viral DNA was detected when heat-inactivated viral biofilm was used (Fig. 1B).
Productive infection was further confirmed by detection of Tax expression, since this viral protein
is absent from the viral particle. Consistent with the amount of viral DNA, a higher percentage of
IL-4 DCs expressed Tax compared to TGF-f§ DCs, with a mean of 0,6% infected cells (Fig. 1C).
A significant reduction in the number of Tax-expressing cells was observed among IL-4 DCs when
infection was performed in the presence of AZT (S1B Fig.), confirming that Tax expression results
from productive infection. In addition, a very low percentage of Tax-expressing cells were found
in the IFN-o. DC population (Fig 1C) with a mean of 0,1% infected cells. These results confirm
that IL-4 DCs are productively infected, as previously shown [9]. Altogether, these results
demonstrate that the IL-4 DC population is more susceptible to HTLV-1 infection than the TGF-
B one, and that the IFN-o DC population is resistant to HTLV-1 infection.

HTLV-1 viral entry is more efficient in DCs that restrict HTLV-1 infection.

To understand the mechanism leading to differential susceptibility to HTLV-1 infection in the
three DC subsets, we first controlled the expression of HTLV-1 (Fig. 2). Two proteins, the binding
receptor NRP-1 and the fusion receptor Glut-1, have been involved in HTLV-1 entry in CD4+ T
lymphocytes [25]. In addition, DC-SIGN is involved in HTLV-1 binding to DCs [7] and is
important for DC infection [6]. NRP-1 was expressed in all DC subsets, although its level was
significantly higher in IL-4 and TGF-B DCs than in IFN-a. DCs (Fig. 2A). Similarly, DC-SIGN

was expressed in all DC subsets but its expression was significantly higher in IL-4 DCs (Fig. 2B).
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In contrast, Glut-1 expression was similar in all three DC subsets (Fig. 2C). These results suggest
that HTLV-1 binding might be lower in IFN-o. DC and TGF- compared to IL-4 DC. We therefore
measured viral capture using detection of p19%%9 in the DC populations 3h after contact with C91-
PL infected cells (Fig. 2D) in addition to productive infection determined 3 days post contact (Fig.
2E). Surprisingly, capture was 6-fold higher in IFN-o. DCs and 3 fold higher in TGF- DCs
compared to IL-4 DCs (Fig. 2D). This suggests that viral capture is inversely correlated to
productive infection (Fig. 2E), and could be independent of NRP-1 and/or DC-SIGN expression
level. Thus, IFN-a DC resistance to HTLV-1 infection is not linked to decreased capture efficiency
or to a lower expression of viral fusion receptor.

Exposure to type | IFN does not restrict infection of 1L-4 DCs.

It is well established that type I IFN controls several viral infections through the induction of
numerous interferon-inducible genes (ISGs) that restrict viral cycle at different levels [26].
Furthermore, HTLV-1 infection is restricted when target T-cells are treated with IFN-a before
contact with the virus [23,27]. We therefore measured the basal level of IFN-a production by the
three different DC subtypes. As expected, IFN-o DCs produced and released higher levels of type
I IFN compared to IL-4 or TGF-B DCs (Fig. 3A).

Given that IFN-a production by IFN-a. DCs could be responsible for their resistance to HTLV-1
infection, we treated IL-4 DCs with increasing doses of recombinant IFN-o 2a before co-
cultivating them with C91-PL infected cells. We first verified that recombinant IFN-o treatment
did not affect IL-4 DC phenotype (S2A Fig.) and was sufficient to induce expression of ISGs as
measured by the up-regulation of Mx-1 mRNA (Fig. 3B).

Surprisingly however, treatment of IL-4 DCs with recombinant IFN-a did not affect their
susceptibility to HTLV-1 as exemplified by the number of CD11c-positive Tax-positive cells
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shown for a representative experiment (Fig. 3C) and the percentage of infected DCs observed in
different experiments performed with cells from several independent donors (Fig 3D), or by the
number of p1999-positive cells after 3h of DCs exposure to C91-PL cells (S2B Fig.). These results
suggest that 1L-4 DC exposure to IFN-o does not affect their susceptibility to HTLV-1 infection.
Type I IFN includes IFN-f and 12 different IFN-o proteins that have different antiviral properties.
IFN-a. 2a was recently shown to have the weakest antiviral activity against HIV-1 compared to
eight others [28]. Thus, recombinant IFN-o 2a used above might not be sufficient for the restriction
of HTLV-1 infection in IFN-a DCs. To address this issue, we tested the ability of the physiological
type | IFN-a present in the supernatant of IFN-a. DCs to restrict HTLV-1 infection in IL-4 DCs.
Again, the number of Tax positive IL-4 DCs did not differ significantly when cells were cultured
for 18h with or without the supernatant from IFN-a DCs (Fig. 3E-F), confirming that type | IFN
produced by IFN-a DCs is not responsible for the resistance of IFN-a DCs to HTLV-1 infection.
Decreased susceptibility to HTLV-1 infection is linked to DC maturation.

IFN-a DCs are more mature than IL-4 DCs, as shown by the up-regulation of HLA-DR and CD40
markers (S1A Fig. and [19]). We thus asked whether DC maturation could account for restriction
of HTLV-1 infection in IFN-a DCs. To test this hypothesis, IL-4 DCs were treated with LPS, a
TLR-4 agonist, which induces the up-regulation of DC maturation markers such as HLA-DR,
CD40 and CD86 (S3A Fig.). Both immature and LPS-matured IL-4 DCs were then exposed to
C91-PL cells for 3 h to measure viral capture, or for 3 days to measure productive infection. Similar
to our results with IFN-a. DCs, the percentage of p1999-positive DCs was significantly higher in
LPS-matured DCs (Fig. 4A), while the percentage of Tax positive DCs was significantly lower
when cells had been matured with LPS (Fig. 4B). This indicates that LPS treatment of IL-4 DCs
increases HTLV-1 uptake but restricts their productive infection and seems to recapitulate IFN-o.
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DC restriction of HTLV-1. LPS-treatment of IL-4 DCs induced their maturation and was also
accompanied with type I IFN production (S4B Fig.). We thus tested whether type | IFN production
after LPS-treatment could account for the decreased level of HTLV-1 productive infection. IL-4
DCs were treated with LPS for 3h. Medium was then removed, cells were extensively washed to
remove any trace of LPS and cultured for 18h in LPS-free medium. Culture supernatant was then
collected and added to another set of the same autologous IL-4 DCs. Addition of this supernatant
induced an increase in CD86 expression level although lower to that of fully matured DCs, without
any other change in the expression of CD40 or HLA-DR maturation markers (S3A Fig.).
Interestingly, treatment of IL-4 DCs with the supernatant from LPS-matured DCs did neither affect
DC susceptibility to HTLV-1 as shown using a result from one representative experiment (Fig.
4C) nor the percentage of infected DCs observed in different experiments performed on
independent donors (Fig 4D and S3B Fig.), or the number of p19%-positive cells (S3C Fig.).
These results suggest that maturation rather than type I IFN production accounts for the decreased
susceptibility of LPS-matured DCs to HTLV-1 infection. To confirm this hypothesis, we induced
IL-4 DC maturation with different TLR agonist treatments. Stimulation of IL-4 DCs with Polyl:C,
R848 or LPS, that are agonists of TLR-3, TLR-7/8 or TLR-4 respectively, induced a fully mature
phenotype, as measured by the up-regulation of HLA-DR, CD86 and CD40 (S4A Fig.) and type |
IFN production (S4B Fig.). In contrast, stimulation of 1L-4 DCs with PAM3 or flagellin that are
ligands of TLR-2 or TLR-5 respectively, induced an incomplete mature phenotype (S4A Fig.) with
no type I IFN production (S4B Fig.). Interestingly, while treatment with ligands of TLR-3 or TLR-
4 significantly increased viral capture (Fig. 4E lanes 4 and 5), treatment with ligands of TLR-3,
TLR-7/8 or TLR-4 significantly decreased productive infection (Fig. 4F, lanes 4-6). In contrast,

treatment with ligands of TLR-2 or TLR-5 did not affect viral capture (Figure 4E, lanes 2-3) but
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led to an increased productive infection of 1L-4 DCs (Fig. 4F, lanes 2-3). Altogether, these results
suggest that DC maturation independently of type | IFN present in the supernatant of matured DC
is responsible for the restriction of HTLV-1 infection in DCs.

HTLV-1 is stored in similar vesicles in both permissive and restricted DCs.

HTLV-1 capture is more important in mature DCs but is not linked to a productive infection. We
therefore investigated whether after its capture, HTLV-1 virus might be stored in different
compartments according to the different DC subsets. After 3h of contact with infected cells, p199%
signal appeared as cytoplasmic punctae in the three DC subsets (Fig. 5A) suggesting a vesicular
localization. None of the p199%9 vesicles were co-stained with the EE1A marker of early endosomes
in any DC subset (S5 Fig ). In contrast, most virus-containing vesicles also stained positive for the
tetraspanin CD82 marker of multivesicular bodies (MVBs, Fig. 5A, see white arrows), with only
10 % of virus-containing vesicles that did not stain positive for CD82 (Fig. 5A, see green arrows).
Interestingly, the same percentage of CD82-positive virus-containing vesicles was observed in the
three DC subsets (Fig.5B), suggesting that HTLV-1 might be stored in similar compartments
despite a different infection outcome.

HTLV-1 uses partially overlapping entry routes in IL-4 and IFN-a DCs.

To explain the differential susceptibility to HTLV-1 infection, we hypothesized that viral entry
mechanisms might differ in IL-4 DCs vs. LPS-matured and IFN-a DCs. Vesicular entry pathways
are mediated by several mechanisms of endocytosis that can be blocked by pharmacological
inhibitors. Hence, immature IL-4 DCs, LPS-matured IL-4 DCs or IFN-a. DCs were treated with
inhibitors targeting dynamin-mediated and clathrin-mediated endocytosis (dynasore and
chlorpromazine respectively), caveolin-mediated endocytosis (methyl-B-cyclodextrin and

nystatin), actin polymerization (latrunculin, cytochalasin D) or macropinocytosis (amiloride)
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before being co-cultured with C91-PL infected cells. We controlled that treatment with inhibitors
did not change the viability of the different DC’ subsets compared to untreated DCs (S6A and S6B
Fig.). Viral capture was measured after 3h of contact with C91-PL. Treatment with methyl-3-
cyclodextrin and nystatin, that depleted cholesterol as controlled by the lack of lipids droplets
stained by Nile red in IL-4 treated DCs (S6C Fig.), did not affect p19%9 levels (S6D Fig),
suggesting that HTLV-1 entry does not follow caveolin-mediated endocytosis. However, HTLV-
1 entry was significantly reduced by both chlorpromazine and latrunculin (Fig. 6A), suggesting a
requirement for clathrin-mediated endocytosis and actin polymerization. Interestingly, HTLV-1
entry was significantly reduced by amiloride and dynasore in immature 1L4 DCs and LPS-matured
DCs but not in IFN-a DCs (Fig. 6A), suggesting the requirement of macropinocytosis specifically
in immature and mature IL-4 DCs. Macropinocytosis involves PI3K and PKC that control actin
polymerization through the activation of Rac 1 GTPase. Rac 1 GTPase in turn controls the
polymerization of actin through the activation of Pak-1. All these processes finally lead to the
extension of filopodia that fold back onto the cell membrane to form large irregular
macropinosomes [29]. HTLV-1 entry was blocked in immature and LPS-matured IL-4 DCs by the
PI3K inhibitor wortmanin, the PKC inhibitors rottlerin and G66976, and inhibitors of Rac 1
(NSC23766) and Pakl (IPA-3) (Fig. 6B). This further confirms the implication of
macropinocytosis in HTLV-1 entry in these subsets. Interestingly, compared to entry in IL-4 DCs,
HTLV-1 entry in LPS-matured DCs was more reduced after treatment with genistein, rottlerin and
NSC, less reduced after treatment with G66976 and not blocked by the inhibitor of actin fibers
elongation cytochalasin D (Fig. 6B), suggesting the involvement of a different macropinocytosis
process in LPS-matured DCs. Finally, HTLV-1 entry in immature and LPS-matured IL-4 DCs was

not blocked by nocodazole and blebstatin, suggesting that microtubule or myosin contraction are
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not involved in the macropinocytosis process of HTLV-1 entry (S6E Fig.). Altogether, these
results demonstrate that HTLV-1 entry in immature and LPS-matured IL4-DCs requires
macropinocytosis as well as clathrin-mediated endocytosis while entry in IFN-o. DC used mainly
clathrin-mediated endocytosis.

Acidic pH of vesicles decreases DC infection.

Since HTLV-1 entry pathways, and intracellular localization are similar in immature IL-4 DCs
that are susceptible to infection and in IFN-a DCs that are resistant to infection, we next wondered
wether intravesicular pH could modify the ability of the virus to establish a productive infection.
Indeed, previous studies reported that immature DCs have vesicles with neutral pH, while vesicles
pH is more acidic in mature DCs [30]. Using acidic lysotracker, which fluorescence intensity is
dependent on acidic pH, and using drugs that induce intravesicular acidification (diphenylene-
iodonium DPI) or alkalization (chloroquine), we were able to modulate and monitor the pH of
vesicles. The neutral pH of vesicles in immature IL-4 DC was acidified after DPI treatment (Fig.
7A), while the slightly more acidic pH of vesicles in IFN-o DCs was alkalized after chloroquine
treatment (Fig. 7D). As a control, the acidic pH of vesicles in LPS-treated DCs was alkalized after
choloroquine treatment (Fig. 7G). IL-4 DCs treated with DPI captured similar amount of HTLV-
1 than untreated 1L-4 DCs when co-cultured with C91PL (Fig. 7B). However, productive infection
was significantly reduced under these conditions (Fig. 7C). This suggests that HTLV-1 trafficking
into acidic vesicles inhibits productive infection of IL-4 DCs. In contrast, in the same co-culture
conditions, chloroquine treatment of IFN-o DCs, reduced viral capture to a level similar to that of
IL-4 DCs, (Fig. 7E). In addition, Tax expression was significantly increased in chloroquine-treated
IFN-a. DCs compared to IFN-a DCs, although it did not reach the level of Tax expression in IL-4

DCs (Fig. 7F). This suggests that productive infection is only partially restored by alkalization of
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IFN-a DC vesicles. Similar results were obtained after treatment of LPS-matured DCs before their
co-culture with C91-PL (Fig. 7H and 71), further suggesting that alkalization of matured DC
vesicles partially restores productive infection. Altogether, our results suggest that productive
infection of DCs by HTLV-1 requires a neutral pH of vesicles and an immature phenotype of the
DCs.

Productive infection of DCs is required for viral transfer to T-cells.

We have previously shown that productive infection of IL-4 DCs was the main route of HTLV-1
transmission to lymphocytes, although passive transfer from HTLV-1-exposed IL-4 DCs in
presence of AZT may have occurred in rare cases [9]. This passive transfer, also known as “trans-
infection” (for a review see [31]), results from transmission of captured viral particles without
productive infection, and is the main route used by HIV-1 for spreading to T-cells [32]. Since viral
capture is around three-fold higher in LPS-matured DCs (see Fig. 4E) and six-fold higher in IFN-
o DCs (see Fig. 2D) than in IL-4 DCs, we hypothesized that trans-infection might occur
preferentially with mature DCs compared to IL-4 DCs. IL-4 DCs, LPS-treated DCs or IFN-a DCs
were thus exposed to C91-PL for 3 h to allow viral capture, and then separated from C91-PL using
positive selection with anti-BDCA-4 antibodies. We controlled that the DC phenotype was not
changed after the purification process (S7A and S7B Fig.) and allowed the removal of at least 95
% of C91-PL (S7C Fig.). Purified DCs were then co-cultured for 2 days with Jurkat LTR-Luc
reporter cells, (Fig. 8A). Luciferase signals significantly decreased when co-culture was performed
with LPS-treated IL-4 DCs or IFN-o DCs, compared to co-culture with 1L-4 DCs (Fig. 8A).
Interestingly, when IFN-o DCs were treated with chloroquine before co-culture with C91-PL,
luciferase signals were significantly higher compared to co-culture with untreated IFN-a DCs (Fig.

8A see graph). These results suggest that although HTLV-1 capture is higher in mature DCs,
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internalized virus in acidic vesicles cannot be transferred to T-cells. To control that the decreased
luciferase signals were not due to a decreased ability of IFN-a or LPS-treated DCs to engage cell-
to-cell contacts with Jurkat-LTR-Luc cells, we counted the number of DC-Jurkat-LTR-Luc
conjugates in co-cultures containing DCs, C91-PL and Jurkat-LTR-Luc cells. To distinguish the
different cell types in the co-culture, C91-PL were stained with a cell tracker and appeared in red,
while Jurkat-LTR-Luc cells were transduced with GFP-expressing lentivectors, and appeared in
green. DCs were left unstained (Fig. 8B). The number of cell conjugates between unstained DCs
and GFP-labelled Jurkat-LTR-Luc cells after 3 h of co-culture did not change significantly when
IL-4, IFN-a or LPS-treated DCs were used (Fig. 8B, see graph), suggesting that decreased viral
transfer from IFN-a DCs and LPS-treated DCs was not due to a lack of contacts with Jurkat cells.
Next, IL-4 DCs, LPS-treated DCs or IFN-o. DCs were exposed to C91-PL for 3 h, purified using
positive selection with anti-BDCA-4 antibodies and cultured for three days to allow productive
infection. Then, Jurkat-LTR-Luc reporter cells were added in the MDDCs culture and luciferase
signals monitored two days later (Fig. 8C). In that setting, IL-4 DCs were able to transfer
significant amounts of HTLV-1 (Fig. 8C), while reduced luciferase signals were detected using
LPS-treated IL-4 DCs or IFN-a DCs (Fig. 8C), confirming that productive infection is required to
allow virus transfer to T-cells. This was further controlled using AZT treatment, which
significantly reduced luciferase signals.

Surprisingly, AZT treatment of LPS-treated IL-4 DC or IFN-o DC also reduced luciferase signals
observed with the untreated DC subsets, suggesting that the viral transfer observed with these
subsets relies on their productive infection and not on long term viral capture (Fig. 8C). In addition,
when IFN-a. DCs were treated with chloroquine before their exposure to C91-PL and their

purification, viral transfer to T-cells was partially restored, but only in the absence of AZT.
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Altogether, these results suggest that viral transmission from DCs to T-cells mainly results from
transmission of newly synthesized virus from productively infected DCs, and not from passive

transmission after viral capture by LPS-matured or IFN-o DCs.
Discussion

Apart from circulating CD4" T lymphocytes that represent the main infected cell
population in chronically infected individuals, HTLV-1 proviral DNA is also detected in antigen
presenting cells (APCs) such as myeloid DCs [33], monocytes and plasmacytoid DCs [11]. We
previously showed that in vitro MDDCs are more susceptible to HTLV-1 infection than autologous
primary T-cells [9], supporting a model in which DCs would be the first cells to be infected during
primary infection. In vivo, DCs come with different flavors and functions depending on their
location in the body. Thus, virus interaction with DCs may have different outcomes depending on
the nature of the DCs encountered in the course of infection. In this study, we used dendritic cells
differentiated in vitro from human monocytes to generate different DC subsets mimicking those
present in vivo. We demonstrate for the first time that DCs are not all equally susceptible to HTLV-
1 infection. While immature DCs are more susceptible than tolerogenic-TGF-§ DCs to HTLV-1
infection, inflammatory DCs and mature DCs are resistant to HTLV-1 infection.

Surprisingly, resistance is neither due to the presence of high level of type-I interferon
produced by inflammatory DCs or mature DCs, nor to the exogenous recombinant interferon used
to generate those DCs. Interestingly, these results are different from previous reports, including
ours, obtained in T-cells, which showed that their susceptibility to HTLV-1 infection is sensitive
to IFN-a [23,27]. Of note, cell-type-dependent susceptibility to IFN has already been reported and
was linked to the use of cell-type-specific patterns of STAT activation as well as to usage of

additional signaling components that can finely tune ISG expression in a given cell type [34,35].
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In addition, substantial quantitative differences in STAT activation in different cell-types may be
linked to the induction of the same ISG but with different amplitude [36]. In T-cells, treatment
with exogenous IFN-a2 results in a block in HTLV-1 protein expression, due to protein kinase R
(PKR) activation while the early steps of the viral cycle are maintained [23]. Strikingly, it was
shown that treatment with recombinant IFN-o2 induced a higher expression of PKR in DCs than
in T-cells [36]. Thus, our results, which demonstrate a lack of antiviral control in DCs after IFN
treatment, suggest that PKR induction in DCs might not be as efficient as in T-cells to restrict
HTLV-1 infection. Alternatively, PKR phosphorylation that is required for its antiviral activity
might not be present or sufficient in DCs treated with type I IFN. In addition, PKR antiviral activity
could be counterbalanced by the concomitant induction of ADAR-1 (Adenosine Deaminase Acting
on RNA type 1), another ISG that has been shown to enhance replication of several viruses [37].
Interestingly, ADAR-1 expression in T-cells suppresses IFN-a inhibitory effect on HTLV-1
expression through the repression of PKR phosphorylation [38]. Thus, the inability of IFN-a. to
restrict HTLV-1 infection in DCs might be the result of an unbalanced expression of ADAR-1
over that of PKR.

Our results also demonstrated that restriction was not due to a lack of viral entry in mature
DCs, although the level of viral binding receptors is lower than in susceptible DCs. This suggests
that viral capture by DCs that have been exposed to infected cells may use other receptors.
Interstingly, HTLV-1 was observed in CD82 positive compartment in all DC subsets. CD82 is a
tetraspanin receptor located in MVBs and at the plasma membrane, and has been shown to interact
with the HTLV-1 envelope glycoprotein in T-cells [39]. Thus, one could hypothesize that CD82
is used by HTLV-1 to enter DCs during cell-to-cell transfer, and maybe involved in the targeting

of HTLV-1 to vesicles in DCs. This is currently under investigation in our laboratory. Indeed,
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localization of incoming viruses in vesicles in both susceptible and resistant DCs could reflect a
distinct entry route in these cell types compared to T-cells, in which it is assumed that HTLV-1
entry occurs after fusion at the plasma membrane [40]. We observed that the level of the fusion
receptor Glut-1 is similar in the three DC subsets, suggesting that HTLV-1 capsids could be
delivered to the cytosol after fusion of the viral envelope with the membrane of the vesicles.
Accordingly, both in susceptible DCs and in restricted DCs in which vesicles had been alkalized
after treatment with chloroquine, Tax expression was detected. This indicates that the viral cycle
can be completed after the virus had trafficked through the endocytosis pathway. In contrast, Tax
was not detected in susceptible DCs in which vesicles had been acidified after treatment with DPI,
thus in which incoming vesicular viruses had been inactivated. This suggests that viral fusion at
the plasma membrane, even if it is present, does not allow a productive infection. Vesicular uptake
of viruses may not be limited to DCs and could be a feature of cell-to-cell transmission. Indeed,
such a mechanism was also reported during HIV-1 cell-to-cell transfer between T-cells [41,42,43].
In that case, viral fusion occurred in the vesicles of the target cells after the late maturation of Gag
proteins, authorizing the interaction of HIV-1 envelope with its co-receptor and thus the release of
HIV-1 capsids into the cytoplasm, and subsequent productive infection [44]. It is thus possible that
similar entry pathways occur during HTLV-1 cell-to-cell transmission.

We showed here that maturation of DCs strongly limited their productive infection.
Interestingly, it was shown that stimulation of primary hepatocytes with TLR agonists was able to
inhibit replication of woodchuck hepatitis B virus (WHBYV) in an interferon-independent pathway
[45]. In this study, restriction was not due to the expression of a soluble factor nor to activation of
JAK/STAT pathway that is specific to IFN signaling, but was induced by TLR signaling via

activation of the MAPK/ERK and PI-3K/Akt pathways. It was therefore suggested that TLR-
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induced proteins could act as restriction factors. We cannot exclude that maturation of DCs may
induce HTLV-1 specific restriction factors. However, our results suggest that the first mechanism
of HTLV-1 replication restriction relies on a post entry blockade and on specific viral trafficking.

DC maturation is a complex process that modifies DC function such as antigen capture,
antigen processing and presentation. Pathogen capture mainly occurs via macropinocytosis, a non-
receptor mediated endocytic pathway. Macropinocytosis is a constitutive process in immature DCs
[46], while it is switched to an induced process in mature DCs [47]. Indeed, in the absence of
pathogen-induced signaling, mature DCs have lower abilities to internalize pathogens compared
to immature DCs. Interestingly, we showed here that HTLV-1 entry was blocked by genistein, an
inhibitor of induced macropinocytosis but not by cytochalasin D, a drug acting on actin fibers
elongation in mature but not in immature DCs. This suggests distinct actin requirements that may
be relevant to mechanisms specific to constitutive versus induced macropinocytosis.

These entry mechanisms may be consistent with the intracellular localization of HTLV-1
in the different subsets. Interestingly, earlier studies using electron microscopy analyses of
MDDCs co-cultured with HTLV-1-infected lymphocytes, showed viral particles internalized in
vesicles [6], although the nature of these vesicles was not identified. Our results showed that in all
DCs subsets, viruses were found in large vesicles also positive for tetraspanin but not for early
endosome marker. This staining is evocative of MVB, and is reminiscent of the Virus-Containing
Compartments (VCC) described in HIV-1 infected macrophages [48,49,50,51,52,53,54,55,56].

Thus, based on all our results, we propose a schematic model for HTLV-1 infection of DC
subsets (Fig. 9). When HTLV-1 encounters immature DCs, viral entry through constitutive
macropinocytosis would lead to internalization of HTLV-1 in MVB-like compartments from

which the neutral pH would authorize viral capsid exit and completion of the viral replication cycle
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(Fig. 9A, left panel). In contrast, in IFN-o DCs, entry through clathrin-mediated endocytosis and
not through macropinocytosis would lead to trafficking in vesicles targeted to degradation (Fig.
9B). Finally, if DCs are matured before their interaction with HTLV-1, entry using constitutive
macropinocytosis would deliver viruses to vesicles with an acidic pH, that would impair HTLV-1
infection (Fig. 9A, right panel). Surprisingly, alkalization of vesicles from mature DCs using
chloroquine restored HTLV-1 infection, but only partially with a percentage of infection around
60% lower than that observed in immature DCs. This suggests that in addition to the traffic in
acidic compartments, induction of HTLV-1-specific restriction factors induced after DC
maturation would insure an efficient blockade of HTLV-1 replication in mature DCs.

Are these different outcomes of HTLV-1 infection in the different DC subsets important
for the virus transfer to T-cells? In the HIV-1 model, DCs are resistant to HIV-1 infection due to
the presence of several restriction factors [57], and thus most of the viral transfer from DCs to T-
cells occurs by trans-infection, which does not require productive infection [58]. More importantly,
DC-mediated trans-infection is more efficient when HIV-1 virions have been captured by mature
DCs [31,59]. Interestingly, DC maturation with TLR agonists also renders them susceptible to X4-
tropic HIV-1 infection, although they are still resistant to infection with R5-tropic HIV-1 [60].
This suggests that DC infection with HIV-1 is controlled by several factors that depend upon the
DC maturation status and upon HIV-1 strains. Depending on the viral strain, transfer of HIV-1
from DCs to T-cells would use either trans-infection in the case of R5-tropic viruses or cis-
infection in the case of X4-tropic viruses. In any case, mature DCs would be responsible for the
efficient transfer to T-cells and rapid spreading of HIVV-1 within individuals [32]. During HTLV-
1 infection, interaction with DCs is also important for the establishment of the chronic infection

of T-cells [15,61]. However, since this infection has not been linked to immune activation, HTLV-
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1 might more likely interact with immature DCs. Thus, our results showing that immature DC are
the only subset able to transfer the virus to T-cells, in a process mainly based on their productive
infection, is relevant to the in vivo situation. The nature of the DCs encountered by HTLV-1 upon
primo-infection, which display a differential susceptibility to HTLV-1 infection, would therefore
determine the efficiency of viral transmission to T-cells. Finally, in contrast to the dissemination
of HIV-1 by mature DCs, our results strongly suggest that the restriction of HTLV-1 infection in
mature DCs and more importantly, their inability to transfer the virus to T-cells might be an

efficient way for the host to limit HTLV-1 spread.
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Figure 1: IL-4 DCs, TGF-p DCs and IFN-a DCs are not equally susceptible to HTLV-1 infection.

(A) MDDCs were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells, and the percentage of MDDCs expressing the viral p19222
protein was assessed by flow cytometry after 3h to measure viral capture or 72h to measure de novo viral expression by
productively infected MDDCs. MDDCs were discriminated from C91-PL cells by CD11c gating. The results obtained from
MDDCs differentiated from the same blood donor are shown as percentage of p192% protein present in DCs during the time
course. Results for 3 independent experiments performed on different donors are shown. Asterisks indicate statistically significant
differences calculated using a paired t-test: **p=<0.01; *p<0.05; ns: non significant. (B) MDDCs were exposed to purified viral
biofilm or heat-inactivated biofilm. Genomic DNA was extracted 3 days or 5 days post-exposure and analyzed by real-time PCR.
Results are presented as the ratio of fax/actin obtained from 3 independent experiments performed on different donors. Mean
values are indicated. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using a t-test: *p<0.05; ns: non significant.
(C) MDDCs were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days and the percentage of MDDC's expressing the viral
Tax protein determined by flow cytometry. The mean value of at least 4 independent experiments obtained with different blood
donors is indicated. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s post-hoc test; ***p<0,001; **p<0.01.
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Figure 2
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Figure 2: Expression of HTLV-1 receptors in IL-4 DCs, TGF-B DCs and IFN-a DCs is inversely correlated to HTLV-1
capture, but correlated to HTLV-1 productive infection.

(A-C) Cells were labeled with fluorochrome-coupled antibodies (black lines) directed against (A) NRP-1, (B) DC-SIGN and (C)
Glut-1. Cells stained with matched isotype antibodies were used as negative controls (solid grey graphs). Quantification of the
mean fluorescence intensity is represented on the right of each panel as the A mean fluorescence intensity detected in stained
versus unstained cells. Results obtained in 3 independent experiments performed on 3 different donors are presented as percentage
of receptor expression normalized to the expression detected in IL-4 DCs. (D) IL-4, TGF-p and IFN-o. DCs were co-cultured with
mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h, and the percentage of MDDCs expressing the viral p192% protein was assessed by flow
cytometry. The mean values from at least 4 independent experiments obtained with different donors were normalized to the
percentage of p1922 protein detection in IL-4 DCs, and presented as fold change. (E) IL-4, TGF-p and IFN-o. DCs from the same
blood donors were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days and productive infection assessed by flow
cytometry allowing viral Tax detection. The number of DCs expressing the viral Tax protein was determined and normalized to
the number detected in IL-4 DCs. Results are presented as fold changes. (A-E) Asterisks indicate statistically significant
differences calculated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: ****p<0.0001; *** p<0.001;
*#p<0.01; *p<0.05; ns: non significant.
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Figure 3
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Figure 3: Recombinant IFN-a or supernatant from IFN-a DCs is inefficient to restrict infection of IL-4 DCs.

(A) Supemnatant from IL-4, TGF-p and IFN-o DCs derived from the same donors were collected after differentiation and type I
IFN levels measured using HL116 reporter cells expressing ISRE-Luc. Asterisks indicate statistically significant differences
calculated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: *** p<0.001; ns: non significant. (B) IL-4
DCs were treated with 500 [U/ml of recombinant IFN-o for 18 h, or left untreated as a control. Total RNA was extracted and
retro-transcribed (RT). PCR was performed using Mx-1 or GADPH specific primers. Absence of DNA contamination was
controlled using PCR amplification on total RNA in the absence of RT treatment. (C) IL-4 DCs were treated or not with
recombinant IFN-a (500 or 2000 Ul/sml) before co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days, and Tax expression
was measured. Cells from the co-culture were first gated on Tax expression and then on CD11c expression. The Tax-expressing
DC population is shown in the box, as well as the percentage of Tax expressing DC in the Tax positive population. A
representative experiment is shown as zebra plots. (D) The percentage of infected CD11c¢™ Tax™ DCs was determined after
treatment of IL-4 DCs with increasing amounts of recombinant IFN-a 2a. Results from at least 3 independent experiments with
different donors are shown. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA: ns: non significant. (E) IL-4 DCs were
treated or not with the supernatant from IFN-o DCs before co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days, and Tax
expression was measured. IFN-a DCs were included as a control. Cells were then gated and results represented as in (C). (F) The
results from 4 independent experiments obtained with different donors are presented as in (D). Statistical analysis was performed
using a t-test: ns: non significant.
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Figure 4
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Figure 4: DC maturation is responsible for restriction of HTLV-1 productive infection. (A) IL-4 DCs were treated with the TLR-4 ligand
LPS before co-culture with C91-PL for 3 h, and viral capture measured by flow cytometry using p192% detection. Untreated IL-4 DCs were used
as a control. The percentage of DCs expressing p198% is shown for immature IL-4 DCs and LPS-treated IL-4 DCs from the same donor. Results
from 5 independent experiments performed on different donors are shown. Statistical analysis was performed using a t-test: ***<0.001. (B) IL-4
DCs were treated with LPS before co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days, and productive infection measured by flow
cytometry using Tax protein detection. Untreated IL-4 DCs were used as a control. The percentage of DCs expressing Tax is shown for immature
IL-4 DCs and LPS-treated IL-4 DCs from the same donor. Paired results from 9 independent experiments performed on different donors are
shown. Statistical analysis was performed using a t-test: *** p< 0.001. (C) IL-4 DCs were treated or not with the supernatant from LPS-treated
DCs (middle plot) before co-culture with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days, and Tax protein expression was measured. LPS-treated DCs
were included as a control (right plot). Cells from the co-culture were first gated on Tax expression and then the infected DC population
expressing Tax was determined on CD11c expression. A representative experiment is shown as zebra plots with the infected Tax"CD11c¢™ DC
population squared, and the percentage of Tax expressing DCs in the Tax positive population is indicated. (D) The percentage of DCs expressing
Tax was measured for IL-4 DCs (control) or for IL-4 DCs treated with the supernatant from LPS-treated DCs from the same donor co-cultured
with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days. Results from 4 independent experiments performed on different donors are shown. Statistical
analysis was performed using a t-test ns: non significant. (E) IL-4 DCs were left untreated as controls or treated with the TLR-2 ligand
PAM3CSKA4, the TLR-5 ligand flagellin, the TLR-3 ligand Polyl:C, the TLR-4 ligand LPS or the TLR-7/8 ligand R848 before co-culture with
mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h, and viral capture measured by flow cytometry using p1922€ staining. The percentage of DCs stained for
p198% was determined and normalized to that of control IL-4 DCs. Results from at least 3 independent experiments performed on different donors
are represented as fold increase over control. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparison test: **** p< 0.0001, ** p=<0.01, ns: non significant. (F) IL-4 DCs were left untreated or treated with the TLR-2
ligand PAM3CSKA4, the TLR-5 ligand flagellin, the TLR-3 ligand Polyl:C, the TLR-4 ligand LPS or the TLR-7/8 ligand R848 before co-culture
with mitomyein-treated C91-PL cells for 3 days, and prd@#tive infection measured by flow cytometry using Tax expression. The percentage of
Tax expressing DCs was determined and normalized to that of control IL-4 DCs. Results from at least 3 independent experiments performed on
different donors are represented as fold increase over control. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: **** p<<0.0001, *** p<0.001, ns: non significant.
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Figure S: HTLV-1 localizes in CD82" vesicles after capture by DCs.

(A) IL-4 DCs, LPS-treated IL-4 DCs and IFN-0. DCs were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h, and
immunonostained for HTLV-1 (green) and CDS82 (red) before analysis by confocal microscopy. Nuclei were counterstained
with DAPI (blue). White arrows show co-localization of HTLV-1 and CD82. Green arrows show vesicles stained with HTLV-1
only. Representative images obtained by confocal microscopy are shown. HTLV-1 and CD82 signals were quantified along the

segment represented on the zoom panel and plotted on the histogram. Scale bars = 10 pm. (B) Co-localization of HTLV-1 signal
with CD82 signal was calculated using Mander’s coefficient.
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Figure 6
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Figure 6: HTLV-1 uses macropinocytosis pathways to enter into IL-4 DCs and LPS-stimulated IL-4 DCs, but not in IFN-a
DCs.

(A-B) IL-4 DCs (white bars), LPS treated IL-4 DCs (light gray bars) or IFN-a DCs (dark gray bars) were treated for 3 h with (A)
clathrin-mediated endocytosis inhibitors (chloropromazine, CPZ), dynamin II inhibitors (dynasore, Dyna), actin polymerization
inhibitors (latrunculin, lat) or macropinocytosis inhibitors (amiloride, ami) or (B) constitutive macropinocytosis inhibitors
(genistein, Gen), PI3K inhibitor (wortmanin, Wort), PKC inhibitors (rottlerin, Rott and G66976), Rac-1 inhibitors (NSC23766,
NSC), Pak-1 inhibitor (IPA-3, IPA), and actin inhibitor (Cytochalasin D, Cyto D). After treatment, DCs were co-cultured with
mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h and viral capture determined by flow cytometry using p192% staining. DCs treated with
DMSO, ethanol or medium depending on the solvent used for inhibitor solubilization (see material and methods section) were
used as controls. The percentage of DCs positive for p192% was determined for each condition and normalized to that of the
untreated control DCs. Results were obtained from 3 independent experiments performed with different blood donors. Asterisks
indicate statistically significant differences between treated and untreated DCs calculated using a t-test: * p<0.03; ** p<(.01;***
p<0.001; ns: non significant.
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Figure 7
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Figure 7: Acidic pH of vesicles decreases DC infection.

(A) IL-4 DCs were treated with 10pM DPI for 3 h and incubated for 30 minutes with a pH-sensitive lysotracker fluorescent dye. Fluorescence intensity was
determined using Image J software. Results are representative of at least three independent experiments performed on different donors. Asterisks indicate
statistically significant differences calculated using a t-test: *** p<0.001. (B) DPI-treated IL-4 DCs or untreated IL-4 DCs control were co-cultured with
mitomyein-treated C91-PL cells for 3 h. Viral capture was measured by flow cytometry using p19=% staining. The percentage of pl9#=-positive DCs was
normalized to that of TL-4 untreated control DCs and presented as fold changes over control. Results are representative of 4 independent experiments performed on
different donors. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using a t-test: ns: non significant. (C) DPI-treated IL-4 DCs or untreated IL-4 DCs
control were co-cultured with mitomycin-treated C91PL cells for 3 days. Productive infection was measured by flow cytometry using Tax staining. The number of
Tax-expressing DCs was normalized to that of IL-4 untreated control DCs and presented as fold changes over control. Results are representative of 4 independent
experiments performed on different donors. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using a t-test: ** p<0.01. (D) IFN-a DCs were treated
for 3 h with 150uM chloroquine, and incubated with lysotracker fluorescent dye for 30 minutes. Fluorescence intensity determined using Image] software was
compared using a t-test: *** p<0.001. Results are representative of at least 3 independent experiments performed on different donors. (E) Chloroquine-treated TFN-
o DCs or untreated IL-4 and IFN-ot DCs used as controls were co-cultured with C91-PL for 3 h. Viral capture was measured by flow cytometry using p19==
staining. The percentage of pl19==-positive DCs was normalized to that of IL-4 untreated control DCs and presented as fold change over control. Results are
representative of af least 3 independent experiments performed on different donors. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: * p<0.05 ns: non significant. (F) Chloroquine-treated IFN-a DCs or untreated IL-4 and IFN-ot DCs
vsed as controls were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days. Productive infection was measured by flow cytometry using Tax detection. The
number of Tax-expressing DCs was normalized to that of IL-4 untreated control DCs and presented as fold changes over control. Results are representative of 3
independent experiments performed on different donors. Asterisks indicate statistically differences calculated using one-way ANOVA followed by Bonferroni's
multiple comparison test: ***p=0.001, **p<0.01. (G) LPS-treated IL-4 DCs were treated for 3 h with 150uM chloroquine, and incubated with lysotracker
fluorescent dye for 30 minutes. Fluorescence intensity was determined using Image J software and compared using a t-test: **¥ p<0.001. Results are representative
of at least 3 independent experiments performed on different donors. (H) Chloroquine-treated LPS-matured IL-4 DCs or untreated IL-4 and LPS-tmatured IL-4 DCs
vsed as controls, were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h. Viral capture was measured and presented as in (E). Results are representative of 3
independent experiments performed on different donors. Asterjsks indicate statistically differences calculated using one-way ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison test: * p< 0.05, ns: non significant. (I) oquine-freated LPS-matured IL-4 DCs or untreated IL-4 and LPS-matured IL-4 DCs used as
controls, were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 days. Productive infection was measured and presented as in (F). Results are representative of
4 independent experiments performed on different donors. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparison test: ***p<0.001.
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Figure 8: HTLV-1 is transferred to reporter T-cells from IL-4 DCs but not from LPS-treated or IFN-a DCs.

(A) DCs were exposed to mitomycin-treated C91-PL cells for 4 h and isolated from C91-PL using positive selection with magnetic beads coated
with anti BDCA-4 antibodies. Then, purified MDDCs were co-cultured with Jurkat-LTR-Luc cells and luciferase activity was assessed after 2
days. When indicated, IFN-a DCs were treated with chloroquine before their exposure to C91-PL. The graph shows the means and the standard
deviations from 3 independent experiments obtained with different donors. Background signal due to leaky luciferase activity of Jurkat-LTR-Luc
cells was subtracted and results were normalized to the luciferase activity of Jurkat-LTR-Luc measured after co-culture with IL-4 DCs and
presented as fold change over control. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparison test: * p<0.05, ** p<0.01. (B) DCs were mixed with GFP-transduced Jurkat-LTR-Luc cells and C91-PL cells
stained with a red cell tracker, and contacts were visualized by fluorescence microscopy. Arrows indicate contacts between unstained DCs and
GFP-transduced Jurkat-LTR-Luc cells (JK). Scale bar = 50um. Contacts between DCs and GFP-transduced Jurkat-LTR-Luc cells were manually
counted, normalized to the number of DCs in the picture analyzed, and represented as percentages. Statistics were performed using one-way
ANOVA. ns: non significant. (C) DCs were exposed to mitomycin-treated C91-PL cells for 4 h, isolated by positive selection and cultured for 3
days, in presence or absence of AZT. Then, Jurkat-LTR-Luc cells were added and luciferase activity was assessed 2 days later. When indicated,
IFN-a DCs were treated with chloroquine before their exposure to C91-PL. The graph shows the means and the standard deviations from 3
independent experiments obtained with different donors. Results were normalized to the luciferase activity of Jurkat-LTR-Luc measured after co-
culture with IL-4 DCs and presented as fold changes over control. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using one-way
ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test: ***p<0.001, ** p<0.01, *p=<<0.05.
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Figure 9
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Figure 9: Schematic representation of HTLV-1 entry in IL-4, LPS-treated IL-4, and IFN-a DCs.

(A) Entry through macropinocytosis in IL-4 and LPS-treated DCs. After binding to its receptors NRP-1 and Glut-1, HTLV-1
enters using the transduction pathway characteristic of macropinocytosis, that is common in IL-4 and LPS-treated DCs. Specific
drugs are shown on the right side of the first arrow. Neutral pH of macropinosomes from immature DCs is indicated in light grey,
while acidic pH from mature DCs is indicated in dark grey. The presence of CD82 is indicated below each macropinosome. (B)
Entry through clathrin-mediated endocytosis (CME) in IFN-a DCs. After binding to NRP-1 and Glut-1, HTLV-1 enters using
clathrin and actin pathway. Specific drugs are shown on the right side of the arrow. The pH of vesicles is indicated by the grey
color. See text for details.
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Supplementary Figure 1: Surface markers in IL-4 DCs, TGF-p DCs and IFN-a DCs.

(A) Cells were labeled with fluorochrome-coupled antibodies (black lines) directed against CD11c, HLA-DR, CD83 and
CD40. Unstained cells were used as negative controls (black graphs). (B) IL-4 DCs infection was determined by the number of
Tax-expressing cells among IL-4 DCs in presence or absence of AZT. Results from 3 independent experiments obtained from
different donors are presented. Asterisks indicate statistically significant differences calculated using a paired t-test: *p<0.05.
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Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2: Recombinant IFN-a does not induce maturation of IL-4 DC and does not affect viral capture.

(A) IL-4 DCs were cultured for 18 h in the presence of exogenous IFN-o (2000 IU/ml). Untreated (white histogram) and IFN-o treated IL-4 DCs (light grey
histogram) were stained with antibodies directed against CD11c, DC-SIGN, NRP-1, HLA-DR, CD86 and CD40. Unstained cells were used as negative controls
(black graphs). (B) Treated and untreated IL-4 DC from the same blood donor were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h and the percentage of
pl9=spositive DCs was assessed by flow cytometry. Results are representative of 3 independent experiments performed on different donors. T-test was performed
to assess statistically significant differences: ns = non significant.
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Supplementary Figure 3
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Supplementary figure 3: Treatment of [L-4 DCs with supernatant from LPS-matured DCs does not change IL.-4 DC phenotype.

(A) IL-4 DCs from same donor were cultured for 18 h with LPS (black dotted line) or with supernatant from LPS-matured DCs
(light grey histogram) or left untreated as a control (black line). Cells were labeled with antibodies against CD11e¢, DC-SIGN,
NRP-1, HLA-DR, CD86 and CD40. Unstained cells were used as negative controls (dark grey histogram). (B and C) IL-4 DCs,
IL-4 DCs stimulated with supernatant from LPS-treated IL-4 DCs and LPS-treated IL-4 DCs from the same donor were co-
cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h (C) or 3 days (B) and the number of Tax-positive DCs (B) or the percentage
of p19223-positive DCs (C) were assessed by flow cytometry. DCs were discriminated from the C91-PL population by gating on
CD11c expression. The results are shown as number of Tax-positive DCs (B) or as percentage of p1922-positive DCs (C).
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Supplementary Figure 4
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Supplementary figure 4: Phenotype of IL-4 DCs treated with TLR agonists.

(A) TL-4 DCs were left untreated (white histogram) or were treated for 18 h with the TLR-3 ligand Polyl:C, the TLR-4 ligand
LPS, the TLR-7/8 ligand R848, the TLR-2 ligand PAM3CSK4 or the TLR-5 ligand flagellin (light grey histogram). Cells were
labeled with antibodies against HLA-DR, CD86 and CD40. Unstained cells were used as negative control (dark grey histogram).
(B) Supernatant from untreated IL-4 DC or DC treated with the TLR agonists were collected after 18 h of culture and type I IFN
levels measured using HL116 reporter cells expressing ISRE-Luc.
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Supplementary Figure 5
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Supplementary figure S: HTLV-1 is not localized in EE1A* vesicles after capture by DCs.
IL-4 DCs, LPS-treated IL-4 DCs and IFN-a DCs were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h, and
immunonostained for p19©22 (red) and EE1A (green) before analysis by confocal microscopy. Nuclei were counterstained with
DAPI (blue). Representative images obtained by confocal microscopy are shown. Scale bars = 10 pm.
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Supplementary Figure 6
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Supplementary figure 6: Treatment with entry inhibitors does not affect cell viability.

IL-4 DCs (black bars), LPS treated IL-4 DCs (light gray bars) or IFN-a DCs (white bars) were treated for 3 h with (A) dynamin II
inhibitors (dynasore, Dyna), clathrin-mediated endocytosis inhibitors (chlorpromazine, CPZ), actin polymerization inhibitors
(latrunculin, lat) or macropinocytosis inhibitors (amiloride, ami) or (B) with constitutive macropinocytosis inhibitors (genistein,
Gen), PI3K inhibitor (wortmanin, Wort), PKC inhibitors (rottlerin, Rott and G66976), Rac-1 inhibitors (NSC23766, NSC), Pak-1
inhibitor (IPA-3, IPA), and actin inhibitor (Cytochalasin D, Cyto D). Cell viability was monitored by FACS using live-dead
staining. (C) IL-4 DCs were left untreated (left panel) or treated (right panel) for 3 h with methyl B cyclodextrine (MBCD), fixed
and incubated for 15 min with Nile red to stain lipid droplets (green). Nuclei were counterstained with DAPI (blue). Cells were
visualized by fluorescence microscopy. (D-E) IL-4 DCs (black bars) or LPS treated IL-4 DCs (light gray bars) were treated for 3 h
with nystatin or MBCD to deplete cholesterol (D) or nocodazole (Noco) or blebstatin (bleb) to block microtubule polymerization
(E). After treatment, DCs were co-cultured with mitomycin-treated C91-PL cells for 3 h and viral capture determined by flow
cytometry using p19¢2 staining. DCs treated with DMSO were used as controls. The percentage of DCs positive for p1922 was
determined for each condition and normalized to that of the untreated control DCs. Results were obtained from 3 independent
experiments performed with different blood donors.
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Supplementary Figure 7
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Supplementary figure 7: Phenotype of DCs and yield of C91-PL depletion after magnetic bead purification.
(A) Untreated or (B) LPS-treated IL-4 DCs were exposed to C91-PL for 4 h, left untouched (before, white histograms) or

magnetically isolated (after, light grey histograms) and labeled with antibodies against CD11¢, DC-SIGN, HLA-DR, CD86 and
CD40. Unstained cells were used as negative controls (dark grey histogram). (C) The yield of C91-PL depletion after magnetic
isolation of IL-4 DCs was estimated by flow cytometry using anti-human CD1 1¢ staining. The percentage of C91-PL cells (CD11c
negative population) and the percentage of DCs (CD11c positive population) are indicated on each plot before (left) and after

(right) magnetic isolation of DCs.
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4 Discussion

Ce travail démontre I’existence d’une différence de susceptibilité a I’infection productive par
HTLV-1 entre les sous-types de MDDCs en coculture avec les cellules C91-PL. En effet, seules
les MDDCs immatures (IL-4 DCs) et tolérogénes (TGF-p DCs) sont susceptibles a 1’infection
productive alors que les MDDCs matures (IFN-o. DCs et IL-4 DCs maturés au LPS) restreignent
I’infection productive. Similairement, lors de 1’infection par VIH-1, seules les MDDCs immatures
sont permissives a I’infection alors que les MDDCs matures restreignent I’infection productive
(Dong et al., 2007). Comme la lectine DC-SIGN est sous-régulée lors de la maturation des MDDCs
et au niveau des IFN-a DCs et des IL-4 DCs maturés au LPS, nous pourrions suggerer que la
susceptibilité a I’infection productive des MDDCs serait dépendante du niveau d’expression de
DC-SIGN. Pour cela, je discuterai du réle de DC-SIGN dans I’induction de la susceptibilité ou de
la restriction a I’infection productive.

Nous avons aussi constaté qu’il existe une corrélation inverse entre la capture virale a 3 heures de
coculture et I’infection productive a 3 jours de coculture entre HTLV-1 et DCs : une population
d’IL-4 DCs qui exprime sensiblement moins de p19%% aprés 3 heures de coculture avec les cellules
C91-PL en comparaison aux MDDCs matures, s’infecte productivement et exprime davantage la
protéine Tax, apres trois jours de coculture avec les cellules C91-PL en comparaison aux MDDCs
matures et inversement. Dans ce qui suit, je discuterai comment la cinétique de sortie des virus des
endosomes peut expliquer cette observation.

Ensuite, a travers les expériences de microscopie confocale, nous avons conclu qu’HTLV-1, a
I’instar de nombreux virus, se retrouverait dans des compartiments non conventionnels 3 heures
apres sa capture au niveau des différents sous-types de MDDCs. Ceci lui permettrait d’échapper a
la dégradation dans les lysosomes. De plus, nous avons montré que le pH de ces compartiments
varie d’un sous-type de MDDCs a I’autre : en effet, lorsqu’une DC est immature (IL-4 DCs), le
pH de ce compartiment est moins acide en comparaison au pH des compartiments des DCs matures
(IL-4 DCs maturées au LPS, IFN-a DCs). Du fait que les MDDCs immatures s’infectent
productivement au contraire des MDDCs matures, nous pourrions suggérer que le pH acide des

compartiments des MDDCs matures dégraderait la particule virale ce qui restreindrait 1’infection

141



productive. Plusieurs résultats de mon étude pourraient confirmer, ici, cette hypothese : tout
d’abord, le fait que les MDDCs matures (IL-4 DCs maturées au LPS et IFN-a DCs) transmettent
sensiblement moins HTLV-1 aux lymphocytes T via la trans-infection suggérerait qu’HTLV-1
serait dégradé lors de son passage dans les endosomes. Ensuite, le fait que le traitement des
MDDCs matures a la chloroquine permette un rétablissement, quoique partiel, de I’infection
productive, appuie aussi cette hypothese. Dans ce cas, la neutralisation des compartiments des
MDDCs matures conduirait & une moindre dégradation d’HTLV-1 et donc, au final a une
restauration partielle de I’infection productive au niveau des MDDCs matures. Néanmoins,
I’absence de restauration totale de 1’infection productive au niveau des DCs matures suggéere
I’induction de facteurs de restriction a I’infection par HTLV-1 lors de la maturation. De plus, que
nous soyons au niveau des IL-4 DCs ou au niveau des DCs matures, les taux d’infection productive
sont dans I’ensemble bas : ils culminent a 0.57 % pour les IL-4 DCs et a 0.19 % et 0. 12% pour les
IL-4 DCs traités au LPS et les IFN-a DCs respectivement. Dans ce qui suit, je discuterai des
facteurs de restriction a I’infection par HTLV-1 au niveau des DCs, en général et, plus
specifiquement au niveau des DCs matures.

Mes expériences ont enfin prouvé qu’il existe un échappement des DCs a I’action anti-virale de
I’IFN-a : les IL-4 DCs pré-traités a I’IFN-a2a restent susceptibles a 1’infection productive. Au
contraire, dans notre laboratoire, Anne Cachat avait prouvé que I’'IFN-a2a inhibait I’infection des
lymphocytes T a travers ’activation de PKR (Cachat et al., 2013). Je discuterai ici des raisons
sous-jacentes a ces différences de susceptibilité entre lymphocytes T et DCs a I’action de I’TFN-
a2a lors de I’infection par HTLV-1.

Enfin, avant d’aborder tous ces différents aspects, je débuterai cette discussion a travers une

réflexion sur les limites du modéle d’étude : les MDDCs.

4-1 Les MDDCs in vitro sont-elles représentatives de la diversité des DCs in vivo ?

Les résultats significatifs que nous avons obtenus in vitro a travers la comparaison de la capacité
de trois MDDCs différemment maturées a s’infecter productivement et a transmettre HTLV-1 aux
lymphocytes T ne tiennent pas compte de la diversité et de la plasticité des sous-types des DCs in
vivo. En effet, les profils transcriptomiques des DCs CD1c+ et des DCs CD141+ que nous mimons,

dans notre étude, par les IL-4 DCs, différent lorsque ces deux sous-tyes sont exposés a un méme
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vaccin, in vitro (Banchereau et al., 2014). Ceci suggere que, in vivo, des DCs CD1c+ et des DCs
CD141+ sont differemment spécialisees en réponse a un pathogéne et qu’il serait imprécis de les
résumer par les IL-4 DCs, in vitro. Dans ce contexte, Moghaddami s’est demandé s’il est possible
de remplacer, au cours des études, in vitro, les DCs isolées du fluide synovial (SFDCs) par des
MDDCs (Moghaddami et al., 2014). Pour répondre a cette question, Moghaddami a comparé les
MDDCs aux SFDCs tant au niveau de la morphologie, qu’au niveau du phénotype ainsi qu’au
niveau des réponses de chacun de ces deux sous-types de DCs au LPS et au 1,25 dihydroxy-
cholecalciferol. Ses résultats ont montré que les SFDCs et les MDDCs sont similaires au niveau
de leur morphologie cellulaire et de I’expression des cytokines aprés stimulation au 1,25 hydroxy-
cholecalciferol. Néanmoins, les SFDCs et les MDDCs different dans leur expression des
prostaglandines D-synthase, PGDS, a un niveau basal. Ici, I’expression des PGDSs par les SFDCs
et non par les MDDCs pourrait moduler les réponses immunes dans le fluide synovial a travers des
effets autocrines et paracrines. De plus, les SFDCs répondent aussi davantage au LPS que les
MDDCs en produisant plus de cytokines (IL-23, IL1B, TNFa) (Moghaddami et al., 2014).

Pour cela, en tenant compte des conclusions des résultats de Banchereau et de Moghaddami, il
semblerait important de valider nos résultats avec des DCs purifiées ex vivo a partir de tissus.
Néanmoins, les études sur des DCs purifiées, ex vivo, présentent de nombreuses difficultés. Tout
d’abord, les DCs sont rares au niveau du sang et de la peau : au niveau du sang, les DCs ne
représentent que 1% des cellules mononuclées. De méme, une surface de peau de 1.8 m? ne
renfermerait que 10 fois plus de DCs en comparaison avec la quantité de DCs retrouvée, en
moyenne, dans 5 litres de sang (Gunawan et al., 2016). Ensuite, lors de I’isolement des DCs de la
peau a la suite de leur migration a partir des biopsies (pour protocoles (Gunawan et al., 2016)), les
DCs se retrouvent souvent contaminées par les macrophages de la peau. D’ou la nécessité de
séparer, ensuite, les DCs des macrophages a travers la fonction de tri par cytométrie de flux
(Gunawan et al., 2016) et de recontréler la pureté des DCs purifiées. La purification magnétique
des DCs iolées ex vivo peut étre une alternative a la cytométrie de flux. Néanmoins, en raison de
la fragilité des DCs qui sont ici exposés a des conditions de stress mécanique, la purification
magnétique ne conduit pas a des rendements de DCs purifiées elevés (Sato et al., 2016). Enfin, la
purification magnétique ne permet pas de contourner la présence des contaminants cellulaires avec
les DCs. Dans ce contexte, Schrgder met en garde contre les interprétations des résultats d’études

obtenus a la suite de la purification des DCs par le kit CD1c (BDCA-1)+. En effet, ce kit permet
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d’isoler, simultanément, deux populations cellulaires différentes : les DCs CD1c+ CD14- et les
monocytes CD1c+ CD14+. Les différences entre ces deux populations ne se résument pas a
I’expression des marqueurs de surface. Elles incluent également la production de cytokines et la
capacité a stimuler les lymphocytes T naifs (Schrader et al., 2016). En conclusion, ce sont toutes

ces considerations qui justifient I’usage des MDDCs, au niveau de notre étude.

4-2 L' Absence de modeéle animal : une limite de mon étude

Les études in vivo sur de petits animaux (rat, lapin, souris) ou sur de grands animaux (singe)
permettent de comprendre la transmission, la dissémination et la persistance de 1’infection (pour
revue (Péreés et al., 2015) et (Cachat et al., 2012)). La souris humanisée est le modéle le plus
fréquemment utilisé¢ pour 1’étude des maladies infectieuses humaines. C’est 1a greffe de cellules
progénitrices ou des tissus humains chez des souris immunodéficientes qui a permis de générer les
souris humanisées. Par exemple, les souris NOD/SCID (immunodéficience sévéere avec absence
de complément, de DCs et de macrophages fonctionnels) implantées avec un thymus et des tissus
du foie foétaux humains puis avec des cellules souches hématopoiétiques humaines autologues au
foie foétal sont repeuplées, plusieurs semaines a la suite de cette intervention, avec des
lymphocytes T et B humains, des monocytes, des macrophages et DCs (Melkus et al., 2006).
Récemment de nouvelles technologies (CRISP/Cas9) ont été déployées pour manipuler le génome
de la souris a travers, par exemple, 1’ajout de génes qui codent pour des cytokines humaines ou
pour I’expression transgénique de molécules du CMH (Zhou et al., 2014) et (Shultz et al., 2010).
Les souris humanisées peuvent nous étre utiles pour confirmer in vivo ou ex vivo nos résultats sur
un mode¢le animal, en I’absence d’accés a des prélévements humains. Dans notre cas, infecter des
souris humanisées par voie intraveineuse, par voie digestive ou par voie mucosale avec HTLV-1
permettrait de reproduire respectivement la primo-infection au niveau des voies d’entrée
horizontale, verticale et sexuelle, respectivement. Nous pourrions alors vérifier que I’infection des
DCs par HTLV-1 précéde I’infection des lymphocytes T et que seules les DCs immatures sont
susceptibles de s’infecter et de transmettre HTLV-1. Aussi, ’utilisation des souris humanisées
permettrait de preciser et de comparer les mécanismes moléculaires et cellulaires de la restriction

a I’infection entre les MDDCs in vitro et les populations de DCs isolées in vivo.
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4-3  Par quel(s) mécanisme(s) la sur-expression de DC-SIGN au niveau des IL-4

DCs peut-est-elle étre impliquée dans 'infection productive ?

C’est au niveau des IL-4 DCs qui expriment le plus DC-SIGN par comparaison aux autres sous-
types de DCs que nous retrouvons le taux le plus important d’infection productive. Au contraire,
les TGF-p DCs, IL-4 DCs maturees au LPS et IFN-a DCs expriment moins DC-SIGN par
comparaison aux IL-4 DCs et sont moins susceptibles a I’infection productive par HTLV-1. C’est
pour cela qu’il est légitime de se demander en quoi la signalisation a travers DC-SIGN peut
favoriser I’infection productive des IL-4 DCs par HTLV-1.

L’expression de DC-SIGN facilite, tout d’abord, la capture de nombreux virus par les DCs. C’est
le cas du virus de la dengue (Lozach et al., 2005), du VIH-1 (Nobile et al., 2003), Ebola (Simmons
et al., 2003), Marburg et Coronavirus (Marzi et al., 2004).

Ensuite, I’interation virus-DC-SIGN conditionnerait I’adressage viral dans la DC. A ce niveau, ce
sont les deux motifs de DC-SIGN, le motif LL (une dileucine) et le cluster tri-acidique EEE
(Svajger et al., 2010) qui sont impliqués dans le trafic intra-cellulaire. D’ailleurs, Lozach a montré
que la mutation du motif LL empéche la capture et I’endocytose des phlebovirus (Lozach et al.,
2011b). De plus, DC-SIGN peut bloquer I’adressage des endosomes vers 1’autophagie. Par
exemple, lorsque la capture de P. gingivalis se fait via DC-SIGN, P. gingivalis se concentre en
dehors des compartiments intercellulaires de I’autophagie. Au contraire, lorsque la capture de P.
gingivalis se fait a travers une voie indépendante de DC-SIGN, P. gingivalis est internalisé dans
des phagosomes précoces puis dans des phagophores, deux structures de la macroautophagie (EI-
Awady et al., 2015). Dans le méme contexte, Ribeiro a montré que lorsque VIH-1 est lié a la
langérine au niveau des LCs (DC-SIGN- LCs ), TRIMS5a adresse VIH-1 vers une dégradation par
I’autophagie. L’inhibition de I’infection productive des LCs en résulte. Au contraire, I’inhibition
de I’autophagie a travers I’extinction d’Atg5 ou de I’Atg16L1 (deux genes de I’autophagie) résulte
en ’augmentation de I’intégration de VIH-1 et en I’infection des LCs. Au contraire, lorsque la
liaison de VIH-1 se fait sur des DCs DC-SIGN+, la dissociation de TRIMS5a de DC-SIGN a lieu.
Ceci a pour conséquences de lever la restriction qu’exerce TRIMSa et de permettre 1’infection
productive des DCs DC-SIGN+ (Ribeiro et al., 2016). La figure 2 illustre les résultats de Ribeiro.

Similairement, les résultats de Lozach montrent que les MDDCs exprimant DC-SIGN sont
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infectées par le virus de la dengue au contraire des LCs qui n’expriment pas DC-SIGN (Lozach et
al., 2005).

VIH-1 VIH-1
+ +
pcs DC-SIGN- pcs DC-SIGN+

Par exemple les LCs

Associationde Dissociation
Trim5a de Trim5a
alalangérine de DC-SIGN
Dégradationdu Infection
VIH-1 dansles productive des
compartiments DCs DC-SIGN +

de l'autophagie

Infection productive: NON oul

Figure 2 : Contribution de TRIMS5a a I’infection productive ou a la restriction au niveau des DCs
DC-SIGN+ et des DCs DC-SIGN- . D’apreés les travaux de (Ribeiro et al., 2016)

Enfin, c’est a travers un mécanisme d’échappement aux réponses antivirales cellulaires que DC-
SIGN permet a ’infection productive par les rétrovirus d’avoir lieu dans les MDDCs. Cet
échappement se fait a travers 1’activation de Raf-1, une kinase, qui inhibe I’activité des
phosphatases PP1. Cette inhibition des phosphatases PP1 résulte en la diminution de 1’activation
des RIG-I-like receptors (RIG-1), des détecteurs cytosoliques de I’ARNm (Geijtenbeek et al.,
2009). C’est par ce mécanisme que DC-SIGN prévient la maturation des DCs et contribue, par
exemple, a I’augmentation de la réplication du virus de la rougeole (Mesman et al., 2014). Au
contraire, la neutralisation de DC-SIGN avant 1’exposition des DCs myéloides ou des pDCs au
virus respiratoire syncytial (VRS) conduit a une augmentation de la maturation ainsi qu’a la
production de cytokines par ces deux sous-types de DCs (IFN-a, IL-6, IL-8, MIP-1a, MIP-1p)
(Johnson et al., 2012). Ce mécanisme permettrait & DC-SIGN d’étre impliqué dans 1’infection
productive des DCs par de nombreux virus : HTLV-1 (Jain et al., 2009), I’influenza de type A
(Hillaire et al., 2013), la dengue (Lozach et al., 2005), le VIH-1 (Nobile et al., 2003)
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Au niveau de mes résultats, les IFN-a DCs représenteraient les DCs DC-SIGN-. Au contraire, les
IL-4 DCs représenteraient les DCs DC-SIGN+. En corrélation avec les résultats de Ribeiro, je
peux suggerer que DC-SIGN permettrait un adressage différent ’HTLV-1 dans les IL-4 DCs en
comparaison aux IFN-a DCs. Ensuite, DC-SIGN préviendrait la maturation des IL-4 DCs ce qui
leur permettrait de s’infecter productivement. D’ailleurs, a travers mes expériences, je constate
que les DCs DC-SIGN+ Tax+ n’expriment jamais les marqueurs de maturation. Ainsi, les DCs au
niveau desquelles DC-SIGN est engagé pourraient constituer une niche protectrice pour la
persistance des pathogenes a travers deux mécanismes médiés par DC-SIGN : une évasion a
I’immunité qui permet 1’infection productive et aussi une évasion a 1’autophagie et aux facteurs de
restrictions a travers un adressage particulier, comme le suggérent les exemples de VIH-1 et de
Porphyromonas gingivalis. En conclusion, pour confirmer I’hypothése de I’implication de la sous-
régulation de DC-SIGN dans I’adressage d’HTLV-1 aux compartiments de ’autophagie, je
propose d’inhiber 1’autophagie dans les sous-types de DCs qui sous-régulent DC-SIGN et qui
restreignent I’infection (IL-4 DCs maturés au LPS, au PolylC, au R848 et IFN-a DCs) avant
d’évaluer le degré de restauration de 1’infection productive. Ici, la restauration partielle de
I’infection productive a la suite d’un pré-traitement pendant 3 heures de temps des IL-4 DCs
maturées au LPS et des IFN-o DCs par la choroquine, inhibiteur de I’autophagie est un premier
résultat prometteur. De plus, afin de confirmer le r6le de DC-SIGN au cours de I’infection
productive des DCs immatures lors d’une transmission inter-cellulaire d’HTLV-1, je propose
d’inhiber DC-SIGN au niveau des IL-4 DCs et des TGF-f DCs et de suivre I’évolution de

I’infection productive a la suite de la coculture de ces cellules avec la lignée cellulaire C91-PL.

4-4  Un modele dynamique pour comprendre la corrélation inverse entre capture
et infection productive ?

Les résultats de mon étude montrent que, en moyenne 7%, 14% et 35% des IL-4 DCs, IL-4 DCs
maturés au LPS et IFN-a DCs capturent respectivement HTLV-1 aprés coculture pendant trois
heures avec les cellules chroniquement infectées C91-PL. Cependant, seules 0.57 %, 0.19 % et 0.
12% de ces DCs s’infectent, en moyenne, productivement. Ainsi, les IL-4 DCs immatures

capturent moins HTLV-1 que les 2 autres sous-types. En revanche, la probabilité que la capture
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dans les IL-4 DCs aboutisse a une infection productive est plus élevée. Cette constatation nous
emmene a nous poser ces questions :
- Pourquoi les IL-4 DCs capturent moins HTLV-1 en comparaison aux autres sous-types ?
- A quoi est due la restriction au niveau des sous-types matures de DCs ?

4-4-1 Pourguoi les IL-4 DCs capurent moins HTLV-1 par comparaison aux MDDCs matures ?

Le fait que la population des IL-4 DCs capture moins HTLV-1 par comparaison aux autres sous-
types de DCs est surprenant dans la mesure ou les IL-4 DC sur-expriment les récepteurs d’HTLV-
1 (DC-SIGN et NRP-1) en comparaison aux IFN-a DCs et aux IL-4 DCs maturés au LPS.

Dans le cadre de mes expériences, nous avons mis en évidence qu’apres trois heures de culture
avec respectivement les trois sous-types de MDDCs, HTLV-1 ne co-localise pas avec EEAL, un
marqueur des endosomes précoces. Pour cela, nous avons suggeéré puis vérifié qu’HTLV-1 pouvait
se trouver au niveau des corps multi-vésiculaires CD82+.

En premier, en raison du pH proche de la neutralité¢ du compartiment CD82+ des IL-4 DCs,
I’enveloppe d’HTLV-1 pourrait fusionner a la membrane du compartiment CD82+, ce qui
permettrait la libération de la capside renfermant le matériel génétique dans le cytosol. Apres une
rétro-transcription, I’ADN du provirus pourrait intégrer le génome de la DC et donner lieu & une
infection productive. On peut supposer que la cinétique de sortie du virus des endosomes dans les
DCs immatures est rapide. De plus, elle limiterait son accumulation dans les endosomes, reduisant
ainsi le nombre de DCs ayant capturé le virus.

Au contraire, le pH acide des compartiments des IL-4 DCs maturés au LPS et des IFN-a DCs
pourrait dénaturer les molécules d’enveloppe, empéchant ainsi la fusion et donc la sortie des
endosomes. C’est ce qui expliquerait la raison pour laquelle nous notons un pourcentage élevé
d’IFN-a DCs ou d’IL-4 DCs traités au LPS qui accumulent de maniére significative HTLV-1 a
trois heures de coculture en comparaison a I’accumulation d’HTLV-1 au niveau de la population
des IL-4 DCs. C’est la raison pour laquelle les IFN-a DCs ou des IL-4 DCs traitées au LPS donnent
faiblement lieu a une infection productive. Plusieurs arguments appuiraient ici cette hypothése. Le
premier est ’absence d’intégration provirale au niveau de ces deux sous-types de DCs matures au
contraire des IL-4 DCs. Le second argument se retrouve dans les résultats significativement réduits

de la transmission virale aux lymphocytes T : la transmission d’HTLV-1, 48 heures apres sa
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capture par les DCs matures, qui est significativement réduite suggere qu”’HTLV-1 serait dénaturé
au niveau des compartiments acides des DCs matures. Enfin, la neutralisation des compartiments
acides des DCs matures qui s’accompagne de la restauration partielle de 1’infection productive
suggeére que le virus échapperait, dans ce cas, a la dénaturation. Dans ce cas, d’ailleurs, on note
une réduction de I’accumulation d’HTLV-1 dans cette population de DCs, a I’instar de ce qui se
passe au niveau des IL-4 DCs : la baisse du pourcentage des DCs p19%39* suggeérerait ici que la
fusion virale aurait bien eu lieu.

Ainsi, selon mon modele, seul le pH neutre du compartiment dans lequel HTLV-1 est capturé
permet d’amorcer une infection productive. De méme, ce pH neutre au niveau des compartiments
peut étre induit au niveau des DCs matures par les agents lysosomotropes dont la chloroquine.

En conclusion, la confirmation de ce modele nécessite des contrdles. Je pourrai, pour cela
confirmer par PCR quantitative I’absence de transcription inverse de I’ARN d’HTLV-1 au niveau
des DCs matures. Dans le cas contraire au modele que je propose, si la restriction au niveau des
DCs matures se situait & une étape post-rétro-transcription de I’ARN messager (mais en pré-
intégration au niveau du génome de la DC mature), je serais capable de retrouver I’ADN du
provirus au niveau des DCs matures sans qu’une intégration ne puisse avoir lieu.

La figure 3 illustre le mécanisme hypothétique de la corrélation inverse entre la capture virale

aprés 3 heures de coculture virus-DCs et I’infection productive des DCs a 3 jours de coculture.

Figure 3: Schéma hypothétique sur la différence de capture d’HTLV-1 entre des DCs ou le
compartiment CD82+ est neutre (A) et des DCs ou le compartiment CD82+ est acide (B). En (A),
le pH neutre des compartiments est favorable au virus qui conserve son pouvoir infectieux, qui
libére son matériel génétique qui est rétro-transcrit et qui peut donner lieu a une infection
productive. En (B), le pH acide des vésicules des DCs matures dénature les virions. Les virions
restent dans le compartiment acide qui les concentre. C’est ce qui pourrait expliquer pourquoi le
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pourcentage de DCs ayant capturés HTLV-1 semble étre plus élevé dans le cas des DCs matures
par rapport au cas décrit en (A). Pour simplifier le schéma, une DC est représentée par sa double
membrane. Elle renferme un noyau et une vésicule CD82+.

4-4-2 A quoi est due la restriction au niveau des MDDCs matures ?

Que nous soyons au niveau des IL-4 DCs ou au niveau des IL-4 DCs maturées au LPS ou au niveau
des IFN-a DCs, les taux d’infection productive sont dans 1’ensemble bas. Ils culminent a 0.57 %
pour les IL-4 DCs et a 0.19 % et 0.12% pour les IL-4 DCs traités au LPS et les IFN-a DCs
respectivement. Pour cela, nous pourrions ici supposer I’existence d’un ou de plusieurs facteur(s)
de restriction antirétroviral(aux) qui limiterait/ent spécifiquement 1’infection des DCs myéloides
par HTLV-1.

SAMHDL1 est I’exemple d’un facteur de restriction a de nombreux rétrovirus (virus de
I’immunodéficience humaine (VIH-1), le virus de la leucémie murine, le virus de 1’anémie
infectieuse équine) au niveau des DCs myéloides. SAMHD1 contient des domaines dNTPases qui
limitent la synthése de ’ADN complémentaire du virus dans ces cellules a travers la déplétion du
pool de désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP). SAMHD1 possede également une activité
RNAase qui contribue également a la restriction (Laguette et al., 2011). Cependant, le traitement
des DCs par Vpx, la protéine accessoire du VIH-2, conduit a la dégradation de SAMHD1 au niveau
du protéasome. La dégradation de SAMHDL1 restitue aux DCs une susceptibilité 8 fois plus
importante a ’infection en comparaison avec la situation ou Vpx est exprimée (Laguette et al.,
2011) et (Hertoghs et al., 2015). De plus, SAMHDL1 restreint I’infection a HTLV-1 dans les
monocytes, in vitro : STING, un détecteur de I’ADN détecte ici les intermédiaires de transcription
inverse dans les monocytes. Il s’en suit 1’induction d’une réponse anti-virale qui se manifeste, ici
par I’apoptose médiée par STING des monocytes in vitro (Sze et al., 2013). Au contraire, les études
de Franchini montrent, qu’in vivo, trois sous-types de monocytes (les monocytes classiques,
intermédiaires et non classiques) sont infectés par HTLV-1. De plus, ces populations de monocytes
renferment des proportions significatives de cellules exprimant SAMHD1 (de Castro-Amarante et
al., 2015). Néanmoins, il n’est pas connu si ces monocytes infectés, in vivo, par HTLV-1 sont
SAMHD1 négatif ou pas. En revanche, Gramberg a montré que SAMHDL1 ne peut pas restreindre
I’infection par HTLV-1 dans des modéles de DCs ou de macrophages dérivées de monocytes
(Gramberg et al., 2013). D’ailleurs Gramberg suggere qu'HTLV-1 ait développé un mécanisme,

jusqu’a I’heure inconnu, qui le rend résistant a la restriction par SAMHD1. Ainsi, en dehors du
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réle de SAMHD1 dans la restriction, in vitro, de I’infection des monocytes, SAMHDI1 ne peut pas
expliquer pourquoi les taux d’infection par HTLV-1 sont relativement bas au niveau des
population de DCs.

D’autres facteurs de restrictions a HTLV-1 sont décrits au niveau d’autres types cellulaires :

Au niveau des cellules pré-monocytaires U937, le transactivateur CIITA du complexe majeur
d’histocompatibilitt CMH-II est un facteur de restriction d’HTLV-1. CIITA a pour cible la
protéine transactivatrice Tax dont il inhibe les fonctions. Ici, CIITA affecte I’interaction physique
et fonctionnelle de Tax-1 avec les coactivateurs cellulaires dont le PCAF (pour p300/CBP-
associated factor), CREB (pour cyclic AMP-responsive element binding protein) et ATF1 (pour
activating transcription factor 1) qui sont tous requis pour I’activation optimale du promoteur
d’HTLV-1 (Tosi et al., 2011). Cette restriction exercé par CHITA au niveau des cellules pré-
monocytaires ne peut également pas expliquer la restriction dans mon modele d’étude. En effet,
au niveau des MDDC:s, la restriction se situe a une étape antérieure a 1’intégration provirale et ne

peut donc pas impliquer des facteurs cellulaires, comme CIITA, qui interagissent avec Tax.

Actuellement, beaucoup d’attention est portée sur le réle des microARN des cellules eucaryotes a
la fois dans la restriction virale mais aussi, au contraire, au cours de la pathogenese virale. Les
microARN sont de courts ARN simples brins capables d’extinction de 1’expression d’un géne. Les
microRNAs agissent en facteurs de restrictions anti-viraux a travers la sous-régulation de
I’expression des genes viraux, la dégradation des ARNm ou I’inhibition de la traduction de
I’ARNm. Au contraire, les microARN peuvent favoriser la réplication virale et I’infectivité virale
en antagonisant, par exemple, les réponses IFN (Pfeffer et al., 2004). En plus des miRNA codés
par la cellule hote, les génomes des virus VIH-1 et I’Epstein-Barr virus (EBV) codent pour des
miRNAs impliqués dans la régulation de I’expression des genes cellulaires mais aussi dans la
latence virale (Detsika et al., 2012). Les cibles du miRNA du génome d’EBV incluent ici des
régulateurs de la prolifération et de 1’apoptose des lymphocytes B, des cytokines, des régulateurs
de la transcription (Pfeffer et al., 2004).

Dans ce contexte, Bai et Nicot ont testé le role de miR-28-3p dans le cadre de la restriction des
lymphocytes naifs a I’infection par HTLV-1. En effet, I’expression de miR-28-3p est 5 a 10 fois
plus importante au niveau des lymphocytes naifs qui sont résistants a 1’infection par HTLV-1 en
comparaison aux lymphocytes activés qui sont susceptibles a cette infection. Pour cela, les auteurs

ont co-transfecté des lymphocytes T avec les clones moléculaires d’HTLV-1 en présence ou en
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absence du plasmide d’expression de miR-28. Leurs résultats ont démontré ici la baisse de Gag
pl9 ou p24 au niveau des lymphocytes T en présence du plasmide de miR-28. Les auteurs ont
enfin suggéré que miR-28-3p inhiberait la transcription inverse d’HTLV-1 en prévenant la
formation du complexe de pré-intégration. En effet, les produits de la transcription inverse sont
réduits lors de I’expression de miR-28-3p en comparaison aux cellules controles (Bai and Nicot,
2015). Dans notre contexte, miR-28-3p représenterait 1’exemple d’un facteur de restriction
d’HTLV-1 connu dans les lymphocytes et qu’il serait intéressant de tester au niveau des MDDCs.
Les exemples précédents révelent qu’en dehors de quelques exemples connus de facteurs de
restriction de I’infection a HTLV-1 au niveau des monocytes ou des lymphocytes, rien n’est connu
sur la restriction au niveau des DCs, en dehors du fait que SAMHDI1 n’y est pas impliqué.

Mes résultats montrent que les IL-4 DCs, les IL-4 DCs traités a I’IFN et les IL-4 DCs traités a la
flagelline constituent des sous-types de DCs permissifs a I’infection productive par HTLV-1. Au
contraire, les IFN-a DCs, les IL-4 DCs stimulés au LPS, au Polyl:C ou au R848 restreignent
I’infection par HTLV-1. Dans ce contexte, Banchereau a montré que les IL-4 DCs, les IFN-a DCs
et chacune des populatations des IL-4 DCs différemment stimulées possédent un programme
transcriptionnel bien spécifique (Banchereau et al., 2014). Les listes de génes exprimés dans ces
différentes conditions est disponible en ligne (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Il sera possible, en
partant de ces données de transcriptomique, d’identifier a travers des études bioinformatiques les
facteurs de restriction induits lors de la maturation des DCs. En partageant les DCs différemment
stimulées en deux groupes (le groupe des DCs permissives et le groupe des DCs restrictives a
I’infection par HTLV-1), une étude bioinformatique permettra d’identifier in silico une liste de
géenes qui seraient exprimés dans les DCs matures mais qui seraient absents des DCs immatures.
La vérification, in vitro, que I’extinction d’un géne dans les DCs matures réduit leur résistance a
I’infection par HTLV-1, et qu’a ’inverse son expression dans les DCs immatures restreint leur
infection permettra de confirmer qu’il s’agit bien de facteurs de restriction.

Comme les analyses bioinformatiques risquent de générer de multiples génes hypothétiquement
impliqués dans la restriction a I’infection productive, le choix des génes a tester se fera en tenant
compte, en priorite, de deux criteres : en premier, il faudra que le gene code pour une protéine
connue pour interagir avec des virus. Ensuite, parmi les facteurs de restriction potentiels, une
attention particuliére pourra étre accordee aux génes impliqués dans 1’autophagie dans la mesure

ou le traitement des DCs mature par la choroquine parvient a restaurer, quoique incomplétement,
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I’infection productive. Une attention moindre peut étre accordée aux ISGs dans la mesure ou mes

résultats montrent que I’IFN ne restreint pas 1’infection productive des IL-4 DCs.

4-5 Pourquoi l'interféron restreint I'infection des lymphocytes T mais ne restreint
pas 'infection des DCs par HTLV-1 ?

Nous avons mis en évidence que les DCs infectées par HTLV-1 n’expriment pas les marqueurs de
maturation (résultats non montrés). En effet, les DCs Tax+ ne sur-régulent pas CD40, CD80 et
CD86. De méme, nous avons mesuré une production d’IFN-a dans les cultures de DCs infectées
ce qui pourrait suggérer que I’infection des DCs par HTLV-1 interfere avec la production de I’TFN.
Cependant, sachant que la quantité de DCs infectées est faible, il est possible que la technique de
détection de I’IFN via les cellules reportrices HL116 soit, dans ce cas, peu sensible : les cellules
reportrices HL1116 ne permettent pas de détecter moins de 2.5U/ml d’IFN de type I.

Néanmoins, nous avons pu mettre en évidence que le pré-traitement des DCs par I’'TFN exogéne
n’exerce aucun effet sur le cours de I’infection productive. Ce résultat sur le pré-traitement des
DCs a I’IFN-a est opposé a celui obtenu, par Anne Cachat au niveau des lymphocytes T pré-traités
(Cachat et al., 2013). En effet, Cachat a montré que la baisse de I’infection des lymphocytes est
aussi d’autant plus importante que la concentration d’IFN-a utilisée en pré-traitement des
lymphocytes est importante. Cachat a démontré que les effets restricteurs de I’IFN-a sont liés a
PKR (pour proteine kinase R) et particulierement a sa forme phosphorylée (Cachat et al., 2013).
Cependant, I’FN peut également avoir un effet proviral a travers I’induction d’autres genes qui
faciliteraient 1’infection. Par exemple, ADAR contre balance I’effet de PKR et facilite la
réplication d’HTLV-1 au niveau des lymphocytes T (Cachat et al., 2014). C’est donc 1’équilibre
entre 1’expression des ISGs avec une activité antivirale et les ISGs ayant une activite provirale qui
détermine le devenir de I’infection. C’est pour cela qu’il serait intéressant d’étudier 1’expression
d’ADAR et de phopho-PKR au niveau des DCs stimulées a 1I’IFN en comparaison a leur expression
au niveau des lymphocytes T dans les mémes conditions. On pourra ainsi juger si I’induction de
phopho-PKR est insuffisante au niveau des DCs en comparaison aux lymphocytes ou si, au
contraire I’expression d’ADAR a la suite du pré-traitement par I’I[FN est plus importante au niveau
des DCs en comparaison aux lymphocytes T.

De plus, la réponse a I’IFN pourrait dépendre du type cellulaire et de la nature des chimiokines
produites (Hilkens et al., 2003). En effet, Hilkens a montré que la chimiokine IP-10 (pour
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interferon gamma-induced protein 10) et I’iNOS (pour inductible nitric oxide synthase) sont
induits dans les DCs par les IFN-a2, IFN-a21 et IFN-al. Au contraire, I’induction de 1’1P-10 et de
I’INOS est marginale au niveau des lymphocytes T, dans les mémes conditions. Au contraire des
deux cas précédents, I’IL-12RB2 est un exemple de géne sur-régulé dans les lymphocytes T mais
pas dans les DCs a la suite d’une stimulation IFN (Hilkens et al., 2003). Ces exemples illustrent
que I’induction des génes par I’'IFN est tissu-spécifique. Ainsi, une méme stimulation par I’IFN
peut induire une expression différente de génes au niveau des DCs ou des lymphocytes T. Cette
différence au niveau des programmes transcriptionnels entre les DCs et les lymphocytes T apres
leur induction par I’'IFN pourrait donc expliquer la susceptibilité ou la résistance a I’infection par
HTLV-1.

Enfin, ces constatations nous emmeénent a nous demander comment peut se répercuter a un niveau
clinique cette différence de sensibilité entre DCs et lymphocytes a I’'ITFNa2. La réponse a cette
question est d’autant plus importante que I’IFNa2 est utilisé en combinaison avec I’AZT dans le
traitement des patients ATL (Hermine et al., 1995). Bien que non utilisée au Japon, la combinaison
IFNo2 et AZT semble donner les meilleurs résultats pour traiter les patients atteints des formes
indolentes et chroniques d’ATL (Nasr et al., 2017). Cependant, Hermine a, montré que la
combinaison AZT/IFN ne constitue pas une thérapie radicale en raison du taux de rechute élevé
(Hermine et al., 2002). Ainsi, on peut se demander si les DCs infectées ne seraient pas responsables
de ces rechutes en raison de leur résistance a 1’action anti-virale de I’IFN. Pour Vérifier cette
hypothése, il faudrait suivre, au cours d’une étude clinique, 1’évolution de la charge virale des
lymphocytes et des DCs sur un nombre significatif de patients traités par la combinaison IFN/
AZT. Dans le cas ou la charge virale au niveau des DCs se maintient le long du traitement, les
DCs infectées pourront étre incriminés dans les rechutes. Ce qui justifierait ici le recours au suivi
de cas cliniques est que la susceptibilité des cellules a la réponse a I’IFN in vivo n’est pas
transposable a la susceptibilité des cellules in vitro. D’ailleurs, dans une expérience realisée par
Bazarbachi, la combinaison AZT/IFN-a n’a aucun effet, ex vivo, sur des cellules leucémiques
recueillies auprés d’une patiente leucémique. Néanmoins, la combinaison AZT/IFN-a chez cette

patiente a donné une rémission au bout de 8 mois de traitement (Bazarbachi et al., 2000).
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Conclusion :

Malgré les limites de mon étude qui sont inhérentes a toute étude in vitro, mes résultats éclairent
sur la complexité des interactions entre les sous-types de MDDCs et HTLV-1. Mes résultats
montrent qu’in vitro seules les IL-4 DCs sont susceptibles a 1’infection productive et peuvent
transmettre HTLV-1 aux lymphocytes T au contraire des DCs matures. Enfin, si la comparaison
entre VIH-1 et HTLV-1 montre que les DCs conservent la méme susceptibilité aux deux rétrovirus,
il n’en est pas de méme pour la capacité des sous-types de DCs a transmettre VIH-1 et HTLV-1.
En effet, contrairement a VIH-1, HTLV-1 ne peut étre transmis aux lymphocytes T que via des
DCs immatures. Ainsi, en dépit de toutes les statégies qu’HTLV-1 a développées pour contourner
les fonctions des DCs et assurer sa persistance, I’incapacit¢é des DCs matures a s’infecter
productivement et a transmettre HTLV-1 aux lymphocytes T bénéficierait dans ce cas a I’individu

infecté chez qui la transmission d’HTLV-1 se trouve donc limitée.
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Le rétrovirus HTLV-1, un modele de choix pour étudier le réle du cytosquelette
dans la transmission virale

Les virus, parasites intracellulaires obligatoires, exploitent diverses stratégies pour se propager
au sein d'un hoéte infecté. Des particules virales peuvent étre libérées dans le milieu
extracellulaire, ou bien profiter des contacts cellulaires pour se propager directement de cellule
a cellule en évitant le milieu extracellulaire. Les contacts cellulaires peuvent prendre la forme
d'extensions cellulaires (filopodes, nanotubes) ou d'une zone de contact étendue, appelée
"synapse virologique" (VS). La formation de la VS nécessite a la fois I'établissement d'une zone
d'adhésion intercellulaire et 'adressage des éléments viraux vers cette zone de contact, deux
processus qui reposent sur des remaniements du cytosquelette dans la cellule infectée. Le
rétrovirus HTLV-1 (Human T-Lymphotropic Virus type 1) se transmet principalement par contact
cellulaire, les particules virales libres n’étant que peu infectieuses. La protéine virale
transactivatrice Tax induit I'expression de Gem, une protéine associée au cytosquelette d'actine,
qui contribue a la migration cellulaire et a la formation de conjugués entre les cellules infectées
et les cellules cibles (Chevalier et al., 2014)]. Tax induit également I'expression de la protéine
d'adhésion ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule 1) qui stabilise le contact cellulaire.
L'engagement polarisé d'ICAM-1 a la surface de la cellule infectée permet par ailleurs le
positionnement du centre organisateur des microtubules vers la VS, ce qui favoriserait la
polarisation de la transmission virale (Nejmeddine et al., 2009)]. La fascine est une protéine qui
contréle la formation des faisceaux d’actine a partir de I'actine filamenteuse (Otani et al., 2016)].
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Elle favorise ainsi la migration et 'adhésion cellulaires [4] et stabilise les protrusions cellulaires
et des filopodes, ce qui facilite les contacts cellulaires [5-6]. Il a récemment été montré que
I'expression de la fascine est également induite par Tax (Kress et al., 2011; Mohr et al., 2015)].
Ici, Gross et al. démontrent que la fascine est un nouvel acteur de la transmission virale [9].

Un outil pour quantifier le virus néo-transmis

Afin d’évaluer le réle de la fascine dans la transmission d’HTLV-1, les auteurs ont utilisé un
systeme permettant de distinguer le virus avant et aprés transmission (figure 1A). Il s'agit d'une
construction virale modifiée pour contenir un géne rapporteur dont I'activité n'est autorisée
gu'aprés un évenement de transmission [10]. La construction est encadrée par les séquences
LTR (Long Terminal Repeats) d’HTLV-1. Au sein de cette construction, le géne rapporteur de la
luciférase, placé sous contrdle d’'un promoteur fort (CMV, CytoMegaloVirus), est orienté en anti-
sens par rapport a I'organisation de la construction. Le géne rapporteur est interrompu par un
intron orienté en anti-sens par rapport au géne rapporteur mais en sens par rapport a
I'organisation de la construction. Ainsi, dans les cellules productrices, le transcrit produit a partir
du promoteur CMV ne sera pas épissé et la protéine luciférase ne sera donc pas traduite. En
revanche, la transcription virale initiée par le LTR 5" permet I'épissage de I'intron, générant un
ARN génomique viral correspondant a la construction sans intron. Pour que ce génome viral
puisse étre encapsidé, un vecteur d’encapsidation codant pour les protéines de capside et
d’enveloppe d’HTLV-1 ou permettant un pseudotypage par une enveloppe a tropisme large est
co-transfecté. Ainsi, les particules virales contenant le génome viral sans intron peuvent se
transmettre a de nouvelles cellules cibles dans lesquelles la transcription inverse et l'intégration
du génome viral sans intron ont lieu. La transcription du géne rapporteur sous contrble du
promoteur CMV permet alors I'expression de la luciférase. Ainsi, l'activité luciférase reflete la
guantité de virus néo-transmis.

La fascine facilite la transmission d’HTLV-1

Dans ce systéme, les auteurs ont éteint I'expression de la fascine a I'aide d'ARN interférents.
Apres contrble de I'expression des protéines par Western-Blot (fascine, transactivateur viral Tax,
protéine de capside virale p559%9), les auteurs ont analysé d’'une part la transmission virale par
suivi de l'activité luciférase, et d’autre part la production de particules virales libres par la
guantification de p1999, protéine de matrice d’HTLV-1, avec un test ELISA sur le surnageant de
culture (figure 1B). L'extinction de I'expression de la fascine dans des cellules 293T (lignée
cellulaire de laboratoire) réduit de facon significative la transmission virale. L'extinction de
I'expression de la fascine réduit également la production de particules virales libres mais
uniguement lorsque Tax est présente, suggérant que Tax et la fascine coopérent au cours de ce
processus.

Dans ce premier jeu d’expérience, la fascine est éteinte dans les cellules 293T qui sont a la fois
cellules productrices et cellules cibles du virus. Pour exclure un possible réle de la fascine dans
les étapes précoces de linfection dans les cellules cibles, les expériences suivantes ont été
réalisées en éteignant I'expression de la fascine spécifiquement dans les cellules productrices.
De plus, afin de se rapprocher de la physiologie d’'une infection a HTLV-1, les auteurs ont utilisé
comme cellules productrices des lymphocytes T (lignée Jurkat), cibles principales du virus in vivo.
Les cellules Jurkat expriment peu la fascine, au contraire des 293T, et de fait le taux basal de
transmission virale n’est pas affecté par I'extinction de la fascine dans les Jurkat productrices. En

187



revanche, lorsque les cellules Jurkat sont également transfectées par Tax, qui induit I'expression
de la fascine, les résultats obtenus en 293T sont confirmés.

La contribution de la fascine a la transmission d’HLTV-1 a également été vérifiée dans des lignées
cellulaires chroniqguement infectées. Pour cela, le systéme rapporteur décrit plus haut n’est plus
utilisé puisque les lignées infectées produisent naturellement du virus (figure 1C). La transmission
virale est alors suivie par I'utilisation de cellules cibles comportant le géne de la luciférase sous
contréle du LTR d’HTLV-1, lui méme transactivé par la protéine Tax. Ainsi, aprés coculture avec
les cellules infectées, si le virus est transmis a la cellule cible, la protéine Tax est produite et peut
activer I'expression de la luciférase. Les résultats montrent que I'activité luciférase est diminuée
d’environ 50% lorsque I'expression de la fascine est réprimée dans les cellules productrices, ce
gui suggére une fois de plus son réle dans la transmission virale. Le transfert du virus des cellules
productrices vers les cellules cibles est également mesuré par la détection de la protéine de
matrice p199%% dans les cellules cibles par cytométrie en flux. L’ensemble de ces résultats montre
donc qu’indépendamment du systéme expérimental utilisé, la fascine joue un rdle crucial dans la
transmission d’HTLV-1 de cellule a cellule.

La localisation de la fascine est cruciale pour faciliter la transmission d’HTLV-1

Afin de déterminer si l'effet de la fascine sur la transmission virale dépend de ses fonctions
régulatrices sur le cytosquelette d’actine, les auteurs ont cherché non plus a éteindre son
expression, mais a annuler ses fonctions régulatrices en la délocalisant du cytosquelette d’actine.
Pour cela, ils ont utilisé une technique élégante basée sur I'expression de nanobodies dans les
cellules productrices de virus. Les nanobodies sont des versions réduites d’anticorps de
camélidés, ou seul le domaine de liaison a I'antigéne est exprimé. Ici, les nanobodies dirigés
contre la fascine sont couplés a des séquences d’adressage protéique vers la membrane externe
de la mitochondrie. Aprés avoir contrdlé que les nanobodies ne modifient pas le niveau
d’expression de la fascine mais qu’ils induisent bien sa délocalisation, les auteurs montrent que
la délocalisation de la fascine diminue la production et la transmission virales. Ainsi, c’est
spécifiguement la localisation subcellulaire de la fascine qui contréle la transmission d’'HTLV-1,
probablement par I'intermédiaire du cytosquelette d’actine.

La fascine ne participe pas a la formation de conjugués mais pourrait contribuer a
I’adressage du virus aux zones de contact cellule-cellule

Pour identifier le mécanisme moléculaire par lequel la fascine augmente la transmission virale,
les auteurs ont ensuite analysé son implication éventuelle dans la formation de conjugués entre
cellules productrices et cellules cibles. De fagon surprenante, I'absence de fascine ne modifie pas
la formation de conjugués. En revanche, les auteurs ont observé que dans les cellules ou la
fascine est absente de la zone de contact cellulaire, la protéine p19%9 n’y est pas localisée de
fagon efficace, ce qui suggére que la fascine contréle 'adressage du virus au site de contact.
Cependant, I'analyse de la distribution de p1999 par microscopie confocale n’a pas été réalisée
sur des cellules productrices dans lesquelles I'expression de la fascine serait réprimée ou la
protéine délocalisée. On ne peut donc pas formellement conclure que la localisation de la fascine
au niveau du contact cellulaire influence I'adressage du virus.

CONCLUSION

La fascine et Gem, deux protéines cellulaires contrélant le remodelage du cytosquelette et dont
I'expression est induite par Tax, agissent donc difféeremment sur la transmission virale : alors que
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la fascine favorise la production virale sans modifier la formation de conjugués, Gem favorise la
formation des conjugués sans modifier la production virale. Ceci suggére que la fascine pourrait
contrler l'adressage des particules virales vers la membrane plasmique (Figure 2). Les
mécanismes moléculaires qui gouvernent I'effet de la fascine restent toutefois a préciser. De
facon intéressante, le virus d’Epstein-Barr (EBV) induit également I'expression de la fascine via
la protéine LMP1 (Latent Membrane Protein 1), mais le réle de la fascine dans la transmission
d’EBV n’a pas été analysé. En revanche, la fascine confére aux lymphocytes infectés par EBV
des capacités invasives [11]. Aussi la fascine pourrait étre impliquée dans l'invasivité des cellules
infectées par HTLV-1, a l'origine de linfiltration du systéme nerveux central chez les patients
souffrant de myélopathie associée a HTLV-1 ou de linfiltration du derme chez les patients
souffrant de leucémie T de I'adulte a manifestation cutanée. Ainsi, la répression de la fascine
pourrait conduire a une thérapeutique efficace en infectiologie, pour limiter la transmission virale,
et en oncologie, pour abolir les propriétés invasives des cellules cancéreuses.

Légendes :

Figure 1. Représentation schématique des modéles expérimentaux utilisés dans I'étude.
(A) Représentation schématique du systéme rapporteur permettant de quantifier la transmission
virale. Dans la cellule productrice, le géne rapporteur de la luciférase (Luc) sous le contréle d’un
promoteur CMV (en rouge) est orienté en anti-sens et est flanqué des séquences LTR d’'HTLV-1
(en vert). Ni 'ARN génomique épissé initié par le LTR (fleche verte), ni TARN non-épissé initié
par le CMV (fleche rouge) ne permettent I'expression de la luciférase. Aprés transmission de
I'ARN génomique épissé a la cellule cible, la transcription inverse permet la production d'un ADN
complémentaire (ADNCc) proviral épissé, a l'origine d'un ARN initié par le CMV (fleche rouge) et
de I'expression de la luciférase.

(B) Représentation schématique des expériences réalisées avec le systéme rapporteur, apres
extinction ou délocalisation de la fascine.

(C) Représentation schématiqgue des expériences réalisées dans les lignées cellulaires
chroniquement infectées par HTLV-1, aprés extinction ou délocalisation de la fascine.
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Figure 2. Schéma récapitulatif des roles de la fascine lors de la transmission d'HTLV-1.

Dans la cellule infectée, le génome proviral (représenté en vert) contrdle I'expression des
protéines virales, dont la protéine Tax et les protéines nécessaires a la formation de nouvelles
particules virales, regroupées dans le cadre vert. Les fleches vertes symbolisent 'adressage des
protéines virales soit vers la synapse virale (VS) soit vers la membrane plasmique. Dans les deux
cas, elles forment des particules virales qui sont alors soit transmises a une cellule cible a travers
une VS, soit relarguées dans le milieu extracellulaire. La fascine, dont I'expression est induite par
Tax (représentée par une fleche large verte) estimpliquée dans la réorganisation du cytosquelette
d’actine (représenté par une fléche large grise). Elle peut étre localisée au niveau de la VS ou
des protusions cellulaires. Le réle de la réorganisation du cytosquelette d’actine induite par la
fascine est représenté par des fleches noires : elle facilite (+) la formation de la synapse virale, le
relargage des virions et la formation des connexions longue ou courte distance vers les cellules
cibles, probablement via I'augmentation du transport des protéines virales.
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