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INTRODUCTION

I. Infection par le virus de ’immunodéficience humaine (VIH)
I. 1. Généralités
L 1. 1. Epidémiologie

Le VIH est un agent pathogéne humain dévastateur responsable d'une pandémie mondiale
conduisant, en 1’absence de traitement, au syndrome d'immunodéficience acquise (SIDA). En
2012, environ 35 millions de personnes vivaient avec le VIH (Maartens, Celum, and Lewin 2014).
L'Afrique subsaharienne, en particulier I'Afrique du sud, represente le pourcentage le plus élevé
de patients infectés par le VIH (70,8%) (Figure 1). L'épidémiologie mondiale de l'infection par le
VIH a considérablement changé grace a 1'élargissement de l'acces au traitement antirétroviral.
Grace a I'utilisation des antirétroviraux (ARV), I’infection par le VIH n’est plus une infection

mortelle mais devient une maladie chronique.

Eastern Europe and central Asia

North America West and central Europe 1.3 million

1:3 million ‘B60:000 Incidence —+
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250000 North Africa and Middle East Incidenice |
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Figure 1. Estimation du nombre de personnes vivant avec le VIH en 2012 et tendances de l'incidence de
nouvelles infections de 2001 a 2012 par région mondiale (d’aprés Maartens et col.).

Le VIH contribue grandement a la mortalité et morbidit¢ mondiale. En 2010, le VIH était la
cinquieme cause principale de morbidité (Ortblad, Lozano, and Murray 2013). Les déces liés au
SIDA dans le monde ont atteint un sommet de 2 a 3 millions en 2005 et ont diminué pour atteindre
1,6 million en 2012 (Maartens, Celum, and Lewin 2014). Dans les pays a revenu élevé, environ
50% des déces chez les personnes infectés sous traitement antirétroviral ne sont pas liés au SIDA
(Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 2010). Les causes majeures de déces non liés au

SIDA sont les cancers (23,5%), les maladies cardiovasculaires (15,7%) et les maladies du foie
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(14,1%) (Antiretroviral Therapy Cohort Collaboration 2010). Ces complications ont en commun

d’étre liées a une inflammation chronique.

L 1. 2. Cibles cellulaires du virus VIH

I. 1. 2. a. Les lymphocytes T CD4

La principale caractéristique immunologique de I’infection par le VIH est une diminution du
nombre de lymphocytes T CD4+ circulants (LT CD4+) (Rowland-Jones 2003). Dans les phases
précoces de 1’infection, une réduction transitoire des LT CD4+ circulants est suivie d'un retour a
des concentrations presque normales, qui diminuent alors progressivement (Figure 2). La déplétion
des LT CD4+ est rapidement devenue le principal marqueur de la sévérité de I’infection et de
I'immunodéficience liée au VIH. Lorsque le nombre absolu de LT CD4+ descend en dessous d'un
seuil de 200 LT par mm3 dans le sang périphérique, un individu devient vulnérable aux infections

opportunistes caractéristiques et a certaines tumeurs malignes (Rowland-Jones 2003).
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Figure 2. Evolution des taux de CD4 et charge virale au cours de I'infection (d’aprés Rowland-Jones et
col.).

La capacité du virus a infecter particulierement les LT CD4+ s’explique par I’expression a leur
surface de la molécule CD4, récepteur a forte affinité pour le virus (Klatzmann et al. 1984;
Dalgleish et al. 1984) et d’un co-récepteur indispensable (CXCR4 ou CCRS5). D'autres cellules

exprimant la molécule CD4, telles que les macrophages et les cellules dendritiques (DC), sont
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d’ailleurs elles-aussi susceptibles d’étre infectées (Coleman and Wu 2009; Popov et al. 2005;
Klatzmann et al. 1984; Dalgleish et al. 1984).

La déplétion des LT CD4+ est en partie liée a 1’élimination des cellules directement infectées,
devenues cibles des réponses immunitaires effectrices de 1’individu. Mais elle est aussi liée a des
mécanismes indirects : mort cellulaire liée a l'activation immunitaire, la prolifération et la
sénescence (Okoye and Picker 2013; Février, Dorgham, and Rebollo 2011). L’hétérogénéité
fonctionnelle des populations de LT CD4+ sera abordée plus en détail dans le paragraphe 1.2.4.a
dédié aux réservoirs cellulaires du HIV. C’est un aspect important puisque cette hétérogénéité se
traduit par des susceptibilités a I’infection et a la constitution de réservoirs différents en fonction

des sous-populations considérés.

I. 1. 2. b. Les macrophages
Les macrophages jouent un role important dans I'élimination des agents pathogenes et des débris
cellulaires par phagocytose (Kumar and Herbein 2014). Ils agissent également comme des cellules
présentatrices d'antigene (Ackerman and Cresswell 2004; Koppensteiner, Brack-Werner, and
Schindler 2012). Ces cellules expriment la molécule CD4 et les co-récepteurs de 1’infection et
constituent des cibles de I’infection. L’ influence des macrophages infectés est décrite a différents
stades de I’infection.
L’échange d'informations entre les macrophages et les LT CD4+ joue un rdle important dans la
transmission et la dissémination du VIH des macrophages aux LT CD4+ par I’intermediaire de
synapse virologique (Groot, Welsch, and Sattentau 2008; Crowe et al. 1990). D’autre part, les
macrophages infectés par le VIH liberent des facteurs cytotoxiques solubles comme le TNF-a et
le Fas-L qui peuvent favoriser l'apoptose des cellules non directement infectées, qu’ils s’agissent
par exemple des LT CD4+ ou CD8+ (Badley et al. 1997; Herbein et al. 1998)
Contrairement aux LT CD4+, les macrophages sont relativement moins sujets a l'effet
cytopathique du virus (Gendelman et al. 1988; Carter and Ehrlich 2008). Puisque la durée de vie
des macrophages infectés par le VIH-1 est longue, ils agissent ainsi comme source de production
de virus pendant une longue durée chez les patients infectés (Kelly et al. 2008). De plus, les
macrophages sont pratiquement présents dans tous les organes, ce qui permet une dissémination
et une diffusion du VIH-1 dans tout le corps des personnes infectées, y compris le cerveau
(Gavegnano and Schinazi 2009).
En résumé, le VIH cible principalement deux populations primordiales au bon fonctionnement du

systeme immunitaire: les LT CD4+ et les macrophages. Chacune de ces deux sous-populations
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présente des profils fonctionnels extrémement hétérogénes non seulement en termes de

différenciation mais aussi de localisation anatomique.

L. 1. 3. Physiopathologie de l'infection par le VIH

I. 1. 3. a. Etapes précoces de l'infection

En raison de la difficulté d'identifier les individus infectés rapidement apres I'exposition, on sait
peu de choses sur les premiers événements de transmission du VIH dans le tractus génital ou la
mugqueuse rectale. Cependant, les modeles d’infection par le virus de I'immunodéficience simienne
(SIV) et les études ex vivo ont permis d’identifier les cellules et les facteurs affectant la
transmission du VIH.

Le processus par lequel le virus pénetre les barrieres muqueuses pour établir une infection
productive a d’abord été évalué in vitro. Des expériences de co-cultures in vitro des LT CD4+
avec des cellules qui peuvent étre présentes au point d'entrée du virus, comme par exemple les
cellules de Langerhans, les cellules dendritiques (DC) ou les macrophages (Figure 3), ont
démontré qu'une infection productive survient apres la formation de synapses immunologiques

(Pope and Haase 2003).
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Figure 3. Différentes phases d'infection apres exposition au VIH (d’aprés Moir et col.).

Plus récemment, les événements précoces de la transmission du VIH ont été étudiés ex vivo
(culture de la membrane épitheliale basale de la muqueuse vaginale), ce modele permet une
observation directe de la facon dont le VIH-1 cible les cellules dans 1'épithélium vaginal externe

(Hladik et al. 2007). Dans ce modele, le VIH se lie aux cellules de Langherhans et peut traverser
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les couches épithéliales pour former des complexes avec les LT CD4+ mémoires environnantes,

ces derniers assurant la replication virale productive (Arthos et al. 2008).

Les LT CD4+ partiellement activés de la muqueuse génitale sont donc les premieres cibles de la
réplication virale productive et cela dés la premiere semaine apres exposition (Figure 4). Le modele
SIV a permis de montrer que quelques jours apres 1’entrée du SIV dans une muqueuse, une
propagation locale du SIV dans les LT CD4+ activés a lieu (Figure 4). Chez le macaque infecté
par le SIV (Mattapallil et al. 2005; Li et al. 2005), le virus migre alors rapidement, probablement
via le drainage des ganglions lymphatiques, vers les tissus lymphoides associés a l'intestin
(GALT), ou il induit une déplétion massive des LT CD4+ mémoires de la lamina propria
intestinale. Cette déplétion a aussi été observée chez les patients infectés par le VIH (Mehandru et
al. 2004; Brenchley et al. 2004; Guadalupe et al. 2003). Cette réplication précoce est suivie de la
propagation du virus vers les organes lymphoides proximaux puis d'une infection systémique

(Lackner, Lederman, and Rodriguez 2012).
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Figure 4. Dissemination et propagation du VIH-1 (d’aprés Fackler et col.)
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[. 1. 3. b. Altérations immunologiques au cours de l'infection par le VIH
- Atteinte mucosale et translocation microbienne

Un effet précoce et important de 1’infection par le VIH/SIV sur 'homéostasie des LT CD4+ se
produit dans le tractus gastro-intestinal ou a lieu une déplétion massive des LT CD4+ activés.
Celle-ci n’est que partiellement corrigée aprés thérapie antirétrovirale (Kok et al. 2015). En plus
de la perte quantitative des LT CD4+ totaux, une déplétion préferentielle de la fraction des LT
CD4+ Th17 est observée.

Cette population de LT CD4+ Th17 est particulierement cruciale pour I’immunité des muqueuses
et notamment de la muqueuse intestinale (Aggarwal et al. 2003, Steinman 2007). Les LT CD4+
Th17 sont fonctionnellement distincts des LT CD4+ Thl ou Th2 par leur profil de sécrétion de
cytokines. Les LT CD4+ Thl7 sont des inducteurs puissants de l'inflammation tissulaire,
produisent I’interleukine 17 (IL-17), une cytokine importante dans I'immunité adaptative contre
les bactéries extracellulaires et les champignons (Huang et al. 2004; Chung et al. 2003). Les LT
CD4+ Th17 produisent non seulement de 1'I[L-17, mais peuvent également sécréter le TNFa, 1'[L-
1, I'lL-2, I'[L-21 et I'IL-22, reflétant leur potentiel pro-inflammatoire. Les LT CD4+ Thl17 ont la
capacité de recruter des neutrophiles et des cellules myéloides dans des sites effecteurs en sécretant
le G-CSF (facteur de croissance de la lignée granulocytaire) (Ye et al. 2001). Les LT CD4+ Th17
sont aussi impliqués dans la régénération épithéliale des tissus muqueux (Brand et al. 2006) par
différents mécanismes : 1’induction de l'expression des claudines (composants des jonctions
épithéliales étroites), la stimulation des défensines et la production de mucine. Tous ces facteurs
sont vitaux et nécessaires pour assurer l'intégrité de la muqueuse intestinale (Sugimoto et al. 2008;
Chen et al. 2003).

La déplétion massive et profonde des cellules lymphoides dans le tractus gastro-intestinal, associée
a l'apoptose des entérocytes et 1’augmentation de la perméabilité du tractus gastro intestinal,
conduit a une augmentation de la concentration plasmatique de produits microbiens comme le
lipopolysaccharide (LPS) (Nichole R. Klatt and Brenchley 2010; Brenchley et al. 2006) dans le

plasma.

- Epuisement progressif des réponses immunitaires
L’infection par le VIH est aussi associée a un épuisement progressif des réponses immunitaires.
Cet épuisement affecte les fractions LT CD4+, cible de I’infection mais aussi les fractions
effectrices telles que les LT CD8+, les LB et les cellules NK. Ces deux dernieres ne seront pas

détaillées dans ce document et nous nous concentrerons principalement sur les LT. En effet, des
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populations de cellules T épuisées avec des propriétés effectrices réduites peuvent émerger, en

particulier lors d'infections chroniques (Klenerman and Hill 2005; Wherry 2011).

L'épuisement progressif quantitatif des LT CD4+ est 1ié a la réduction de la production de ces
cellules et a leur destruction accrue (par infection directe, ou du fait de 1’activation immunitaire
accrue et I’induction de la sénescence (Cooper et al. 2013)). Fonctionnellement, la capacité
proliférative des LT CD4+ en réponse au VIH (Krowka et al. 1989) est perdue dans la phase
chronique de I’infection. Leur capacité de sécrétion est aussi diminuée, avec une
"polyfonctionnalité" réduite, c'est-a-dire la capacité des cellules individuelles a produire des
cytokines multiples, en particulier une capacité réduite a produire de I’IL-2 (Palmer, Boritz, and
Wilson 2004; Iyasere et al. 2003, 2). L’expression de molécules inhibitrices comme PD-1 et
CTLA-4 sur les LT CD4+ spécifiques du VIH contribue également a cet épuisement qualitatif
(D’Souza et al. 2007; Kaufmann et al. 2007).

La population de LT CD8+ est aussi particulierement perturbée pendant l'infection par le VIH
(Cao etal. 2016). Un tel épuisement des LT commence peu apres le pic de viremie et se développe
tout au long de l'infection (Radebe et al. 2015).

Enfin la destruction du réseau cellulaire réticulaire fibroblastique, les dépots de collagene et 1'acces
restreint a 1'IL-7 (qui est un facteur de survie) dans les GL des LT contribuent davantage a

I'appauvrissement quantitatif des LT naifs CD4 et CD8 (Zeng et al. 2012).

La persistance du virus conduit a I'expansion et a l'activation continue des LT CD8+ mémoires,
conduisant a une dysrégulation de leur renouvellement, leur épuisement et leur sénescence. Les
caractéristiques de I'épuisement des LT CD8+ comprennent une réduction de leur potentiel
prolifératif et de leur production de cytokines, la perte du phénotype mémoire centrale et la co-
expression acquise de multiples récepteurs inhibiteurs tels que la protéine de mort cellulaire
programmée-1 (PD-1), la protéine du geéne-3 d'activation des lymphocytes (LAG-3), CD160 et
I’immunoglobuline des cellules T mucine-3 (Tim-3) (Peretz et al. 2012; Desai and Landay 2010).
L'exposition chronique et persistante a 1'antigene viral, le manque d'aide par les LT CD4 et la co-
expression soutenue de multiples récepteurs inhibiteurs caractérisent 1'épuisement des cellules T
CD8+ dans l'infection par le VIH. Bien que les LT CD4+ et CD8+ partagent de nombreuses
caractéristiques d'épuisement, un ensemble distinct de récepteurs inhibiteurs est exprimé par
chaque population avec une expression préférentielle de CD160 et 2B4 ainsi qu’une plus grande

expression de PD-1 sur les LT CD8+ (Youngblood et al. 2013).
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Ces altérations quantitatives et qualitatives qui touchent les cellules immunitaires au cours de
I’infection par le VIH, sont liées principalement a la persistance virale, I’activation immunitaire et
I’inflammation chronique, des phénomeénes qui seront abordés plus spécifiquement en paragraphe

[.2 et 1.3.
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Figure 5. Schéma simplifié de la physiopathologie de I'infection par le VIH (d’aprés Moir et col.).

I. 1. 3. c. Altérations métaboliques au cours de I'infection par le VIH

Les patients infectés par le VIH présentent de multiples complications (apparaissant généralement
plus tot que dans la population générale): ostéoporose, troubles neuro cognitifs, pathologie
cardiovasculaire, hypertension artérielle (HTA), diabete, dyslipidémie, cancers non classant
SIDA. Une proportion non négligeable de ces complications est directement liée aux altérations
métaboliques associées a I’infection. Différentes modifications du profil lipidique, telles que
I'augmentation des triglycérides sériques (TG) et la diminution du taux du cholesterol total (CT)
ont été décrites chez des patients infectés par le VIH et cela avant I’introduction des traitements
antiretroviraux (TARV) (Grunfeld et al. 1991; Shor-Posner et al. 1993). Ces perturbations

métaboliques étaient méme exacerbées apres mise sous TARV (et notamment sous antiprotéases).
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Dyslipidimie au cours de l'infection par le VIH

La dyslipidimie est un trouble du métabolisme des lipoprotéines, avec une surproduction ou une
carence en lipoprotéines. Les dyslipidémies peuvent se manifester par une élévation du CT, du
«mauvais» cholestérol (LDL) et des triglycérides ainsi qu’une diminution des concentrations du
«bon» cholestérol (HDL) dans le sang. Au début de l'infection non traitée du VIH, les taux du
HDL et de LDL diminuent et les taux de TG augmentent. Apres I’initiation du TARV, les taux de
TG et de LDL augmentent (Friis-Mgller et al. 2003) et les taux du HDL restent généralement
faibles.

L'étiologie de ces anomalies semble en partie due a l'infection par le VIH elle-méme, car les
changements dans le profil lipidiques sont observés chez les individus naifs aux TARV,
potentiellement en relation avec des niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires circulantes
en particulierement I’IFN-a (M. K. Hellerstein et al. 1993). En outre, les individus infectés par le
VIH peuvent présenter une consommation augmentée de graisses saturées par rapport aux témoins,
ce qui conduit a une exacerbation des anomalies lipidiques (Joy et al. 2007) .

Les antirétroviraux, en particulier les inhibiteurs de la protéase, contribuent également a une
altération de I’homéostasie des lipides. De nombreux inhibiteurs de la protéase altérent la
différenciation adipocytaire et diminuent I'accumulation des triglycérides dans les adipocytes,
entrainant une augmentation des taux de triglycérides circulants (Kim et al. 2006; S. P. Jones et al.
2008). Chez les sujets sous TARYV, les élévations des taux de TG et de CT sont associées a
l'utilisation des traitements a base d'inhibiteurs de la protéase /et des inhibiteurs non nucléosidique
de la transcriptase (Friis-Mgller et al. 2003).

Ces profils dyslipidémiques (avec diminution du HDL et augmentation des taux de triglycérides
et de LDL-C) sont associés ou non a des anomalies de la distribution corporelle du tissu adipeux
(Hadigan et al. 2001) et/ou a I’induction d’un diabéte. Toutes ces altérations contribuent a
I’augmentation du risque d’atteintes cardio-vasculaires. Janiszewski et col. (Janiszewski et al.
2011) ont reporté que, dans une cohorte de plus de 2000 hommes et femmes infectés par le VIH,
I'hypertriglycéridémie, associée a une augmentation du tour de taille, sont des facteurs de
prédiction du syndrome métabolique, de 1’insulino-résistance et le risque cardiovasculaire. C’est
aussi le cas pour des niveaux anormaux de HDL, de triglycérides et de LDL (Stanley and
Grinspoon 2012).

Lipodystrophies

Apres l'introduction des inhibiteurs de la protéase (IP) en 1996, les patients ont développé un

syndrome de redistribution de la graisse avec perte périphérique et gain central, généralement
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associé a des anomalies métaboliques et a l'insulinorésistance (A. Carr and Cooper 1998). La
prévalence de la lipodystrophie associée au TARV varie de 2% (Reus et al. 2000) a 83% (A. Carr
et al. 1999) chez les patients traités. Cette énorme variation s'explique par le manque de définition
uniformément acceptée de la lipodystrophie et les différentes combinaisons d’ARV utilisées ainsi
que la durée du traitement dans ces différentes études. Les estimations provenant de grandes études
indiquent une prévalence de 50% apres 12 a 18 mois de traitement (Andrew Carr and Cooper 2000;
Schambelan et al. 2002). La plupart de ces données de prévalence proviennent de patients traités
principalement par des anti protéases (Gallant et al. 2004; Podzamczer et al. 2007). Les données
plus récentes suggerent un effet toxique moins marqué des ARV de nouvelles générations, méme
si des atteintes métaboliques restent présentes (Leclercq et al. 2013).

Les effets secondaires marqués de certains TARV ont conduit a étudier I’impact de I’infection
chronique (incluant le virus proprement dit et les TARV) sur les fonctions métaboliques du TA,

sans considérer la composante immunologique de ce tissu.

Insulino résistance et diabete Mellitus

Bien que les individus naifs aux TARV semblent avoir un risque de diabete similaire (Butt et al.
2009; Brar et al. 2007) ou légerement supérieur a la population générale (T. T. Brown et al. 2005),
les personnes sous TARV montrent une augmentation marquée de 1’intolérance au glucose et de
diabéte sucré (T. T. Brown et al. 2005; Hadigan et al. 2001) . Brown et al (T. T. Brown et al. 2005)
ont démontré que les patients infectés et sous TARV avaient une prévalence de diabete de 14%,
contre 5% pour les témoins et avaient un risque environ 4 fois supérieur de développer un diabete
au cours de la période d'observation de 4 ans.

De nombreux facteurs semblent jouer un réle important dans la prévalence €levée de 1’insulino
résistance et du diabete au sein des patients infectés par le VIH et sous TARV. Les forts taux de
CRP, les TNF-Rs 1 et 2 (récepteurs 1 et 2 aux facteurs de nécrose tumorale) sont associés a un
risque accru de développement de diabete au cours de l'infection par le VIH, suggérant un role de
l'inflammation chronique dans I’altération du métabolisme du glucose. Les antirétroviraux
semblent également contribuer a une augmentation du risque du diabete. Dans une étude
prospective multi-cohorte qui met l'accent sur la reconnaissance précoce des événements
indésirables (problemes cardiovasculaires, maladies du foie et rénales) qui pourraient résulter des
TARYV, une augmentation de l'incidence du diabete avec 1'exposition cumulative aux ARV a été
mentionnée (De Wit et al. 2008). De plus, Capeau et al. ont démontré que l'incidence du diabete
peut étre liée plus spécifiquement a 1'utilisation de 1'indinavir, de la stavudine et de la didanosine,

ainsi qu'a une lipoatrophie périphérique (Capeau et al. 2012).
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Stéatose hépatique non alcoolique

Un autre aspect de ces altérations métaboliques est la stéatose hépatique non alcoolique. Sa
prévalence est plus élevée chez les patients infectés par le VIH (30-40%) que dans la population
générale (14-31%). Les TARV pourrait favoriser la stéatose hépatique non alcoolique du fait de
ses effets négatifs sur le contrdle du glucose, le métabolisme lipidique, la redistribution des
graisses corporelles, la résistance a l'insuline et la toxicité mitochondriale (Crum-Cianflone et al.

2009; Guaraldi et al. 2008).

L. 1. 4. Modeéles animaux pour l'étude de l'infection par le VIH
Modeéles de primates non humains

L’utilisation d’un modele animal est une stratégie classique pour mieux comprendre les
mécanismes mis en ceuvre par le virus et I’organisme pour se défendre. C’est particuliérement vrai
dans le contexte de I’infection par le VIH. La complexité du virus, I'évolution lente de I'infection,
le nombre important de dysfonctionnements immunitaires engendrés directement ou indirectement
par la réplication virale, la large distribution tissulaire et 1’existence de réservoirs viraux tissulaires
nécessitent 1’utilisation de modéles animaux. Il n’existe pas de mod¢les murins fiables d’infection
par le VIH. La souris n’est pas infectée par le VIH (ni aucun autre rétrovirus proche) a I’exception
des modeles de souris humanisés disponibles tout récemment (Denton and Garcia 2011). Le
modele de choix est le primate non humain (PNH) avec qui nous partageons pres de 98% de notre
génome. On distingue classiquement les singes d’Afrique et les singes d’Asie. Les premiers sont
des hotes naturels du SIV et ne développent pas de maladie apres leur infection. En revanche,
l'infection des macaques asiatiques (qui ne sont pas des hotes naturels pour les lentivirus de
primates) présente de nombreuses similarités avec I’infection chez I’homme : charge virale élevée,

déplétion progressive des LT CD4+ et infections opportunistes.

I. 1. 4. a. Hotes naturels du SIV / Singes africains

Plus de 40 différentes especes de primates africains sont infectées et porteurs sains de la souche
de SIV propre a leur espece. En raison de milliers d'années de co-évolution virus-hote, ces hotes
naturels du SIV ne développent généralement pas de maladie malgré 1’infection et ne sont donc
pas utiles comme modeles d’infection pathogene. A I’inverse, ils sont utiles pour comprendre les
mécanismes les empéchant de progresser vers la maladie. Les deux modeles les mieux étudiés sont
I’infection par la souche SIVsmm du sooty mangabey (Cercocebus atys) et l'infection par la souche
SIVagm du singe vert africain (AGM) (Chlorocebus aethiops) (Hirsch et al. 1989). Comme pour

les infections lentivirales pathogenes, les infections par SIVsmm et STVagm de leurs hotes naturels
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entrainent des taux élevés de réplication virale, la déplétion sévere des LT CD4+ des muqueuses
pendant l'infection aigué et 'activation de I'immunité innée et adaptative. Cependant, ces virus ne
donnent pas lieu a une activation immunitaire chronique, ni a un épuisement progressif des LT
CD4+ des muqueuses intestinales ou de la périphérie, ou a la destruction de l'architecture des
ganglions lymphatiques chez leurs hotes respectifs. De plus, alors que les infections par VIH-1 et
SIVmac sont associées a une déplétion massive des LT CD4+ mémoires « centrale », le virus du
SIVsmm infecte préférentiellement les LT CD4+ mémoires effectrices tissulaires (Chahroudi et
al. 2012).

Aucune augmentation dans la proportion des monocytes et des macrophages activés n’est observée
chez I’hote naturel du SIV et cela est diie au fait que la translocation microbienne ne se produit
pas chez I’hote naturel et que les monocytes/macrophages ne sont pas exposés au LPS (I. Pandrea
et al. 2008; D. Ma et al. 2013; Wijewardana et al. 2013). Conformément a cela, le marqueur
d'activation de monocytes/macrophages sCD14 n'est pas augmenté dans les AGM sauvages
infectés par SIV, contrairement aux macaques (D. Ma et al. 2013). Dans I'ensemble, cela suggere
que les monocytes/macrophages sont moins activés chez les hdtes naturels que pendant les

infections par le VIH / SIVmac chez les humains et les macaques.

[. 1. 4. b. Hotes non naturels du SIV

Contrairement a l'infection des singes africains, les singes originaires d’Asie sont sensibles au
SIVmac et développent un stade SIDA dont I’évolution dépend des espéces : en moins de six mois
pour les macaques dits «a queue de cochon», entre six mois et un an pour les macaques rhésus et
au-dela d’un an pour les macaques cynomolgus. De nombreux progres dans notre compréhension
de la transmission virale, de la pathogenese et de la latence peuvent €tre attribués a I'utilisation de
modeles de macaques. Les modeles d’infection pathogeéne sont aussi largement utilisés dans les
études visant le développement de vaccins et de microbicides pour la prévention de 1'infection par
le VIH-1.

Bien que la plupart, sinon tous, des macaques puissent étre infectés par le SIV, trois especes sont
systématiquement utilisées comme modeles animaux pour le SIDA: le macaque rhésus (Macaca
mulatta), le macaque nain (Macaca nemestrina) et le macaque cynomolgus (Macaca fascicularis)
(Figure 6).

Le modele d’infection doit donc étre défini par (a) ’espece utilisée : chacune de ces especes a une
histoire évolutive et une structure de population qui peuvent affecter profondément la progression

et la pathologie de l'infection par le SIV mais aussi (b) par la souche virale utilisée : les
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caractéristiques de I’infection étant différentes selon que le virus soit entieérement adapté ou non a

une espece donnée.
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Figure 6. Les espéces de macaque couramment utilisées dans la recherche sur le SIDA et leurs zones

géographiques (d’apres Hatziioannou et Col.).

Macaque Rhésus

Les macaques rhésus d'origine indienne sont de loin le modele PNH le plus caractérisé et le plus
utilisé pour le SIDA. Les deux souches les plus courantes SIVmac251 et SIVmac239 ont été
initialement isolées a partir de macaques rhesus d'origine indienne et sont donc particulierement
bien adaptées a ces animaux, avec des infections entrainant des charges virales élevées avec une
variation minimale d’animal a animal. De fagon analogue a la réplication du VIH-1, la réplication
du SIV entraine un renouvellement et une perte progressive des LT CD4+, en particulier dans le
GALT (Veazey et al. 1998). Cependant, le taux de progression de la maladie chez les animaux
infectés par le SIV est beaucoup plus rapide que chez les humains infectés par le VIH-1. Les

macaques rhésus d'origine indienne progressent généralement vers le SIDA dans les 1 a 2 ans

23


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hatziioannou%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23154262

suivant l'infection par le SIV, contre 8 a 10 ans chez les humains infectés par le VIH-1 ne recevant

pas de traitement antirétroviral.

Macaques cynomolgus

L'infection par le SIV du macaque cynomolgus est un modele supplémentaire d'infection qui
présente quelques avantages : leur séquence génomique est disponible (Higashino et al. 2012), la
possibilité de définir leur haplotype de CMH, une cinétique d’infection plus lente (constituant donc
un bon modele d’étude de I’infection chronique) et leur disponibilité par rapport a d'autres PNH.
Les macaques cynomolgus infectés par le SIV présentent une diminution de la charge virale, une
perte de LT CD4+ et une phase chronique plus lente par rapport aux macaques rhésus (Reimann
et al. 2005). Une population de macaques cynomolgus trouvée sur l'ile de Maurice est
particuliérement utile. Cette population est issue d’une colonie souche constitué d’un petit groupe
de singes et présente donc une faible diversité de MHC: plus de la moitié des animaux présentaient
les alleles MHC 1 Mafa-B * 430101, Mafa-B * 440101 et Mafa-B * 460101 (Krebs et al. 2005).
Cette homogénéité du CMH réduit la variabilité génétique entre les animaux. Etant donné que la
variation est réduite dans le groupe, moins d'animaux sont nécessaires pour obtenir des résultats
statistiquement significatifs. Il faut cependant noter que les macaques cynomolgus d'origine
chinoise ou vietnamienne, contrairement a ceux d'origine mauricienne, ont des alleles hétérogenes
du CMH, de sorte que l'origine des macaques cynomolgus doit étre déterminée lors de la

planification des études sur les vaccins anti-VIH.

[. 2. Persistance du virus et réservoirs viraux

L. 2. 1. Persistance virale

A partir de 1997, les TARV ont permis de réduire la charge virale plasmatique du VIH-1 a des
niveaux en-dessous de la limite de détection des dosages cliniques (400 puis 50 copies d’ARN du
VIH/mL actuellement) (Perelson et al. 1997). Les thérapies antirétrovirales ont diminué de
maniere spectaculaire le taux de déces chez les patients infectés par le VIH-1 (Palella et al. 1998)
et des millions de vies ont été sauvées (Walensky et al. 2006). Malgré ce succes incontestable a
réduire la réplication du VIH et a améliorer la qualité de vie de nombreuses personnes vivant avec
ce virus, les TARV ne parviennent pas a éradiquer complétement le virus du corps humain
(Richman et al. 2009; International AIDS Society Scientific Working Group on HIV Cure et al.
2012). La meilleure preuve clinique de 1'existence d'un réservoir pour le VIH est fournie par le
rebond viral rapide observée dans la grande majorité des personnes qui interrompent le TARV

(Kulpa and Chomont 2015; Davey et al. 1999) (Figure 7). Si le rebond était classiquement observé,
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des travaux plus récents rapportent 1’existence de contrdle « post-arrét » : la prise d'un traitement
lors de la phase précoce de I’infection par le VIH peut étre associé a un contrdle du virus a long
terme apres l'interruption du traitement. Ceci suggere que la limitation de la réplication du virus
dans les premiers moments de l'infection pourrait améliorer la capacité de 1'héte a contrdler

I'infection (Saez-Cirion et al. 2014).

Forte concentration de Réduction de la charge virale Rebond apres
virus a des niveaux indétectables arrétdu
dans le sang circulant traitement
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Figure 7. Définition clinique du réservoir du VIH (d’aprés Kulpa and Chomont 2015).

Trois principales raisons sous-tendent la persistance du VIH au cours des TARV :

- la persistance d'un petit nombre de cellules portant des génomes viraux intégrés mais
silencieux qui peuvent étre réactivés et relancer l'infection.

- une réplication virale résiduelle qui n’est pas entiérement supprimée dans les
compartiments anatomiques inaccessibles aux molécules antirétrovirales ou dans
lesquelles leur biodiffusion est insuffisante ;

- des dysfonctionnements immunitaires persistants qui ne parviennent pas a contrdler la

réplication virale résiduelle ;

La persistance du VIH pendant le TARYV est la raison pour laquelle les traitements actuels ne sont
pas curatifs et a fait 'objet d'intenses recherches au cours de ces 15 dernieres années. L’existence
d’un réservoir latent est maintenant reconnu comme le principal obstacle a I'éradication du VIH-1

(Richman et al. 2009).
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L 2. 2. Réservoirs latents

Les réservoirs viraux peuvent étre définis comme des types de cellules ou sites anatomiques dans
lesquelles une forme virale compétente pour la réplication persiste avec une cinétique de
renouvellement beaucoup plus lente que le pool principal du virus (Blankson, Persaud, and
Siliciano 2002). Une forme latente du VIH-1 a été identifiée in vivo, dans une petite fraction de
LT CD4+ quiescents. Ces cellules, au repos, ne sont pas capables de relarguer le virus infectieux
mais peuvent le faire suite a I'activation cellulaire (Finzi et al. 1999). Ce réservoir latent dans les
LT CD4+ quiescents persiste chez les patients sous TARV avec des charges virales indétectables
(Kulpa and Chomont 2015; Finzi et al. 1999). L'analyse longitudinale a démontré que, le temps de
I'éradication de la population de cellules infectées de facon latente serait de plus de 60 ans chez
les patients sous TARV en raison de la longue demi-vie de ce réservoir (44 mois) (Finzi et al.

1999).

L'identification des mécanismes par lesquels le VIH persiste est une condition préalable a la
conception de stratégies thérapeutiques visant a éradiquer le VIH. Deux questions principales sont
posées : est-il possible d’empécher la constitution du réservoir ? Est-il possible de mobiliser les
réservoirs et ¢liminer le virus dans les phases chroniques de 1’infection ? Deux modeles ont été
proposés pour expliquer l'infection latente du VIH dans les LT CD4+ mémoires en repos. Le
modele de latence « avant activation » propose que les LT CD4+ au repos puissent étre directement
infectés par le VIH (Swiggard et al. 2005; Cameron et al. 2010). Le modele de latence « post-
activation » suggere que les LT CD4+ « mémoire » activés sont infectés lors de 1’activation,
échappent a la mort cellulaire et reviennent a 1'état de repos (Bosque and Planelles 2009). Apres
l'infection, les mécanismes qui entrainent la latence du VIH comprennent I'hyperméthylation de
I'ADN et la modification des histones et de ' ADN dans les séquences long terminal repeat du VIH
qui arrétent la transcription du VIH (Kauder et al. 2009). D'autres mécanismes comprennent la
suppression des facteurs de transcription dans les LT CD4+ au repos et les faibles taux de
transactivateur de la protéine d'expression génique du VIH dans ces cellules (Pan et al. 2013). Le
role joué par le site de l'intégration du VIH dans I'ADN génomique de 1'hote en affectant les taux

de transcription peut également étre important (Brady et al. 2009).

L’identification des réservoirs reste une problématique centrale dans le domaine de I’infection par
le VIH. Benkirane et ses collegues ont développé un systeme in vitro élégant pour étudier les LT
CD4 + infectés de maniere latente. Ils ont identifié un ensemble d'environ 100 geénes up-régulés

dans les cellules infectées par du VIH-1 latent, dont 16 codant pour des protéines
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transmembranaires (Descours et al. 2017). Parmi eux, le CD32a, un récepteur a faible affinité pour
le fragment Fc des IgG (également appelé FcyRIIa), a montré une expression spécifique sur les LT
CD4+ quiescents infectés in vitro. Chez les patients traités par ART, en moyenne, la moitié des
LT CD4+ du réservoir expriment CD32a, ces cellules contiennent du provirus compétent pour la

réplication (Descours et al. 2017).

I. 2. 2. a. Distinguer infection abortive et active

Différentes formes d'ADN du VIH ont été trouvées dans les sous populations des LT CD4+. Elles
incluent des formes intégrées de ’ADN du VIH et non intégrées telles que le complexe de
préintégration linéaire et les cycles de répétition terminale 1 (LTR) et 2-LTR. Le virus est intégré
a différents sites et la plupart des cellules CD4 + infectées contiennent une molécule d'ADN-VIH
(Josefsson et al. 2011). Mais tous les ADN-VIH intégrés ne constituent pas une source de virus
capable de se répliquer apres réactivation cellulaire (Rouzioux and Richman 2013). Une étude
récente a suggéré que le nombre de cellules T CD4+ quiescentes, qui contiennent de I’ADN viral
défectueux peut étre, en moyenne, 300 fois plus élevé que le nombre de cellules infectées capables
de produire un virus compétent pour la réplication aprés I’activation cellulaire (Eriksson et al.
2013).

L'expression de I'ARN intracellulaire du VIH est un marqueur qui a été€ utilisé pour démontrer que
les médicaments, tels que les inhibiteurs des histones désacétylases, peuvent induire la production
de transcrits d’ARN du VIH par des cellules infectées de manicre latente chez des patients sous
TARV efficace (N. M. Archin et al. 2012). La quantification des ARN du VIH épissés et non
épissés est ainsi proposée comme marqueur des cellules productives (Schmid et al. 2010; Lewin
et al. 2008). Cependant, il reste a déterminer si cette transcription se traduit par la production de
virions. Pour démontrer formellement la capacité de cellules infectées a produire un virus actif,
assurant la propagation de I’infection, les expériences de réactivation virale restent la technique de
référence avec la détection de la production de p24 ou d’ARN viral dans les surnageants.
L’utilisation de dilutions limites des cellules d’intérét (LT CD4+ ou macrophage) permet d’avoir

une approche quantitative.

I. 2. 2. b. Quand est-ce que le réservoir est établi ?

L’hypothese que I’initiation rapide des TARV apres I’infection pourrait empécher la mise en place
du réservoir du VIH et permettre 1’éradication du virus a conduit a évaluer la cinétique
d’¢établissement des réservoirs (Chun et al. 1998). En 1998, Chun et al. ont démontré que

l'initiation du TARYV seulement 10 jours apres I'apparition des symptdmes de la primo-infection
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n'empéche pas la génération de LT CD4+ infectés de maniere latente (Chun et al. 1998). Ceci est
en lien avec les données récentes générées dans le modele PNH d'infection par le SIV, dans lequel
le TARV a été initié des le troisieme jour post-infection. Le traitement précoce ne pouvait pas
empécher la mise en place d'un réservoir viral, comme en témoigne le rebond viral apres
I’interruption du traitement (Whitney et al. 2014).

Méme si I’établissement du réservoir ne peut étre empéché, la capacité de réduire la taille du
réservoir en initiant le TARV rapidement apres 1’infection a ét¢ démontrée dans plusieurs études
indépendantes (Ananworanich et al. 2012; Ananworanich, Dubé, and Chomont 2015; Buzon,
Martin-Gayo, et al. 2014; Nancie M. Archin et al. 2012; Strain et al. 2005). Le temps de
déclenchement du rebond viral aprés I’interruption du traitement est en corrélation avec la virémie
totale au cours de l'infection aigué et avec I'ADN proviral au moment de I’arrét du traitement (J.
P. Williams et al. 2014). La mise sous TARV précoce semble donc une stratégie thérapeutique

favorable, méme si la nature des réservoirs préservés reste a mieux définir.

I. 2. 2. c. Les réservoirs cellulaires

[.2.4.a. Les lymphocytes T CD4+
Les LTCD4+ ont été décrits comme le principal réservoir cellulaire Il existe cependant des
différences notables selon les sous-populations de LT CD4+ en termes de susceptibilité a

I’infection et potentiel « réservoir ». Il existe différentes stratégies de caractérisation des LT CD4+.

- Différenciation naive/effecteur/mémoire

Une stratégie d’analyse des LT CD4+ est basée sur la distinction de stades de différenciation liés
au contact antigénique qui distingue les cellules naives (n’ayant pas rencontré 1’antigene
spécifique) (Wightman et al. 2010), effectrices (induite suite au contact avec 1’antigéne spécifique
et de courte durée de vie) et les cellules « mémoires » (une petite fraction de cellules effectrices
se différencie en cellules T mémoire de longue durée de vie). Il existe un degré supplémentaire
d’hétérogénéité au sein des cellules mémoires. On distingue les cellules mémoires qui peuvent
étre : souche (TSCM), centrale (TCM), transitionnelle (TTM), effectrice (TEM), résidente du tissu
(TRM) et terminale différenciée (TTD) (Restifo and Gattinoni 2013) en fonction de leur propriétés
fonctionnelles et de leur localisation.

La susceptibilité a I’infection et le potentiel de latence ont été étudiés pour chacune de ces sous-
populations, avec un intérét majeur pour les fractions mémoires que 1'on croit étre les principales

cellules qui hébergent et contiennent la forme latente du VIH-1.
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- Les LT CD4+ « naifs » (LTN). Ces cellules sont permissives a l'infection par le VIH-1, mais a
de tres basse fréquence (Fabre-Mersseman et al. 2011; Baldanti et al. 2001). L'infection des LT
naifs in vitro avec des virus utilisant CXCR4 (X4) et CCRS5 (R5) peut conduire a une intégration
du virus, mais 1'efficacité de l'infection des LT CD4+ naifs était significativement plus faible que
dans les LT CD4+ « mémoire » quiescents (Dai et al. 2009). Fait intéressant, tres peu de séquences
du VIH-1 ont été détectées lors de I’expansion clonale des cellules naives, ce qui indique que la
prolifération de ces cellules ne contribue que trés peu a I’augmentation du pool de cellules infectées
de maniere latente par le VIH (Wightman et al. 2010; von Stockenstrom et al. 2015).

- Les LT CD4+ « mémoire souche » (TSCM). Les TSCM ont été récemment identifiés et sont
considérés comme le stade le moins différencié d'un LT mémoire, préservant notamment une forte
capacité¢ d’auto-renouvellement (Gattinoni et al. 2011; Cieri et al. 2013). Cette sous-population
représente 2 a 4% des LT circulants. Elles sont caractérisées par leur longue durée de vie et la
capacité de se différencier en cellules TCM et TEM (Cieri et al. 2013): elles représentent donc la
population progénitrice des deux populations mémoires classiquement décrites. Deux groupes ont
montré que les TSCM sont permissives a l'infection par le VIH-1. La quantité d'ADN proviral du
VIH contenue dans ces cellules est supérieure a celle mesurée dans les LTN, TCM, TEM et TTD
(Buzon, Sun, et al. 2014). Les TSCM sont extrémement stables dans le temps et sont maintenus
par l'auto-renouvellement homéostatique, ce qui rend ces cellules un réservoir durable du VIH-1
malgré la taille relativement petite de cette population (Jaafoura et al. 2014).

- Les LT CD4+ « mémoire centrale » (TCM). Ces cellules ont une longue durée de survie et
présentent une capacité de migration préférentielle dans les organes lymphoides (Chomont, El-
Far, et al. 2009). Les TCM sont fortement représentés dans le sang circulant et sont considérés
comme le principal réservoir du virus dans le sang en raison de leur capacité proliférative, de leur
longue durée de vie et de leur capacité a produire du virus apres réactivation.

- Les LT CD4+ « mémoire transitionnelle » (TTM). Les TTM sont un stade intermédiaire entre
les TCM et TEM, caractérisés par I’expression de la molécule CCRS. Si la distinction entre TCM,
TTM et TEM reste peu claire fonctionnellement, cette stratégie a permis d’identifier un important
réservoir contenant I’ADN du VIH-1. Il a été récemment montré que I'ADN du VIH-1 dans la
TTM est moins fréquemment capable de se répliquer que dans les TCM, ce qui suggere un exces
de virus défectueux dans cette fraction (Soriano-Sarabia et al. 2014).

- Les LT CD4+ « effecteur mémoire » (TEM) sont caractérisés par leur capacité a migrer vers les
tissus non lymphoides. Ils sont plus rapidement capables d’initier une réponse effectrice, avec un
potentiel de prolifération plus marqué mais ont une durée de vie plus courte que les autres fractions

mémoires.
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Apres avoir identifié les fractions de LT CD4+ infectés, la contribution relative de chaque sous
population de LT CD4+ mémoire a fait 'objet de plusieurs études. Trois études ont mesuré le taux
d’ADN VIH-1 dans les différentes sous populations de LT CD4+ triées a partir du sang
périphérique. Parmi elles, deux études ont montré que les plus hauts niveaux d’ADN VIH-1
étaitent retrouvé au sein des LT TEM et TTM, a des niveaux similaires (von Stockenstrom et al.
2015; Yukl et al. 2013). La troisieme étude a révélé que le plus haut niveau d’ADN VIH-1 était
retrouvé dans les LT TCM, puis a plus faible niveau dans les TTM et TEM (Chomont, El-Far, et
al. 2009). Ces différences entre ces études peuvent étre expliquées par les niveaux de variabilités
élevés entre les patients dans chaque étude. Dans l'ensemble, les LT TEM, TCM et TTM
contiennent toujours des niveaux plus €élevés de VIH-1 que les TN. La contribution relative de
chaque sous populations mémoire semble varier également selon le moment ou les participants
ont commencé le TARYV et la localisation lorsque les sous-populations sont triées de tissus (von
Stockenstrom et al. 2015; Yukl et al. 2013). Lorsque I’ADN proviral du VIH-1 est séquencé a
partir de ces différentes sous-populations, I’expansion de séquences provirales identiques a celles
retrouvées dans les LT CD4+ TEM est montré, ce qui indique que la prolifération cellulaire des
cellules infectées est un mécanisme par lequel le réservoir est maintenu dans les LT CD4+ TEM
(Chomont, El-Far, et al. 2009).

Détecter I’ADN VIH-1 dans ces fractions indique que ces cellules sont infectées mais le potentiel
réplicatif de ces formes virales reste a définir pour caractériser le potentiel réservoir. Une étude
plus récente a révélé que les LT CD4+ TCM contenait le plus haut niveau de virus inductible

capable de se répliquer, suivis par les LT CD4+ TTM et TN (Soriano-Sarabia et al. 2014).

- Différenciation fonctionnelle des LT CD4+

Comme alternative a la classification en fractions naive/effecteur/mémoire, le compartiment LT
CD4+ peut étre divisé en différentes sous populations selon leurs caractéristiques fonctionnelles :
capacité de sécrétion de cytokines et/ou capacités de migration. On distingue les LT CD4+ Thl,
Th2, Th17, T régulatrices (Treg) et les T auxiliaires folliculaires (Tth). Ces sous populations
peuvent étre identifiées par I'expression de leurs facteurs de transcription respectifs (T-bet, GATA-
3, ROR-y, Foxp3, Bcl-6), de récepteurs de chimiokines (CXCR3 et CXCR6 pour les Th1, CCR4
et CCR8 pour les Th2, CCR6, CCR4-5-7 pour les Th17) ou par la sécrétion de leurs cytokines
spécifiques lors d'une stimulation. Les LT CD4+ Tregs et les cellules Tth ont été identifiés comme
des réservoirs cellulaires préférentiels pour le VIH chez les individus avec une charge virale

indétectable (Lindqvist et al. 2012; Perreau et al. 2013; T.-A. Tran et al. 2008).

- Les LT CD4 « régulateurs »
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Les LT CD4 Treg sont impliqués dans la suppression de 1’activation cellulaire, de la prolifération
et de la production de cytokines des LT effecteurs. Ils sont importants dans le maintien de la
tolérance immunitaire et le contréle de l'activation immunitaire. Leur différenciation est régulée
par le facteur de transcription Foxp3. Les LT CD4+ Treg se caractérisent par 1’expression du
facteur de transcription Foxp3 et par 1'expression de la chaine a du récepteur de I’IL-2 (CD25).
Les Tregs sont sensibles a l'infection par le VIH in vitro et sont déplétés dans l'intestin lors de la
phase d’infection aigué entrainant une réduction de l'activité suppressive des Treg (Chase et al.
2007). Dans l'infection chronique par le SIV, il y a un déclin progressif du nombre absolu des Treg
dans le sang. Les animaux a forte charge virale plasmatique présentent un faible nombre de Tregs
circulant. Cette diminution n'est pas spécifique mais reflete la perte générale de LT CD4+
mémoires (Pereira et al. 2007). Enfin il a été aussi montré que les Treg sont infectés par le VIH
et contribuent au reservoir viral chez des patients infectés par le VIH et sous TARYV efficace (T.-

A. Tran et al. 2008).

- les LT CD4 « folliculaires helper »

Les LTth interagissent avec des cellules B spécifiques de 1'antigene dans des structures spécialisées
connues sous le nom de centres germinatifs (CG) de tissus lymphoides secondaires. Cette
interaction est cruciale a la maturation d'affinité des anticorps et a la différenciation des cellules B
folliculaires en cellules B mémoires a longue durée de vie et/ou cellules plasmatiques. Un élément
crucial dans le développement des LT CD4+ Tth est 1'expression du facteur de transcription Bcl-
6. Ils sont en outre caractérisé€s par l'expression du récepteur de chimiokine CXCRS, PD-1, ICOS
et la sécrétion d'IL-21. Les cellules Tth sont principalement situées dans les tissus lymphoides
secondaires (ganglions lymphatiques, rate, amygdales, plaques de Peyer) (C. S. Ma et al. 2012;
Nutt and Tarlinton 2011). Un certain nombre de groupes ont montré des altérations importantes
de la dynamique des LT CD4+ Tth dans l'infection a VIH et SIV. Comme les LT CD4+ Th17, les
LT CD4+ Tth sont sensibles a l'infection in vivo et peuvent soutenir la réplication et la production
virale in vitro (Lindqvist et al. 2012; Perreau et al. 2013). Leur localisation dans les tissus
lymphoides secondaires les expose a des concentrations élevées de particules de VIH qui sont
piégées sur les cellules dendritiques folliculaires résidentes (FDC) sous forme de complexes
immuns (avec anticorps et/ou complément) (Smith-Franklin et al. 2002). Les FDC jouent
également un rdle dans le recrutement et le maintien de cellules Tth spécifiques de I'antigene dans
le GC (Estes et al. 2004). A l'autopsie, les tissus lymphoides secondaires contiennent des niveaux
significativement plus élevés d'ARN et d'ADN viral associés aux cellules que la moelle osseuse

ou les tissus provenant de sites effecteurs extra-lymphoides (jéjunum, foie et poumons), ce qui
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suggere que les LT Tth résidants dans les ganglions lymphatiques servent de sanctuaire pour la

persistance du SIV (Fukazawa et al. 2012).

De multiples facteurs contribuent probablement a la concentration de la réplication du virus dans
les LT CD4+ Tfh, y compris la permissivité accrue de ces cellules, la présence de virions
hautement infectieux sur les cellules dendritiques folliculaire (FDCs), les fréquences tres basses
de LT cytotoxiques spécifiques du virus dans les follicules de cellules B, et la prolifération.
Récemment, une proportion substantielle des cellules TCM fonctionnellement similaire aux LTth
a été identifiée dans le sang circulant. Cette sous population, appelée T helper folliculaire
périphérique (pTth) exprime le récepteur aux chimiokines CXCRS comme les LT Tfh, et sont
permissive a l'infection par le VIH. Chez les patients infectés par le VIH-1 et sous TARYV efficace,

on a pu démontrer que ces cellules peuvent produire du virus apres réactivation (Pallikkuth et al.

2015).

I. 2. 4. b. Les macrophages
Les monocytes circulent dans le sang puis migrent vers divers tissus ou ils se différencient en
macrophages. En fonction du tissu, la durée de vie de ces cellules peut aller de quelques jours a
plusieurs mois. Contrairement a ce qui se passe dans les LT CD4+ activés, I’infection par le VIH-
I n'a qu’un effet limité sur la viabilité des monocytes et macrophages (Ho, Rota, and Hirsch 1986;
Nicholson et al. 1986; Swingler et al. 2007). Ces cellules peuvent transférer efficacement le virus
aux LT CD4+, ce qui contribue a leur déplétion a travers les différents sites anatomiques (Duncan,
Russell, and Sattentau 2013). Le rdle « réservoir » des macrophages a été mis en évidence par
plusieurs études. Chun et col. ont montré que I’ADN proviral latent du VIH-1 dans le
compartiment des LT CD4+ quiescents n’est pas le seul et potentiellement pas la principale source
de rebond du virus apres 'arrét du traitement ART. Cela a été révélé en comparant la séquence du
virus VIH-1 issue des LT CD4+ réservoirs pré-existants et celle du virus qui émergeait
immédiatement apres 1'arrét du traitement. La différence de séquences indiquait la présence de
réservoirs viraux dans d’autres cellules que les LT CD4+ quiescents (Chun et al. 2000). L’initiation
du TARYV chez les patients infectés est accompagnée d'une diminution de 99% de la charge virale
plasmatique dans les deux semaines, attribuée a 1'élimination rapide des LT CD4+ infectées de
facon productive. Une deuxieme phase de décroissance suit et a été attribuée a des cellules de plus
longue durée, probablement des cellules de la lignée mono-macrophagique, avec une demi-vie de
1 a 4 semaines (Perelson et al. 1997). La taille du pool mono-macrophagique infecté est estimée

plus petite que celle des LT CD4+ infectés. On estime que I’ADN proviral du VIH-1 est présent
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dans moins de 1% des monocytes (McElrath, Steinman, and Cohn 1991), tandis que dans une
étude ultérieure, on a montré que seulement ~50 cellules par million de macrophages de ganglions
lymphatiques sont infectés (Chun et al. 1997). Ce faible taux d’infectiosité est attribué¢ a
l'expression faible du CD4 a la surface des macrophages (ce qui conduit a une réduction de la
liaison virale (Nicholson et al. 1986)) mais aussi a des obstacles lors de la rétro-transcription
(O’Brien 1994) et 1'importation nucléaire, conduisant a une infection abortive des macrophages
(Diamond et al. 2004).

Les cellules de la lignée mono-macrophagique peuvent héberger un grand nombre de souches du
VIH-1 (Xu et al. 2008), constituent jusqu'a 10% de toutes les cellules productivement infectées
dans les premiers stades de la maladie et peuvent augmenter de maniere significative lorsque les

LT CD4 + sont déplétés (Smith et al. 2003).

I. 2. 4. c. Conclusion de la partie des réservoirs cellulaires

Un point critique majeur qui n’est pas pris en considération dans ces différentes études est le fait
que les lymphocytes du sang périphérique représentent moins de 2% du nombre total de
lymphocytes du corps. La méme observation peut €tre faite pour la lignée mono-macrophagique
bien que plus difficilement quantifiable. Le poids relatifs des réservoirs cellulaires dans le sang

circulant ou les tissus restent a mieux définir.

[. 2. 2. d. Les réservoirs tissulaires

Dans les tissus, les mécanismes d’infection et d’établissement des réservoirs pourraient étre
différents. La réplication du VIH-1 peut étre favorisée par des mécanismes tels que la transmission
de cellule a cellule (Duncan, Russell, and Sattentau 2013; Zhong et al. 2013; Sigal et al. 2011).
Une étude récente montre que la transmission du VIH-1 du macrophage au LT CD4+ n’est pas
affectée par les TARV contrairement a I’infection directe des LT CD4+ par le VIH (Duncan,
Russell, and Sattentau 2013). Ceci peut €tre expliqué par la forte charge virale présente au niveau
des synapses virologiques, mettant ainsi en évidence la nécessité d'atteindre les concentrations
optimales des médicaments a tous les sites de réplication (Cohen 2011). Dans les tissus, les LT
CD4+ sont principalement des LT CD4+ mémoires résidents (TRM) qui restent séquestrés dans
une région tissulaire locale limitée (Carbone 2015). Ces cellules participent a la surveillance
périphérique et a la protection des tissus contre l'infection locale (Carbone 2015). Cependant, la

fonction de ces cellules résidentes des tissus, leur prolifération et leur contribution a la persistance
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du VIH-1 réservoir restent a élucider. Indépendamment de cette approche cellulaire, différents

tissus constituent des réservoirs majeurs de 1’infection.

Le Tractus gastro-intestinal (le Gut)

Du fait de I’accumulation physiologique de LT CD4+ dans I’intestin, celui-ci est une cible évidente
de I’infection. L’infection de la muqueuse intestinale est une étape précoce et cruciale dans la
pathogenese de l'infection a VIH (Mehandru et al. 2004; Veazey et al. 1998). Les LT CD4+
CCR5+ du tractus gastro-intestinal sont infectés de maniere sélective et subissent une forte
déplétion (jusqu'a 60%) des les premicres semaines de l'infection (Brenchley et al. 2004;
Mehandru et al. 2004). Les LT CD4+ infectés qui échappent a cette déplétion persistent sous forme
quiescente et integrent une forme latente du VIH-1 malgré le TARV (Finzi et al. 1999; Chun et al.
1998; Joos et al. 2008; Swanstrom and Coffin 2012). En outre, les souches du VIH-1 résidant dans
les cellules infectées de l'intestin peuvent étre différentes de celles des cellules qui circulent dans
le sang périphérique. Récemment, Yukl et ses collegues ont montré que I’ADN et ’ARN du VIH
sont retrouvés principalement dans les LT CD4+ TCM et TN dans le sang et principalement dans
les TEM dans l'intestin (en particulier dans 1'iléon et le rectum) (Yukl et al. 2013). Ces résultats
confirment 1’existence de réservoirs viraux de nature différente selon les tissus considérés. Ils
suggerent aussi que les connaissances fournies par les études du sang périphérique peuvent ne pas
étre représentatives de ce qui se passe dans les tissus (Yukl et al. 2013). Un autre résultat
intéressant de cette étude est la détection dans l'intestin de I’ADN et de I’ARN du VIH dans les
cellules non-CD4+ (Yukl et al. 2013).

Les macrophages sont des cellules qui permettent aussi la persistante du réservoir du VIH-1 dans
l'intestin. En particulier, McElrath et ses collaborateurs ont montré qu’il existe trois fois plus de
macrophages qui expriment CCRS dans le rectum que dans le colon. Cette plus grande expression
de CCRS sur les macrophages rectaux suggere que les sections les plus distales de l'intestin
peuvent étre particulierement vulnérables a I'infection par le VIH (McElrath et al. 2013) et que le

cOlon et le rectum peuvent étre des compartiments anatomiques immunologiquement distincts.

Les ganglions lymphatiques

Dans les ganglions lymphatiques, la réplication du VIH-1 a lieu dans de nombreux foyers
indépendants, chacun conduisant a la propagation locale de séquences génétiques quasi-espece
virale. Dans cette optique, I'hypothese qui a été émise est que les souches virales circulant dans le
sang périphérique sont la somme de toutes les souches virales qui se répliquent dans les ganglions

lymphoides (Spiegel et al. 1992; Horiike et al. 2012; Burton et al. 2002). Dans les ganglions
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lymphatiques, les cellules dendritiques peuvent agir en tant que réservoir cellulaire pour le VIH-1
par leur capacité a retenir les particules infectieuses a leur surface et a les transférer vers les LT
CD4+ (Burton et al. 2002; Spiegel et al. 1992). L’¢étude du réservoir ganglionnaire a conduit a se
focaliser sur les LT CD4+ folliculaires helper (Tth) des centres germinatifs dans les ganglions
lymphatiques. Les LT CD4+ Tfh se multiplient dans le GL pendant la phase chronique de
I’infection par le VIH et le SIV (Perreau et al. 2013; Lindqvist et al. 2012) et sont hautement
permissifs a I’infection (Petrovas et al. 2012; Fukazawa et al. 2015). Une étude récente a montré
dans un modele macaques rhésus (élites controleurs) infectés par le SIV que les LT CD4+ Tth
dans les zones B folliculaires sont infectés par le SIV et peuvent produire le virus (Fukazawa et al.
2015). Cette persistante virale dans cette population Tth a été expliquée par le fait que cette
derniere est éloignée et protégée des LT CD8+ cytotoxiques.

De méme dans les ganglions lymphatiques, les concentrations des médicaments couramment
utilisés (tels que le ténofovir, I’emtricitabine et I’atazanavir) peuvent étre suboptimales conduisant
ainsi a une réplication continue du virus dans les ganglions lymphatiques, malgré la charge virale
indétectable dans le sang de ses patients. Les résultats de Fletcher et col. chez les patients infectés
traités (Fletcher et al. 2014) sont en accord avec une étude réalisée chez les animaux infectés par
le SIV, montrant que les ganglions lymphatiques et les autres tissus lymphatiques contiennent les
principaux réservoirs cellulaire du VIH-1 et sont principalement responsables du rebond

virologique apres interruption du traitement (Horiike et al. 2012).

Autres sites réservoirs

- Le tractus génital

Les souches virales retrouvées au niveau du tractus génital masculin et féminin démontrent qu’il
existe une compartimentalisation du virus au niveau des tractus génitaux (Pillai et al. 2005; Bull
et al. 2009). Chez la majorité des hommes infectés, les TARV actuels réduisent les quantités
d’ARN VIH-1 dans le sang et le sperme au-dessous de la limite de détection (ce qui diminue
considérablement le risque de transmission sexuelle du VIH) (Shehu-Xhilaga et al. 2009; Politch
et al. 2012). L’effet préventif sur la transmission apportée par le TARV est maintenant solidement
établi, néanmoins, une excrétion virale intermittente du VIH a partir de sécrétion peut se produire
malgré le traitement. Cela peut étre dii a la présence du virus et des LT CD4+ infectés dans le
sperme (R. Kaul et al. 2008) combinée a la mauvaise pénétration du médicament dans le tractus
génital (Else et al. 2011).

Chez les femmes, le VIH est également présent dans 1'appareil génital au début de 1'infection et a

été détecté chez certaines femmes qui avaient des charge virale indétectable dans le sang (Chomont
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et al. 2007, 1; A. Kovacs et al. 2001). Les mutations retrouvées dans les spécimens d’organes
génitaux étaient différentes de celles du sang circulant (De Pasquale et al. 2003). Méme dans le
tractus génital, les séquences virales du lavage cervicovaginal présentaient des caractéristiques
génétiquement distinctes par rapport aux virus présent dans les sécrétions endocervicales (De
Pasquale et al. 2003). La réplication du VIH a bas bruit dans les voies génitales masculines et
féminines reste une explication possible de la viremie persistante pendant le traitement
antirétroviral éventuellement en raison de la mauvaise pénétration du médicament et de la présence

de cellules infectées a longue durée de vie dans ces compartiments.

- Le systeme nerveux central

L’invasion du VIH dans le systétme nerveux central (SNC) est un événement précoce apres
l'infection périphérique pouvant entrainer un dysfonctionnement neurologique. Les 1€sions
neuronales sont liées a une interaction complexe entre le virus et différents types de cellules,
principalement les macrophages (M. Kaul, Garden, and Lipton 2001). Dans le SNC, quatre grands
types de macrophages ont été identifiés: les macrophages méningés, les macrophages du plexus
choroide, les macrophages périvasculaires et les macrophages de la microglie (K. C. Williams and
Hickey 2002; Le Douce et al. 2010). Parmi ceux-ci, les macrophages périvasculaires et les
macrophages de la microglie semblent principalement contribuer aux lésions neurologiques (Le
Douce et al. 2010). Au-dela des macrophages, une autre cible du VIH-1 dans le SNC est
représentée par les astrocytes, cellules importantes au niveau de la barriere hémato-encéphalique,
qui soutiennent la fonction et le métabolisme des neurones. Les astrocytes controlent 1'état des
synapses neuronales par I’up-take des neurotransmetteurs, I'homéostasie ionique dans le systeéme
nerveux central, la réparation des tissus et sont aussi des régulateurs importants de la réponse
immunitaire dans le cerveau. Malgré I'absence d’expression détectable du récepteur CD4 sur leur
membrane, les astrocytes peuvent soutenir la réplication du VIH a faible niveau, devenant ainsi un
acteur principal de la virémie résiduelle dans le SNC (Narasipura et al. 2012). Eugenin et col. ont
montré que l'infection par le VIH dans les astrocytes peut conduire a la génération d’un réservoir
et a l'apoptose des astrocytes non infectés environnants par la transmission de signaux
intracellulaires toxiques a travers les jonctions gap (Eugenin and Berman 2013).

- La muqueuse gastrique

Une étude récente démontre la capacité du virus a infecter des cellules épithéliales gastriques par
l'intermédiaire d'un mécanisme dépendant des LT CD4+ et a induire une inflammation sévere dans
le tissu gastrique (R. Liu et al. 2013). En particulier, Liu et col. ont détecté des protéines du VIH

et des acides nucléiques dans les cellules épithéliales gastriques dans des biopsies et autopsies de

36



patients infectés par le VIH. Ils ont mis en évidence par microscopie €lectronique a transmission
la présence de particules virales du VIH dans le cytoplasme des cellules épithéliales gastriques,

proposant ainsi ces cellules comme des cibles naturelles de l'infection par le VIH.

- Le foie

Des résultats récents ont mis en évidence un potentiel role réservoir du foie au cours de l'infection
par le VIH (Blackard et al. 2011; Penton and Blackard 2014). Dans cette étude, les auteurs ont
identifié plusieurs mutations d’acides aminés qui peuvent distinguer les variants du VIH retrouvés
dans le foie, suggérant ainsi la réplication autonome du VIH dans cet organe (Blackard et al. 2011).
Ceci est particulierement pertinent a la lumiere des études récentes soutenant une contribution
directe du VIH aux altérations qui touchent le foie. En particulier, Bruno et col ont démontr¢ 1’effet
de la protéine gpl20 du VIH-1 sur les cellules stellaires hépatiques modulant leur profil
profibrogénique et accélérant ainsi le début du processus fibrotique. Cela pourrait favoriser la
progression vers la cirrhose dans le contexte des co-infection du VIH-1 avec les virus de I'hépatite

(Bruno et al. 2010).

I. 3. Activation immunitaire chronique au cours de l'infection par le VIH

L. 3. 1. Activation immunitaire et inflammation
L'activation immunitaire au cours de l'infection par le VIH est une notion qui couvre un large

éventail d'événements moléculaires et cellulaires actifs (liés a l'activation, la prolifération, la mort
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cellulaire et la sécrétion de molécules solubles) et leurs conséquences (Appay and Sauce 2008).

On distingue schématiquement I’activation immunitaire et 1’inflammation.

I. 3. 1. a. Activation immunitaire

Au cours d'une réponse immunitaire adaptative, les cellules T naives humaines sont activées par
des cellules présentatrices d'antigene, telles que des cellules dendritiques, a travers les interactions
MHC-peptide et des molécules costimulatrices. Cette activation entraine une prolifération et une
acquisition des fonctions effectrices, accompagnées de changements de phénotype qui refletent a
la fois 'activation et 1'état de différenciation des cellules T. A plus long terme, un phénomene
d’«épuisement immunitaire» défini par la perte de fonctions effectrices et proliférative des les LT

mémoires peut se développer.

- Activation immunitaire

Les patients infectés par le VIH présentent une augmentation des marqueurs d'activation et/ou
d'apoptose notamment sur les LT CD4+ et les LT CD8+ (Finkel et al. 1995; Groux et al. 1992),
ainsi que sur les LB, les cellules NK et les monocytes (Hasegawa et al. 2009; Burdo et al. 2011;
K. N. Brown, Trichel, and Barratt-Boyes 2007).

Les premieres descriptions de l'activation immunitaire associée au VIH étaient basées sur des
observations cliniques (lymphadénopathie) et des analyses d'échantillons de sang recueillis aupres
d'individus chroniquement infectés par le VIH. Ces analyses ont révélé 1’expression accrue des
marqueurs d'activation (HLA-DR, CD38) et de prolifération (Ki-67) sur les LT CD4+ et CD8+.
La proportion augmentée de LT CD8+ activés HLA-DR+, CD38+ a été associée a une baisse du
nombre de LT CD4+ et au développement du SIDA (J. V. Giorgi and Detels 1989). Chez les HIV
« contrOleurs », une plus forte activation des LT CD4+ et CD8+ était associée a des taux de LT
CD4+ plus bas (Hunt et al. 2008). Fait intéressant, le niveau d'activation des LT au temps précoce
ou au set point prédit la vitesse a laquelle les LT CD4+ seront déplétés dans le temps (S. G. Deeks
et al. 2004; van Asten et al. 2004).

L’expression des marqueurs d'activation CD38 et HLA-DR est également augmentée sur les LT
CD8+ spécifiques du VIH et, a un niveau moindre, sur les LT CD8+ non spécifiques du VIH
(Doisne et al. 2004). L'expression de CD38 sur les LT CD8+ spécifiques du VIH ainsi que les LT
CD8+ spécifiques de I'EBV, du CMV et d’influenza est en corrélation avec la charge virale du

VIH (Doisne et al. 2004).
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L'épuisement immunitaire dans le contexte d'infections virales persistantes a d'abord été décrit
dans le modele de souris de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV). Dans une étude
historique, Zajac et col. ont démontré que les LT CD8+ spécifiques de LCMV persistaient pendant
une infection chronique mais n'avaient pas de potentiel cytotoxique. Ces LT cytotoxiques
dysfonctionnels ont été appelés "épuisés” ou exhaustés (Zajac et al. 1998).

Les équipes de Day et Trautmann ont signalé, presque simultanément, une augmentation de
I'expression de PD-1 sur les LT CD8+ spécifiques du VIH (Day et al. 2006; Trautmann et al. 2006).
Les deux groupes ont démontré que 1'expression de PD-1 sur les LT CD8+ spécifiques du VIH
était plus élevée que dans les cellules T spécifiques du CMV. Chez les individus infectés par le
VIH, l'expression de PD-1 sur les LT CD4+ et CD8+ était en corrélation avec la charge virale
plasmatique et le nombre de cellules T CD4+ circulant, qui sont deux marqueurs de la progression
de la maladie (Day et al. 2006; Trautmann et al. 2006). En outre, les réponses des LT CD4+ et
CD8+ spécifiques du VIH ont été rétablies ou secourues par blocage de la voie PD-1 (Day et al.
2006; Trautmann et al. 2006). Dans deux analyses longitudinales, 1'expression de PD-1 chez les
sujets infectés par le VIH est diminuée apres le début du traitement antirétroviral (Day et al. 2006;
Trautmann et al. 2006). Enfin, Zhang et col. (J.-Y. Zhang et al. 2007) ont signalé que les Long
Term Non Progressor (LTNP), des individus infectés par le VIH qui maintiennent le nombre de
LT CD4+, avaient une expression de PD-1 plus faible sur les LT CD8+ spécifiques du VIH, par

rapport aux individus atteints d'une infection évolutive par le VIH.

L'expression de PD-1 a été évaluée chez les macaques rhésus avec une infection SIV pathogene
dans deux études indépendantes (Petrovas et al. 2007; Velu et al. 2007). Dans les deux rapports,
la majorité des LT CD8+ spécifiques du SIV ont exprimé PD-1 et le blocage de la prolifération
des LT cytotoxiques SIV spécifique €était 1ié au PD-1, situation similaire a l'infection par le VIH
chez les humains (Petrovas et al. 2007; Velu et al. 2007). Velu et col. ont décrit I'expression la plus
élevée de PD-1 dans les tissus intestinaux et lymphoides plutdt que sur le sang, ce qui correspond
aux sites présentant une réplication virale la plus élevée (Velu et al. 2007). Petrovas et col. ont
démontré que la stimulation TCR répétée est un facteur crucial dans l'expression de PD-1, car les
épitopes SIV avec échappement mutationnel ont conduit a une diminution de l'expression de PD-
1 (Petrovas et al. 2007). L expression de PD-1 reste néanmoins difficile a interpréter puisque PD-
1 est a la fois un marqueur d’activation exprimé au cours des phases précoces de 1’activation mais
aussi un marqueur d’épuisement dans les phases les plus tardives. Cette difficulté ne concerne pas
la seule expression de PD-1 mais ’ensemble des marqueurs d’épuisement classiquement décrit

(LAG-3, CD160, CD244, ...).
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- Activation immunitaire dans les tissus

La grande majorité des études sur l'activation immunitaire a été effectuée dans le sang, car ce
compartiment est le plus accessible. Les études qui évaluent I'activation immunitaire dans les
tissus, en particulier lors des premieres phases de l'infection, sont plus rares (Emilie et al. 1990).
Les différentes études ont constamment montré que les infections par le VIH-1 et SIVmac sont
caractérisées par une hyperplasie marquée dans les ganglions lymphatiques avec une expansion
significative des plasmocytes (Pantaleo, Graziosi, and Fauci 1993). La zone T des ganglions
lymphatiques est marquée par des infiltrations de macrophages CD163+, des polynucléaires
neutrophiles, ainsi que de cellules Treg productrices de TGF-P et d'IL-10 (Estes et al. 2006; Tabb
et al. 2013).

En conclusion, il est clairement é€tabli que l'infection par le VIH se caractérise par un état
d'activation immunitaire qui englobe de nombreuses cellules et tissus, avec des marqueurs associés
aux LT et aux monocytes / macrophages. Bien que le consensus général soit pour un lien entre
l'inflammation et l'activation des LT, les mécanismes exacts reliant ces deux phénomenes doivent

encore €étre clairement définis.

[. 3. 1. b. Inflammation

Chez les patients infectés par le VIH, les ARV ont permis de réduire significativement
I’inflammation associée a I’infection. Pourtant, une inflammation chronique a bas-bruit semble
persister, que le traitement soit initi¢ longtemps apres 1’infection (Neuhaus et al. 2010; Lederman
et al. 2013) ou précocement (Sereti et al. 2017; Hunt 2017). Différents mécanismes d’inflammation
sont identifiés : la persistance virale, la translocation microbienne, la dysbiose, l’atteinte
métabolique, les perturbations immunologiques (perte d’efficacité des mécanismes de régulation),
les co-infections, les effets toxiques des traitements antirétroviraux, les facteurs de comorbidités

associés (alcool, tabac, toxicomanie, IST) (Deeks, Tracy, and Douek 2013).

Stratégie d’étude Composante Marqueurs
Persistance virale CV plasmatique ultrasensible
1 Translocation microbienne LPS, ADN 16S
Inducteurs (liée a 'atteinte mucosale) IFABP (Atteinte des entérocytes)
exogeéenes Zonuline
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Compartiment lymphocytaire | sCD28, SCD40L
T
2 Monocytes / macrophages sCD14, sCD163
Inducteurs Adhésion / cellules | sICAM, sVCAM-1
endogeénes endothéliales
Facteurs de migration CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP10), CXCL11
Fibrose Acide hyaluronique
Compartiment métabolique Insuline, lipides oxydés
Coagulation D-Diméres, PAI-1
3 Marqueurs d’inflammation CRPus, IL-6, IL-1B, IL-8, IFN de type |
Marqueurs non spécifique TNF-a, STNFR-1, sSTNFR2
systémiques IL-10 et autres marqueurs anti-
inflammatoires

Tableau 1 : Paramétres d’'inflammation.

Les facteurs inducteurs d’inflammation sont classiquement dissociés en facteurs exogenes (microbes,
toxiques, atteintes physiques) et facteurs endogénes (d’origine cellulaire (produit par les compartiments T
ou mono/macrophagiques), tissulaire (stress oxydant lié a dysfonction tissulaire, fibrose) ou plasmatique
(facteurs de coagulation)) (Medzhitov 2008). Une autre approche est de réaliser une analyse de marqueurs
d’inflammation systémique, mais peu informatifs de la nature des processus inflammatoires impliqués. La
liste des biomarqueurs présentés dans ce tableau est non exhaustive.

L’étude de biomarqueurs d’activation mono-macrophagique a suggéré que I’inflammation
chronique affectait plus spécifiquement les patients présentant des taux de CD4 bas : aucune
inflammation persistante n’était observée au-dessus de 200 CD4/ul. (Armah et al. 2012), mais
cette notion reste controversée (Kuller et al. 2008; Tenorio et al. 2014; Justice et al. 2012; N. G.

Sandler et al. 2011; Hunt, 2016).

Plus récemment, les travaux menés au sein de la cohorte APROCO chez des patients traités
démontrent que I’inflammation chronique est fortement liée a des paramétres non liés a I’infection
VIH et sans lien avec la sévérité de I'infection (taux de CD4, charge virale) (J.-P. Bastard et al.
2015). L’existence ou non d’une inflammation a bas bruit persistante reste difficile a évaluer du
fait de la grande hétérogénéité des groupes étudiés (tant pour les groupes de patients infectés que
pour les groupes «contrdle») et de I’absence de paramétres consensus pour ¢évaluer
I’inflammation chronique. Une publication récente a list¢ 34 marqueurs biologiques
d’inflammation utilisés lors d’études d’association entre inflammation et risque cardiovasculaire
(Vos et al. 2017). La caractérisation de I’'inflammation chronique résiduelle chez les patients
infectés differe en fonction des criteres biologiques étudiés. Ainsi les travaux de French montrent
que I’ensemble des parametres d’inflammation n’est pas normalisé sous traitement antirétroviral
efficace : CXCL10 (IP-10), MCP-1 (CCL2), TNF-a, IL-6, sCD14 (CD14 soluble) ou encore la
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CRP ne sont pas normalisés et évoluent a distance de la mise en place d’un traitement efficace
(French et al. 2009; Hatano et al. 2013; Wada et al. 2015). Des données contradictoires sont aussi
retrouvées pour certains parametres tels que sCD14 dont la concentration plasmatique reste
augmentée ou revient a la normale selon les études (Cassol, Malfeld, et al. 2010; Taiwo et al. 2013;
Hattab et al. 2015; Sereti et al. 2017). Krastinova et col. ont exploré la valeur pronostique des
niveaux de CD14s au cours de la primo infection par le VIH. Dans cette étude, les hauts niveaux
de CD14s durant la primo-infection étaient associés a un déclin plus rapide des LT CD4+ et a un
risque accru de déces par un infarctus du myocarde. S'il est confirmé dans des études plus larges,
ces résultats devraient aider a identifier les patients a risque de progression de la maladie
(Krastinova et al. 2015). L’expression d’autres marqueurs plasmatiques immuno-modulateurs et
pro-apoptotiques (SCTLA-4 et sSTRAIL) est également affectée par I’infection par le VIH méme
sous traitement efficace prolongé (6 ans) (French et al. 2009). Certains marqueurs, peu spécifiques
(CRP ultrasensible (us), IL-6, IL-1B, TNF-aq, ...), permettent de quantifier I’inflammation globale
mais ne renseignent pas sur les sources de I’inflammation. Plusieurs biomarqueurs additionnels
ont été étudiés au cours de I’infection par le VIH, de maniére a refléter/intégrer les différents
mécanismes d’activation immunitaire. Deux approches non mutuellement exclusives sont
proposées : une approche en fonction des mécanismes d’inflammation (persistance virale, atteinte
mucosale et translocation microbienne, co-infection, vieillissement, atteinte métabolique, défaut
de coagulation) ou des types cellulaires impliqués dans 1’inflammation (compartiment

mono/macrophagique, les LT, les DCs).

L. 3. 2. Conséquences de l'inflammation
Indépendamment du rdéle potentialisant de I’activation chronique au maintien du réservoir,
I’activation immunitaire a aussi des conséquences sur le développement de pathologies associées

non liées au VIH.

Maladies cardio-vasculaire
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Indépendamment de son impact direct sur la persistance virale, la persistance d’une inflammation
chonique contribue aussi au développement de pathologies cardiovasculaires. Les patients infectés
par le VIH font face a un risque accru de maladie cardiovasculaire. Des études observationnelles
de multiples cohortes (Currier et al. 2003; Triant et al. 2007) ont démontré des taux élevés
d'infarctus du myocarde ou de maladie coronarienne chez les patients infectés par le VIH par
rapport aux patients témoins, avec un risque relatif de 1,5 a 2 fois plus élevé. Des données récentes
ont renforcé ces résultats. Dans une étude menée aupres de plus de 27 000 patients majoritairement
masculins et infectés par le VIH, les taux d'infarctus du myocarde étaient plus élevés chez les
patients infectés par le VIH dans chaque groupe d'dge que chez les patients témoins (Freiberg et

al. 2013).

Diabete type 11
Comme cela a été établi chez les personnes non infectées par le VIH, les marqueurs solubles de
l'inflammation semblent aussi augmenter le risque de diabete de type II dans le contexte de

l'infection par le VIH traitée, indépendamment d'autres facteurs de risque (T. T. Brown et al. 2010).

Cancers

Dans une étude récente, les niveaux plus élevés de marqueurs inflammatoires (y compris IL-6 et
CRP) et les biomarqueurs stimulants les cellules B ont prédit un développement ultérieur du
lymphome non-hodgkinien chez les partients infectés par le VIH et sous TARV, méme apres
ajustement sur le nombre de LT CD4+ (Breen et al. 2011). La relation entre
inflammation/activation immunitaire et développement de cancers non li€s au sida est complexe
mais ces données suggerent un impact de I'activation immunitaire sur les cancers indépendamment

du degré d'immunodéficience.

Dysfonction neuro-cognitives

Bien que les marqueurs d’activation des macrophages et des cellules microgliales soient fortement
corrélés a la démence associée au SIDA dans l'ere pré-ART, peu de données sont disponibles
concernant le lien entre biomarqueurs inflammatoires et troubles neuro-cognitifs associés au VIH
dans 1'ére des traitements modernes. Cependant, des concentrations plus élevées des marqueurs
d'activation des macrophages au niveau des liquides plasmatiques et céphalo-rachidiens (CD163s,
CD14s, ...) sont significativement associées aux troubles neuro-cognitifs associés au VIH dans

une cohorte d'individus sous TARYV efficace (Burdo et al. 2013), ce qui souligne le role important
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de Dactivation macrophagique = comme cible thérapeutique pour le dysfonctionnement

neurocognitif dans ce contexte.

Collectivement, les quelques études brievement citées dans cette introduction illustrent clairement
que l'infection par le VIH se caractérise par un état d'activation immunitaire qui englobe de
nombreuses cellules et tissus ainsi que des facteurs solubles pro-inflammatoires prédictifs de la
progression de la maladie. Bien que le consensus général définisse un lien entre I'inflammation et
l'activation des LT, les mécanismes exacts liés a ces deux phénomenes doivent encore étre

clairement définis.
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L. 3. 3. Mécanismes d’inflammation et activation immunitaire
Il existe plusieurs mécanismes moléculaires et cellulaires par lesquels l'infection par le VIH peut
induire une activation immunitaire. Je parlerai dans cette partie des mécanismes considérés comme

des acteurs clés de 1'activation immunitaire chronique dans la littérature (Figure 8).

HIV replication & Immune Immune response to Loss of mucosal integrity
response to the virus; reactivated infections =
Immunomodulatory functions
of viral proteins
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Figure 8. Représentation schématique des différents mécanismes contribuant a I'activation immunitaire
chronique associée au VIH (d’apres Pairdini et col).

1. 3. 3. a. Réplication du VIH et réponse immunitaire au virus

La cause la plus évidente de l'activation immunitaire dans le contexte de 1'infection par le VIH est
la réponse immunitaire directe (innée et adaptative) contre le virus et ses antigenes. Les antigénes
du VIH sont reconnus par les cellules T exprimant des récepteurs de LT spécifiques de virus et les
LB porteurs d'immunoglobulines de surface spécifiques du virus, mais certaines structures virales
sont aussi détectées par les récepteurs de reconnaissance de motifs antigéniques associés au
pathogene (PAMP) tels que les Toll-like récepteurs 7 et 9 (Beignon et al. 2005; Vabret et al. 2012).
Cette reconnaissance antigénique spécifique ou non conduit a I’activation des cellules
immunitaires. De plus, au cours de son processus d'entrée et de fusion, le VIH pourrait activer ses

cellules cibles par sa liaison a la molécule CD4 et a ses corécepteurs tels que le CCRS (Maartens,

Celum, and Lewin 2014).
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L'activation immunitaire et l'inflammation sont en corrélation avec le niveau de virémie et sont
significativement plus faibles chez les patients infectés par le VIH qui controlent la réplication
virale spontanément (HIC) ou par ART. Bien que la contribution directe de la réplication du VIH
a l'activation immunitaire chronique soit bien reconnue, différents arguments démontrent que ce
seul mécanisme n’est pas suffisant pour expliquer I'activation immunitaire chronique.
Premierement, la fréquence des LT activés dépasse largement la fréquence des LT CD4+ infectés
par le VIH et des LT CD4+ et CD8+ spécifiques du VIH (Doisne et al. 2004; Finkel et al. 1995;
Marc K. Hellerstein et al. 2003). Deuxieémement, chez les patients infectés par le VIH traités par
ARYV ainsi que chez les HIC, les marqueurs principaux de l'activation et de l'inflammation
immunitaires sont encore significativement plus élevés que chez les personnes non infectées par
le VIH, malgré les charges virales indétectables (Sauce et al. 2011; Hunt et al. 2003). Ainsi, le
contrOle de la réplication virale reste associé a des niveaux non physiologiques d'activation
immunitaire. Troisiemement, la charge virale élevée n’est pas strictement suffisante pour induire
des niveaux pathologiques d'activation immunitaire, comme observé dans des études d'hotes
naturels pour SIV (Liovat et al. 2009; Chahroudi et al. 2012). D'autres preuves proviennent
d'études de l'activation immunitaire dans un sous-ensemble rare de personnes infectées par le VIH
nommé les «non progresseurs virologiques » (VNPs). Les VNP maintiennent un taux élevé et
remarquablement stable de LT CD4+ pendant de nombreuses années malgré des niveaux de
réplication virale similaires a ceux observés chez les non-controleurs. Malgré des charges virales
élevées, les VNP présentent un profil de non-activation, remarquablement similaire a ceux trouvés
chez des hotes naturels infectés par SIV (Rotger et al. 2011). Tous ces résultats indiquent donc que
les taux élevés de réplication du VIH ne sont ni suffisants ni strictement nécessaires pour induire
une activation immunitaire ni durant les stades précoces de 1’infection ni dans la phase chronique

chez les patient traités ou non, controlant I’infection.

1. 3. 3. b. Les protéines virales

Les protéines virales du VIH comme Env, Tat et Nef, contribuent également a l'activation
immunitaire induite par le VIH. La protéine Nef du VIH-1 interfere avec la signalisation associée
alaliaison du TCR et perturbe la down-régulation du complexe CD3-TCR a la surface des cellules
T infectées (Schindler et al. 2006, 1). En conséquence, la protéine Nef du VIH-1 peut contribuer
directement a l'activation immunitaire en rendant les LT CD4+ infectés tres sensibles a la re-
stimulation par le TCR. Ce mécanisme n’est pas observé dans les modeles macaques SM et AGM
infectés par SIV : les protéines Nef ne perturbent pas la modulation du complexe CD3-TCR, ce

qui rend les LT CD4+ infectés plus réfractaires a une stimulation antigénique supplémentaire
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(Miinch et al. 2007). La contribution de ce mécanisme doit cependant étre discutée puisque la
proteine Nef provenant du HIV-2 et du SIVmac peut également réduire la modulation du complexe

CD3-TCR.

1. 3. 3. c. Translocation microbienne et altération de la muqueuse intestinale
- Translocation microbienne

La «translocation» intestinale de bactéries ou d'autres microbes est définie comme le passage non
physiologique de la microflore gastro-intestinale a travers la barriere épithéliale intestinale, la
lamina propria et éventuellement vers les ganglions lymphatiques mésentériques locaux et, de 1a,
vers des sites extranodaux (Wolochow, Hildebrand, and Lamanna 1966; Fuller and Jayne-
Williams 1970). Lorque cette premiere barriere physique est rompue, les microbes et les produits
microbiens translocateurs peuvent étre éliminés dans la lamina propria et les ganglions
mésentériques (Berg 1995). Cependant, si le systeme immunitaire de la muqueuse est compromis
et/ou la translocation microbienne importante, ces mécanismes de défense peuvent étre insuffisant
conduisant ainsi a la sortie et la survie des bactéries sur des sites extra-intestinaux €éloignés (Berg
1995; Tancréde and Andremont 1985).

L'étendue de la translocation microbienne peut étre évaluée soit directement par la mesure de sous-
produits bactériens dans le plasma, tels que le LPS et les fragments d'’ADN ou d'ARN bactériens,
soit indirectement par la mesure du LBP, des endoCAD et les anticorps anti-flagelline. RéEcemment,
les taux plasmatiques de protéine liant les acides gras intestinaux (I-FABP), marqueur des 1€sions
entérocytaires (Pelsers et al. 2003), ont également été utilisés pour corréler les Iésions intestinales
et la translocation microbienne (Netanya G. Sandler et al. 2011; Mavigner et al. 2012). Une
méthode alternative pour évaluer la translocation microbienne est la détection et la quantification

de ’ADN 16S microbien dans le plasma (Drancourt et al. 2000).

- Altérations de la muqueuse intestinale
Des la phase précoce de l'infection aigué€ par le VIH ou SIV, et tout au long de la maladie
chronique, le tractus gastro-intestinal souffre d'une importante perturbation immunologique et
structurelle, qui comprend I'épuisement des LT CD4+ avec une perte préférentielle des LT Th17,
I’établissement d’une hyperactivation immunitaire et d’une inflammation locale de la muqueuse,
I'épuisement de la fonction phagocytaire des macrophages intestinaux et des lésions structurales
de I’¢épithélium (apoptose des entérocytes et rupture des jonctions serrées, etc.) (Veazey et al. 1998;
Mattapallil et al. 2005; Guadalupe et al. 2003; Mehandru et al. 2004). Collectivement, ces

altérations peuvent entrainer un passage accru de la microflore intestinale et des produits
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microbiens dans la circulation systémique. Une étude majeure de Brenchley et col. (Brenchley et
al. 2004) a démontré que les individus chroniquement infectés par le VIH et les macaques rhésus
infectés par le SIV présentent des niveaux significativement augmentés de LPS dans le sang
circulant. En particulier, les patients infectés par le VIH a un stade avancé de la maladie (< 200
LT CD4+/mL) présentaient des niveaux de LPS plasmatiques significativement plus élevés que
les individus non infectés. Il est intéressant de noter qu'une corrélation positive a été trouvée entre
les niveaux de LPS dans le plasma et les marqueurs d’activation immunitaire innée et adaptative
(Brenchley et al. 2006; Marchetti et al. 2008), ce qui confirme I'hypotheése selon laquelle la
translocation microbienne peut entrainer une activation immunitaire (S. G. Deeks et al. 2004; Hunt

et al. 2008; Janis V. Giorgi et al. 2002).

- Population LT CD4+ de la muqueuse gastro-intestinale
Il est intéressant de noter que les études sur l'infection par le SIV non pathogene chez les hotes
naturels du SIV (les SM et les AGM) ont également montré une déplétion massive des LT CD4+
dans les tissus muqueux au cours de I’infection aigu€ (S. N. Gordon et al. 2007; I. V. Pandrea et
al. 2007). Cependant, cette déplétion n'est pas accompagnée d'une translocation microbienne et
d'une activation immunitaire chronique des muqueuses. Contrairement aux infections pathogenes
par le SIV et le VIH, la perte des LT CD4+ dans la muqueuse ne semble pas progresser davantage
chez les SM et est méme suivie par un rétablisement partielle chez les AGM (Paiardini et al. 2008).
Malgré ces dernieres constatations, il est intrigant que les hotes SIV naturels ne montrent aucune
preuve de translocation microbienne en dépit d'une perte significative de LT CD4+ intestinaux, ce
qui suggere que la déplétion des LT CD4+ de la muqueuse est nécessaire mais pas suffisante pour
conduire a la translocation microbienne. En plus de 1'hypothese évolutionniste que les hotes SIV
naturels se sont progressivement adaptés pour maintenir I''mmunit€é muqueuse en dépit d'une
diminution des taux de LT CD4 + locaux, plusieurs mécanismes non exclusifs pourraient expliquer
les différences de translocation microbienne entre les modeles d’infections pathogenes et les hotes
naturels du SIV. Tout d'abord, il est possible qu'une «qualité» différente de 'appauvrissement des
LT CD4+ chez les hotes SIV naturels ou non naturels au niveau de la muqueuse intestinale joue
un role majeur. En effet, les animaux infectés par le SIV et les patients infectés par le VIH subissent
une réduction significative et préférentielle des sous populations LT CD4+ (Th17) et CD8+ (Tc17)
produisant de I'IL-17 dans le tractus gastro-intestinal (Brenchley et al. 2008; Nigam et al. 2011).
De méme, 1'épuisement des cellules lymphoides innées (ILC) produisant de 1'IL-17 dans les tractus
gastro-intestinaux de macaques asiatiques infectés par le SIV a été démontré (Reeves et al. 2011;

N. R. Klatt et al. 2012). A I’inverse, il a ét¢ montré que les hotes naturels du STV maintiennent des
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fréquences de LT CD4+ Th17 et Th1 fonctionnels a des niveaux comparables a ceux des animaux
non infectés (Favre et al. 2009). Comme les cellules Th17 intestinales jouent un role important
dans I'immunité antimicrobienne, en particulier aux sites muqueux, ainsi que dans I'homéostasie
des entérocytes (Kolls and Lindén 2004; Kao et al. 2004), la déplétion préférentielle des LT CD4+
Th17 dans les infections pathogenes par le VIH / SIV pourrait étre impliquée dans l'atteinte de
l'intégrité structurale et fonctionnelle de la barriere intestinale et dans la perte de contrdle sur la
translocation microbienne. Cette altération de I’homéostasie des LT CD4+ Th17 participe ainsi a
la destruction/désorganisation du tissu intestinal et a I’inflammation. En effet, Favre et col. ont
démontré que la perte précoce des Th17 du tractus GI dans l'infection pathogene par le SIV est
associée a des signes évidents de progression de la maladie qui comprennent l'activation
immunitaire, l'apoptose des LT, l'augmentation de l'interféron alpha circulant (IFN-a) et
I'élimination rapide des LT CD4+ (Favre et al. 2009).

La déplétion sélective des LT CD4+ Th17 dans I’intestin de patients infectés par le VIH doit aussi
étre évaluée en tenant compte des Treg. Il a été suggéré que le déséquilibre de la balance Th17/Treg
pourrait refléter le maintien d'un état inflammatoire chronique et pourrait étre un paramétre
prédictif de la progression de la maladie (Pelletier et al. 2010; Shaw et al. 2011).

Au cours de l'infection par le VIH-1, la balance Th17/Treg Treg diminue dans le sang périphérique
et les biopsies rectosigmoides (Favre et al. 2009). Une étude récente a pu démontrer que la balance
Treg/Th17 est significativement augmentée chez les patients infectés par le VIH et a été
inversement corrélée a la restauration des LT CD4+ de la muqueuse intestinale mais n’était pas
corrélée aux niveaux d'ADN viral dans I’intestin (Kok et al. 2015). Cette étude montre aussi que
l'initiation précoce du TARYV contribue a préserver et/ou a restaurer 'noméostasie de la muqueuse
intestinale et justifie l'initiation du TARV pendant la phase aigué de l'infection par le VIH (Kok et
al. 2015).

Les lymphocytes T primés dans des sites inductifs tels que les tissus lymphoides associés a
l'intestin (GALT), les plaques de Peyer et les ganglions lymphatiques mésentériques expriment un
niveau élevé de récepteurs de migration intestinale tels que l'intégrine a4p7 et CCR9, qui sont
responsables de leur migration du sang vers les sites effecteurs de la muqueuse intestinale, la
lamina propria et 1'épithélium (Johansson-Lindbom et al. 2003; Mora et al. 2003). Un défaut de
migration des LT CD4+ perturbe aussi ’homéostaise mucosale. L’étude ANRS EP44 PERSIST
montre qu’il existe un défaut de homing des LT CD4+ CCR9 et 0467, qui restent accumulés dans
le sang des patients infectés par le VIH et sous TARV au lieu de migrer vers la muqueuse
intestinale. Leur role principal au niveau de la muqueuse intestinale est de préserver son intégrité.

Leur accumulation dans le sang et non pas dans la muqueuse intestinale des patients infectés
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favoriserait donc I’inflammation. Ce défaut de homing est 1i¢ a une déficience dans la sécrétion

d’une chimiokine clé qui est le CLL25 (Mavigner et al. 2012).

1. 3. 3. d. Role du microbiote

Une étude de Dillon et col. (Dillon et al. 2014) a montré que l'infection par le VIH-1 est associée
a une modification de la flore intestinale et que ce changement de microbiote est associé a
I'inflammation des tissus intestinaux, a la translocation microbienne et a I'activation accrue des LT
en périphérie. Divers composants bactériens peuvent favoriser l'activation immunitaire en
induisant des cytokines pro-inflammatoires de type IL-1 et IFN-y (Dinh et al. 2015). Somsouk et
col. ont montré une infiltration de neutrophiles et une apoptose de la muqueuse malgré le
traitement HAART (Somsouk et al. 2014). Ils ont en outre montré que le défaut de prolifération

épithéliale semble €tre associé au taux de CD14s dans le plasma et I'inflammation systémique.

Enfin, une étude récente a montré qu'apres le traitement par probiotiques des patients infectés par
le VIH-1, il y a une diminution significative de la translocation microbienne et de l'inflammation

(caractérisée par une diminution de la production d'IL-6) (Villar-Garcia et al. 2015).

1. 3. 3. e. Lalymphopénie T

Un faible taux de LT CD4+ est un autre facteur favorisant indirectement 1'activation immunitaire.
Dans les modeles murins, 1’existence d’une lymphopénie T sévére (induite par irradiation, ou
constitutive par I’utilisation d’animaux dépourvus de LT) a été associée au développement d’une
prolifération dite « homéostatique » appelée aussi prolifération « lymphopénie-induite ». L'une
des raisons en est que la lymphopénie augmente la disponibilité en IL-7, une cytokine de survie
qui peut aussi exercer une activité pro-inflammatoire. L’extrapolation de cette activation
lymphopénie-induite au contexte de lymphopénie partielle telle que celle observée dans 1’infection
par le VIH peut toutefois étre discutée. Quelques éléments suggerent néanmoins un impact de la
lymphopénie T sur I’activation. L'administration d'IL-7 aux répondeurs non immunologiques au
TARYV augmente l'activation des LT CD8+ (Sereti et al. 2009). Chez I’homme, la lymphopénie
CD4+ idiopathique est une pathologie ayant de fortes similitudes avec le SIDA, mais sans origine
infectieuse. Elle est caractérisée par un important déficit immunitaire des LT CD4+ entrainant des
infections opportunistes graves. Ce déficit immunitaire rare (associé a une perte de fonction de la

molécule CXCR4, perturbant I’homéostasie des LT CD4+) (Scott-Algara et al. 2010), est aussi
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associée a une activation des LT (Zonios et al. 2008), suggérant un lien entre lymphopénie et

activation.

1. 3. 3. f. Les co-infections

Les co-infections associées a l'infection par le VIH-1 sont un autre facteur d’activation
immunitaire chronique. Par exemple, les femmes infectées par le virus de I'hépatite C (VHC) et le
VIH-1 présentent une activation des LT plus élevée que les femmes mono-infectées par le VIH-1
(Andrea Kovacs et al. 2008). De plus, la suppression du VHC par 1'interféron alpha PEGylé et le
traitement par la ribavirine réduit I’activation des LT (Gonzalez et al. 2009). La co-infection
VIH/VHB accélere l'inflammation et contribue au développement de maladies hépatiques
(Bautista-Amorocho et al. 2014). De méme, les co-infections par le virus de I'herpes simplex de
type 2 (HSV2) (Sheth et al. 2008) et de type 8 (Masid et al. 2014) sont associées a 1'activation des
LT CD4+ et CD8+ (Sheth et al. 2008). La charge d'ADN du virus d'Epstein-Barr (EBV) correle
avec le niveau des cytokines inflammatoires IL-6 et TNF-o (Petrara et al. 2012; Gianella et al.
2012). Chez les patients VIH-1, les taux de cytomegalovirus (CMV) séminal sont aussi corrélés a
l'activation des LT (Gianella et al. 2012) et le valganciclovir, traitement antiviral de I’infection par

le CMV, a montré une régulation négative de cette activation.

I. 4. Lien entre réservoirs tissulaires et inflammation chronique au cours de l'infection par le
VIH

L'activation immunitaire est nécessaire au développement de 1'immunité antivirale. Cependant,
dans les années 1990, Giorgi et ses collegues ont rapporté une observation plutdt contre-intuitive:
les niveaux d'activation des LT, mesurés avec l'expression du marqueur d'activation CD38 sur les
LT CD8+, prédisaient un pronostic défavorable pour les patients infectés (J. V. Giorgi et al. 1993;
Z. Liu et al. 1998; J. V. Giorgi et al. 1999). Plusieurs équipes ont ensuite confirmé qu'il existe
effectivement une corrélation directe entre la progression de I’infection par le VIH-1 et les niveaux
d'activation des LT CD8+ (Hazenberg et al. 2003; Wilson et al. 2004; S. G. Deeks et al. 2004).
Une autre preuve du role délétere de l'activation immunitaire dans l'infection par le VIH a été
apportée par des études de primates infectés par le SIV. Les macaques rhésus qui, comme les
humains infectés par le VIH, souffrent d'une déplétion progressive des LT CD4+ et d'une
progression vers le SIDA lors de I'infection par SIV, sont caractérisés par une forte activation des
LT. En revanche, les macaques sooty mangabes infectés par le SIV et les singes verts africains,
hotes naturels du SIV, qui ne développent aucune immunodéficience, présentent une activation

minimale des LT malgré une réplication virale évidente (Silvestri et al. 2003). Une autre
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observation intéressante vient de 1'étude de l'infection par le VIH-2. La plupart des personnes
infectées par le VIH-2 éprouvent une progression légere ou lente et mourront pour des causes non
liées au VIH-2. En plus de la faible charge virale et une réponse immunitaire forte et robuste
(Leligdowicz et al. 2007), ces patients infectés par le VIH-2 affichent généralement une activation
immunitaire significativement moindre par rapport aux individus infectés par le VIH-1 (Sousa et
al. 2002). L'effet indésirable de I'activation immunitaire dans la pathogénese du VIH est également
démontré par les observations liant la progression plus rapide de la maladie chez des prostituées
kenyanes avec des infections intercurrentes (Anzala et al. 2000) ou par la progression accélérée
apres I’infection par le SIV chez des macaques qui ont été soumis a un stimulus immunitaire répété
indépendant du SIV pour induire une activation chronique (Villinger et al. 2001). Enfin les niveaux
d'activation immunitaire prédisent le déclin des LT CD4+, mieux et indépendamment de la charge

virale (J. V. Giorgi et al. 1999; S. G. Deeks et al. 2004).

Une forte association ou corrélation entre la fréquence des LT CD4+ contenant de I’ADN intégré
et la fréquence de LT CD4+ proliférantes (mesurées par Ki67) est démontrée chez des patients
sous TARV (Chomont, El-Far, et al. 2009). La relation directe entre la prolifération des LT et la
persistance du VIH a récemment été rapportée dans deux études majeures. Maldarelli et col. et
Wagner et col. ont identifié des sites spécifiques d'intégration du VIH liés a l'expansion clonale
des cellules infectées par le VIH (Maldarelli et al. 2014;Wagner et al. 2014). Les intégrations du
provirus ont été fréquemment trouvées dans des genes associés a la régulation du cycle cellulaire
et a leur survie, favorisant I’infection des cellules en prolifération et la persistance des cellules
infectées par le prolongement de leur survie. Le nombre limité d'individus analysés dans ces deux
études n'a pas permis d'évaluer la contribution de I'activation continue ou chronique des LT, de la

prolifération homéostatique ou 1'expansion induite par les antigenes viraux a la persistance du VIH.

Schématiquement, l'association entre l'activation immunitaire et la persistance du virus peut
résulter des facteurs suivants (Figure 9). Premierement, la réplication résiduelle du virus au sein
des LT CD4+ activés du sang circulant ou dans les tissus. Deuxiemement, 1'infection continue des
LT CD4+ quiescents qui est favorisée en présence de niveaux élevés de chimiokines
inflammatoires, comme CXCL10 (Cameron et al. 2010). Troisiemement, le trafic cellulaire des
cibles du VIH aux tissus, comme le tractus gastro-intestinal, dans lequel il y a une mauvaise
pénétration de certains ARV (Fletcher et al. 2014). Quatriemement, la transcription de 'ADN viral
a partir de cellules infectées de maniere latente favorise I’inflammation. Cinquiemement, la
prolifération homéostatique des LT mémoires quiescents infectés (Chomont, El-Far, et al. 2009;
Maldarelli et al. 2014) et éventuellement des LT mémoires activés chez les patients sous ART.
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Immune activation Virus persistence

- Activated CD4" T cells + Productive infection of activated T cells
« Activated monocytes = Infection of resting T cells

= Activated dendritic cells: = Cell—cell virus transfer

- Chemokines e.g., CXCL10 - Ijomeostatic proliferation of latently
infected cells

« Cytokines e.g.,

= Viral transcription

D 4

Figure 9. Mécanismes potentiels conduisant aux interactions entre I'activation immunitaire et la
persistance du virus chez les patients sous TARV. (d’aprés Reena Rajasuriar et col)

Il nous semble intéressant d’aborder le lien entre ces deux phénomeénes, persistance virale et
inflammation/activation chronique en intégrant une approche tissulaire. Le TA nous a semblé étre
un tissu important qui peut réunir ces deux caractéristiques sur un site unique. Dans le chapitre ci-

dessous nous allons voir ce qu’est le tissu adipeux et pourquoi nous nous y sommes intéressés.
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I1. Tissu adipeux et infection par le VIH

II. 1. Le tissu adipeux

Trois principaux types de tissus adipeux (TA) existent chez I’homme: les TA blanc, brun et beige
(M.-J. Lee, Wu, and Fried 2013). C’est un tissu conjonctif spécialisé initialement décrit comme
ayant un role métabolique important (c’est la principale réserve énergétique de 1’organisme), mais
qui joue aussi un réle d’isolant thermique et mécanique. Le TA, et notamment le TA blanc, exerce
enfin une forte activité endocrinienne. Le TA blanc représente le principal TA chez I’homme
adulte (Sarjeant and Stephens 2012a). Il correspond a 15 & 25% de la masse corporelle de I’étre
humain avec une proportion qui varie selon l'age, le sexe (15% et 25% du poids corporel chez
I’homme et la femme respectivement) et ’activité. Lorsque le taux de graisse dépasse 35% chez
la femme et 25% chez ’homme, 1’individu est considéré comme obése (Ouchi et al. 2011). Nous

nous intéresserons principalement au TA blanc.

II. 1. 1. Localisation

Les deux dépdts les plus abondants du TA sont la graisse profonde (localisée au niveau de la cavité
viscérale) et les TA sous-cutanés.

Chez la femme, le TA est surtout localisé dans les parties inférieures de 1’organisme (hanche et
cuisse) et autour des glandes mammaires. Chez ’homme, la majeure partie du TA se trouve au

niveau abdominal soit au niveau sous-cutané soit au niveau intra-viscéral. Il existe des dépots

Pulmonary
adipose tissue

Periadventitial
adipose tissue Epicardial

adipose tissue

Perirenal

adipose tissue Subcutaneous

adipose tissue

Bone marrow

adipose tissue Visceral

adipose tissue

Figure 10. Dépots de tissu adipeux dans I'organisme
Le tissu adipeux se trouve principalement dans les dépbts sous-cutanés et viscéraux. Dans le contexte de
I'obésité, le tissu adipeux se développe dans ces dépbts mais aussi dans d’autres sites (Ouchi et col. 2011).
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adipeux également autour des intestins, dans le péritoine, le foie, le muscle, la moelle osseuse et

dans le thorax, en particulier autour du cceur, surtout chez les personnes obeses (Fain et al. 2004).

Les différences entre TASC et le TAV présents dans la cavité abdominale sont relativement bien
détaillées (Shen et al. 2003). Celles-ci incluent des différences anatomiques, cellulaires,
moléculaires, physiologiques, cliniques et pronostiques. Anatomiquement, le TAV est présent
principalement dans le mésentere et I'omentum, et sa vascularisation s'écoule directement a travers
la veine porte vers le foie (Heinrich, Castell, and Andus 1990; Wajchenberg 2000). La composition
cellulaire du TAV differe par rapport au TASC: le TAV a une plus forte densité de cellules dans
la fraction stroma-vasculaire, il est plus vascularisé, plus innervé et contient un plus grand nombre

de cellules inflammatoires et immunitaires (Bruun et al. 2005; C. A. Curat et al. 2006).

Il. 1. 2. Composition

Le TA est composé de plusieurs types cellulaires. On peut distinguer deux fractions : une fraction
adipocytaire qui représente 90% du volume du TA, mais aussi une fraction stroma-vasculaire
(FSV) qui représente environ 60 % de la cellularit¢é du TA. Cette fraction stroma-vasculaire
comprend des progéniteurs adipocytaires (pré-adipocytes, cellules souches mésenchymateuses du
TA), des cellules immunitaires (notamment les LT et les macrophages), les cellules composant
les capillaires et le réseau vasculaire (péricytes, cellules endothéliales, fibroblastes...) (Ouchi et al.

2011).

Extracellular matrix

Fibroblast vessel

Figure 11. Composition du tissu adipeux sain

Le tissu adipeux est une structure complexe regroupant de multiples types cellulaires. Les adipocytes sont
la principale composante cellulaire du tissu adipeux. Les autres types de cellules qui sont présentes sont
des cellules précurseurs, des pré-adipocytes, des fibroblastes, des cellules vasculaires, des cellules
immunitaires. Ces cellules constituent la fraction stroma-vasculaire du tissu adipeux (Ouchi et col. 2011).
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I. 1. 2. a. Les adipocytes

L’adipocyte mature est la cellule spécifique du TA. C’est une grosse cellule sphérique pouvant
atteindre 100 a 200um. Son cytoplasme est largement occupé par une vacuole lipidique qui
repousse le noyau en périphérie contre la membrane plasmique. L’adipocyte présente deux
fonctions principales selon le contexte métabolique : (a) le stockage des lipides par le processus
de lipogénése qui assure la néosynthése d’acides gras a partir de glucose et de syntheése des
triglycérides et (b) la mobilisation des lipides via le processus de lipolyse.

Les adipocytes ne sont pas les mémes dans toutes les localisations. Ceux qui sont autour des
organes abdominaux sont plus petits, plus nombreux et métaboliquement plus actifs que ceux qui
sont en position sous-cutanée. Les adipocytes du TA viscéral ont une forte activité lypolytique et
liberent de grandes quantités d'acides gras libres. Ils présentent un profil sécrétoire différent avec
une expression de cytokines pro-inflammatoires plus marquée que le TA sous-cutané. (Avram,
Avram, and James 2005; Sarjeant and Stephens 2012a). Les adipocytes périvasculaires semblent
étre intrinsequement différents des adipocytes d'autres dépodts adipeux, comme en témoigne une
étude de Chaterjee et col dans laquelle les adipocytes périvasculaires des arteres coronaires
humaines ont été comparés aux adipocytes des dépots périrénaux et sous-cutanés. L'étude a révélé
que les adipocytes périvasculaires sont moins différenciés et ont un profil sécrétoire favorisant les
cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-6, I'IL-8 et le MCP-1 avec une sécrétion réduite de
l'adiponectine. Les auteurs suggerent que les adipocytes périvasculaires contribuent plus
spécifiquement a l'inflammation vasculaire et au développement de 1'athérosclérose (Chatterjee et
al. 2009).

Les données récentes montrent que les adipocytes peuvent jouer un rdle microbicide, c’est le cas
par exemple dans I’infection a Staphylococcus aureus ou les adipocytes sont capables de

sécréter des défensines, role normalement joué par les macrophages (L. Zhang et al. 2015).

II. 1. 2. b. Les cellules de la fraction stroma-vasculaire

- Les cellules progénitrices

Le TA est aussi caractérisé par un fort potentiel progéniteur. D’apres I’ISCT (International Society
for Cellular Therapy), les cellules souches mésenchymateuses sont capables de se différencier en
un ou plusieurs types cellulaires (Bourin et al. 2013). Les trois criteres principaux établis par
I’ISCT pour définir les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont leurs capacités
d’adhérence au plastique, I’expression positive des molécules CD73, CD90, CD105 et négative de
CD11b, CD14, CD45 et HLA-DR, et enfin leurs pouvoir de différenciation en lignées

mésenchymateuses : chondrocytes, adipocytes, myocytes et ostéoblastes.
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Les cellules souches dérivées du TA sont isolées de la FSV et ont une forte ressemblance avec les
cellules souches de la moelle osseuse (BMSC) pour I’expression de marqueurs de surface
cellulaire courants, leurs profils d'expression génique et leurs pouvoir de différenciation (Lin et al.
2008). Les cellules souches mésenchymateuses du TA, contrairement a celle de la moelle osseuse
peuvent étre obtenues en grandes quantités et a faible risque. En plus d'étre plus abondant et
facilement accessible, le tissu adipeux contient beaucoup plus de cellules souches que la moelle
osseuse (5 000 contre 100 a 1 000 par gramme) (Strem et al. 2005). De ce fait, les cellules souches
du TA sont particulicrement étudiées en tant que source de cellules souches mésenchymateuses
chez I’adulte, du fait de leur propriétés progénitrices et leur facilité d’accés en vue de stratégies
thérapeutiques régénératives.

Les CSM présentent d’autre part des propriétés immunitaires remarquables. In vitro, les CSM
inhibent la prolifération des LT, des LB, des NK et des DC, en induisant leur anergie. Les CSM
peuvent inhiber une variété de fonctions telles que la sécrétion de cytokines, 1’effet cytotoxique
des LT et des NK, la maturation des LB et leur capacité de sécrétion d'anticorps (De Miguel et al.
2012). Les CSM dérivées du TA présentent des capacités immunosuppressives a la fois in vitro et
in vivo. L’injection de ces dernicres un jour apres la transplantation augmente considérablement
la survie de l'allogreffe de la peau en inhibant la réponse immunitaire pro-inflammatoire Th17 et
en améliorant la réponse immunitaire protectrice Treg. La thérapie par les CSM du TA pourrait
ouvrir de nouvelles opportunités pour promouvoir la survie des allogreffes lors des transplantations
cliniques (Larocca et al. 2013). Le role immunomodulateur de cette fraction dans un contexte

infectieux reste aussi a mieux déterminer.

- Les cellules endothéliales

La présence d’un réseau vasculaire fonctionnel est nécessaire pour assurer l'intégrité et le bon
fonctionnement du TA. L'apport insuffisant d'oxygene génere une zone hypoxique dans le tissu
qui favorise les anomalies métaboliques et le recrutement de cellules immuno-inflammatoires
(Villaret et al. 2011). Au cours du processus inflammatoire, 1'activation des cellules endothéliales
aboutit a des voies de signalisation intracellulaire conduisant a la production d'une série de
molécules d'adhésion cellulaire (CAM), de chimiokines et de cytokines, ainsi que d'ectoenzymes
(Sengenes et al. 2007). En 2012 le groupe du Pr Saverio Cinti, en collaboration avec 1’équipe de
Silvia Corvera, a publié un article suggérant que les cellules endothéliales des capillaires du TA

blanc et brun peuvent se différencier en cellules adipeuses matures (K. V. Tran et al. 2012).
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- Les cellules immunitaires
Les lymphocytes T

Différentes sous-populations de LT sont décrites dans les TA : les LT CD4+ et les LT CD8+. Une
population particulicrement étudiée est celle des LT CD4+ régulatrices (Treg). Les Treg sont
abondantes dans le TA viscéral de souris non-obeses (40-70% des LT CD4+ totaux) et leur nombre
est considérablement réduit dans les modeles animaux de résistance a l'insuline et d’obésité
(Feuerer et al. 2009).

Les Treg du TA sont différents de leurs homologues retrouvés dans les organes lymphoides. Les
Treg présentent un profil phénotypique et transcriptionnel différent et un répertoire de
reconnaissance des antigenes specifique au TA (Cipolletta et al. 2011). Les Treg du TA se
distinguent par la surexpression de CCR1, CCR2, CCR3, CCRS5, CCR9 et CXCR6 et une sous
expression de CCR6, CCR7 et CXCR3. Ce profil de migration spécifique pourrait contribuer a
I’accumulation des Treg dans le TA (Feuerer et al. 2009; Cipolletta et al. 2011). Les Treg du TA
produisent de I’IL-10 et présentent la particularité d’exprimer le récepteur a I’IL-10. D’un point
de vue transcriptionnel, les Treg du TA présentent une signature unique avec I’expression du
facteur de transcription PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor), un facteur de
transcription essentiel a la biologie des adipocytes. L’expression de PPARY par les Treg du TA est
nécessaire a leur accumulation dans le TA, a 1’établissement de leur phénotype et leurs fonctions
(Cipolletta et al. 2012). L’impact des thiazolidinediones, famille d’anti-diabétiques agonistes de
PPARYy permettant la mobilisation du TA viscéral abdominal, n’est d’ailleurs pas restreint aux
adipocytes puisque I’expression de PPARy sur les Treg du TA est indispensable a la restauration
complete de la sensibilité a 1'insuline médiée par le pioglitazone chez les souris obeses (Cipolletta
et al. 2012). Les Treg du TA constituent un exemple de choix de la notion de « plasticité
fonctionnelle » et de « signature tissu-spécifique » des Treg. Le développement d’un programme
de différenciation proche des cellules cibles de leur régulation est envisagé comme une stratégie

d’adaptation des Treg permettant de moduler le plus efficacement leurs cibles.

Les LT CD8+ effecteurs et les LT CD4+ Thl sont eux principalement décrits dans les contextes
de perturbations métaboliques (obésité, diabete). Le recrutement et 1'activation de ces cellules dans
le TA contribuent a la cascade pro-inflammatoire qui est aussi associée aussi a la résistance a
I’insuline (Schipper et al. 2012). La séquence selon laquelle les différentes populations
immunitaires pro-inflammatoires interviennent pour conduire a I’inflammation locale reste a
mieux définir. L’accumulation des macrophages (et leur modification phénotypique vers un profil

pro-inflammatoire) dans le TA de souris et les humains obeses est largement démontrée (Weisberg
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et al. 2003; Lumeng, Bodzin, and Saltiel 2007; Gékhan S. Hotamisligil 2006). Pourtant les travaux
de Nishimura et col. suggérent que I’infiltration par les LT CD8+ précéde les modifications du

compartiment macrophagique (Nishimura et al. 2009).

Les macrophages
Les macrophages sont aussi une population tres représentée dans le TA. Ces cellules ont été
détectées en microscopie et par des expériences de cytométrie en flux. Ces cellules présentent des
profils phénotypiques qui varient en fonction du tissu dans lequel elles résident et du contexte

métabolique (Curat et al. 2004).

Hétérogénéité fonctionnelle: Classification des sous-populations macrophagiques

Pour imiter la nomenclature des LT CD4 de type Th1/Th2, une classification M1/M2 basée sur les
caractéristiques fonctionnelles et les phénotypes des macrophages a été proposée.

- Les macrophages M2 sont dits « anti-inflammatoires » ou « alternativement activés ». Différents
signaux, y compris IL-4, IL-13, les glucocorticoides et I'adiponectine induisent leur polarisation.
Les macrophages M2 produisent de grandes quantités de cytokines anti-inflammatoires (comme
I’IL-10) préservant I’intégrité des tissus. Cependant, le terme M2 semble regrouper des sous-
populations relativement hétérogenes fonctionnellement. Trois sous-populations ont été proposées
pour mieux caractériser ces macrophages M2: (i) M2a, induite par 1'lL-4 ou IL-13 et impliquée
dans la destruction de parasites, (ii)) M2b, induite par 1'exposition des complexes immuns et
impliqué dans I’immunorégulation, et (iii) M2c, induite par 1'IL-10 et les glucocorticoides.
L’identification des M2 est basée sur I’expression de la molécule CD206 (récepteur au mannose),
et la molécule CD163 (récepteur scavenger) (S. Gordon and Taylor 2005) mais aucun marqueur
ne fait réellement consensus.

- Les macrophages M1 sont dits « pro-inflammatoires » ou « classiquement activés ». Leur
maturation est induite par des stimuli bactériens (LPS), des cytokines Thl telles que 1'IFNy, le
TNF-a et le GM-CSF. Ces cellules sont caractérisées par une sécrétion élevée de cytokines pro-
inflammatoires (TNF-a, IL-12 et IL-23), une forte production d’oxydes nitriques et une grande
capacité de présentation antigénique. Les macrophages M1 ont une activité microbicide claire et
pourraient jouer un rdle dans la mise en place de la résistance a I’insuline associée a 1’obésité. Les
marqueurs utilisés pour I’identification des M1 sont le CD40, le CD80 ou encore le CD86 et le
CMH de classe II, méme si a nouveau, aucun marqueur ne fait consensus. Les M1 pourraient jouer
un role dans la mise en place de la résistance a I’insuline associée a I’obésité via la sécrétion de

certaines cytokines inflammatoires. L’accumulation des macrophages dans le TA hypertrophié et
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leur role pathogene via la sécrétion de cytokines est clairement démontré (Vachharajani and
Granger 2009).

Il est important de noter que les états de polarisation M1 ou M2 sont les extrémes d'un spectre :
les macrophages présentent in vivo des phénotypes intermédiaires qui sont fortement influencés
par le microenvironnement tissulaire ou ils résident. Dans le méme temps, d’autres équipes
proposent une nouvelle classification des macrophages établie en fonction de leur fonctions :
activité de défense contre les pathogenes (proche du phénotype M1 avec activité microbicide); la
cicatrisation des plaies (promue par 1'[L-4 produite par les cellules Th2); et la régulation

immunitaire (de préférence induite par I'IL-10 produite par Tregs) (Martinez and Gordon 2014).

Autres cellules de 'immunité présentes dans le tissu adipeux

Réle fonctionnel Données concernant le TA
Cellules Présentation de I'Ag Peu exploré dans le TA
dendritiques | Sécrétion de cytokines A proportion dans TA de souris HFD

Activation et différenciation des LT | Différenciation en LT pro-inflammatoires favorisée par les
DC isolées de patients obeses.

Mastocytes Capacité de dégranulation rapide A proportion dans TA de souris HFD et patients obeses
Sécrétion de médiateurs pro- | Déplétion des mastocytes réduit I'infiltrat macrophagique,
inflammatoires la prise de poids et la sensibilité a l'insuline dans les

modeles HFD.

Effet angiogénique des mastocytes

Neutrophiles | De courte durée de vie < 1% chez les animaux maigres
Migration précoce sur le site | A proportion dans TA de souris HFD
d’infection

Participe au rerutement des autres
cellules de I'immunité
Cellules iNKT | Reconnaissance des lipides et | Dansles modéles d’obésité, 21 proportion iNKT dans le TA

glycolipides
Cellules NK Activité cytotoxique naturelle \ activité NK chez le sujet obése
Roéle pro- ou anti-inflammatoire \ infiltrat macrophagique si déplétion NK
ILC Roéle pro- ou anti-inflammatoire N du nombre des éosinophiles et des macrophages
si déplétion ILC
LTyd Réle pro- ou anti-inflammatoire Dans les modeles d’obésité, A1 proportion

Tableau 2. Populations de cellules immunitaires identifiées dans le tissu adipeux.

Tableau non exhaustif répertoriant les sous-populations présentes dans le TA, leur réle fonctionnel général
et plus spécifiquement décrit dans le TA. (Abraham and St John 2010; Boulenouar et al. 2017; Galli et al.
2005; B.-C. Lee and Lee 2014; R. M. Steinman 2008)

Les cellules dendritiques (DC) du TA

Leur identification dans le TA est compliquée par le fait que I'un de leurs principaux antigenes,
CDlIc, est abondamment exprimé également sur les macrophages pro-inflammatoires du TA de

type M1 chez la souris (en cytométrie de flux, les macrophages du TA sont généralement définis

comme des cellules F4/80+ CD11b+ CD11c+ tandis que les DC sont F4/80- CD11b-low CD11c+)
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(Dominguez and Ardavin 2010). Il a été démontré dans les modeles murins d'obésité qu'un régime
alimentaire riche en matieres grasses augmente la proportion de DC du TA et que l'expression de
CDlc, CDllc et CD83 est élevée dans le TA sous-cutané des patients obeses par rapport a leurs
homologues non obeses (Bertola et al. 2012). De plus, les DC de sujets obeses sont capables in
vitro d'induire la différenciation des LT vers un profil pro-inflammatoire Th17 (cellules produisant
I’IL-17), tandis que la quantit¢ de DC CD103+, importantes pour la différenciation des cellules
Treg, est diminuée. Dans une autre étude, la déplétion génétique des DC a été associée a une
diminution du nombre des macrophages du TA, des macrophages hépatiques et d’'une amelioration
de I’insulino-résistance, bien qu'il ne soit pas clairement démontré si ces effets pouvaient étre
attribuables uniquement a la dépletion des DC ou plutdt a la perte de poids qui accompagnait la

mutation (Stefanovic-Racic et al. 2012).

Les mastocytes

Les mastocytes activés sécretent différents médiateurs inflammatoires comprenant l'histamine,
I'héparine, les médiateurs lipidiques (PGE2 et LTB4), les protéases (chymases et tryptases) et les
cytokines pro- et anti-inflammatoires (TNF-a, IL-1f, IL-6, TGF-8, IL-4 et IL-10) (Abraham and
StJohn 2010). Bien qu'ils ne soient pas aussi abondants que les macrophages dans le TA, le nombre
de mastocytes est significativement plus élevé chez les souris et les humains obeses (L. L. Liu et
al. 2010). Les souris déficientes en mastocytes ne montrent pratiquement aucune infiltration des
macrophages du TA, une sensibilité améliorée a 1'insuline et une réduction du poids corporel dans
les conditions de régime riche, tandis que la reconstitution des mastocytes apres leur déplétion est
suivie d'une augmentation de I'IR (L. L. Liu et al. 2010). L'IL-6 et 'lFN-y semblent jouer un rdle
important dans ce processus, car la reconstitution avec des mastocytes provenant des souris 1L-6
KO ou IFN-y KO n'a pas eu d'effet sur la sensibilité a I'insuline. Le déficit en mastocytes entraine
également une diminution de I'angiogénese suggérant que les mastocytes pourraient contribuer a

l'inflammation du TA par I’augmentation de I’angiogénese (L. L. Liu et al. 2010).

Les lymphocytes T cytotoxiques naturels invariants (iNKT)

Les iNKT expriment un TCR semi-invariant et se distinguent des LT classiques par leur capacité
a reconnaitre les lipides et les glycolipides présentés par la molécule CD1d (molécule du CMH
non classique). Les cellules iNKT semblent étre plus enrichies dans le TA que dans la circulation
systémique (Lynch et al. 2009). En cas d'obésité, le nombre de cellules iNKT est réduit dans le TA

ainsi que dans la circulation périphérique et le foie (Lynch et al. 2012). Cependant, le rdle exact
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des cellules iNKT dans I'inflammation liée a 1'obésité et I’insulino-résistance n'est toujours pas

clair.

Les cellules cytotoxiques naturelles (NK, natural killer)

Les cellules NK s’activent en I’absence de molécules de CMH classe I, en présence de différents
ligands associés a des molecules de stress cellulaire et/ou par liaison d’IgG membranaire via
CD16/FcyR3 qui est un récepteur activateur (ADCC). Elles exercent une activité cytotoxique,
impliquant la libération de protéines cytotoxiques comme la perforine, les granzymes et la
granulysine (Bellora, Castriconi, Dondero, Pessino, et al. 2014). L'environnement cytokinique
régule le phénotype et la fonction des cellules NK. Une étude récente a décrit la réduction des
cellules NK chez les patients obeses (Laue et al. 2015). Il a été montré chez la souris qu’en absence
de LT et B, les cellules NK étaient capables de produire I’'IFN-y et le TNF-a entrainant le
recrutement de macrophages dans le TA pendant I'obésité (Duffaut, Galitzky, et al. 2009). De plus,
l'ablation des cellules NK réduit l'infiltration des macrophages du TA (O’Rourke et al. 2014).
Enfin, un régime alimentaire riche en matieres grasses augmente la production d'IFN-y par les NK
du TA (Wensveen et al. 2015). Chez I'homme, les cellules NK du TA des sujets obeses ont un
phénotype activé (O’Rourke et al. 2013) et les cellules NK périphériques des sujets obeses ont une
capacité altérée a éliminer les cellules tumorales in vitro (O’Shea et al. 2010). Ce phénomene
semble étre réversible apres la perte de poids (Moulin et al. 2011). De plus, chez la souris, le
phénotype des cellules NK 1i€ a 1'obésité a été normalisé apres transfert adoptif chez les animaux
maigres (Lautenbach et al. 2009). Globalement, ces données suggerent que 1'obésité peut induire
la production de facteurs conduisant a une altération du phénotype et de la fonction des cellules

NK (Viel et al. 2017).

Les cellules lymphoides innées (ILCs)

Les cellules lymphoides innées (ILCs) sont enrichies dans les tissus d’interface avec
I’environnment extérieur, les barrieres épithéliales telles que l'intestin, les poumons et la peau
(Artis and Spits 2015). Les ILCs sont des producteurs rapides de cytokines pro-inflammatoires et
anti-inflammatoires régulatrices en réponse a une production locale de cytokines, une infection
pathogéne ou une perturbation microbienne commensale (Artis and Spits 2015; Serafini,
Vosshenrich, and Di Santo 2015). Plusieurs études ont identifié certaines populations d'ILC dans
des tissus non barrieres tels que le TA. Bien que ces populations d’ILC associées au TA limitent

l'inflammation et contribuent a I'noméostasie métabolique (Brestoff and Artis 2015), on ne connait
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pas clairement la contribution des ILC résidant dans les TA a la progression de la pathologie

métabolique (O’Sullivan et al. 2016).

Les lymphocytes Tyd

Les LTyd relient les réponses immunitaires inflammatoires innées et adaptées (Bonneville,
O’Brien, and Born 2010). Dans la périphérie, les cellules Tyd sont naturellement activées et
sécretent rapidement des cytokines, telles que I'IFN-y, le TNF-a et I'lL-17a (Tough and Sprent
1998). Des sous-populations spécifiques de LTyo sont localisées dans les organes et jouent des
roles spécifiques, tels que la protection de 1'hote contre les blessures et les agents pathogenes. Ils
sont soit pro- ou anti-inflammatoires, en fonction des stimuli environnementaux (Carding and
Egan 2002). Plus récemment, on a observé que les LTyd sont également présents dans le TA
(Zuniga et al. 2010; Jiang et al. 2014). Apres un régime riche en gras a longue durée, il y a une
accumulation de LTyd dans le TA, et ces derniers sont une source principale d'IL-17a, une cytokine
qui régule 'adipogenese et le métabolisme du glucose dans le TA (Zuafiga et al. 2010; Caspar-

Bauguil et al. 2005) et exerce une activité pro-inflammatoire.

IL. 1. 3. Fonction métabolique du TA
Le TA est un acteur majeur de la régulation métabolique systémique. En tant que réservoir

énergétique, le TA conserve la chaleur du corps et contrdle la mobilisation des lipides (Sethi and

Vidal-Puig 2007).

Site de stockage des lipides : les adipocytes

Comme décrit précédemment, ’adipocyte est central a I’équilibre métabolique de chaque individu.
L'excédent d'énergie est efficacement stocké sous forme de triglycérides (TG) dans le TA par la
voie de la lipogenese. Cependant, le stockage de TG dans les adipocytes augmente la taille des
gouttelettes lipidiques, ce qui entraine une hypertrophie des adipocytes et potentiellement une
obésité ultérieure (Tan and Vidal-Puig 2008). En revanche, lors d’une phase de jeline ou de fortes
dépenses énergétiques, les TG stockés dans les adipocytes sont décomposés en glycérol et en
acides gras par la voie de lypolyse (Lafontan and Langin 2009). Le glycérol et les acides gras
libérés du TA peuvent ensuite étre transportés dans le sang jusqu’au muscle, foie et autres organes

(Frayn 2002).
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Biologie des adipocytes

- Différenciation cellule souche adipeuse/préadipocyte/adipocyte

Le TA est dérivé de cellules mésenchymateuses embryonnaires et contient une population de
cellules souches mésenchymateuses, progénitrices des cellules adipocytaires : les cellules souches
adipeuses (ASC) (Patricia A. Zuk 2010). Zuk et col. ont confirmé que I'ASC est capable de se
différencier en plusieurs types de cellules mésodermiques: adipogéniques, chondrogéniques,
ostéogéniques et myogéniques (P. A. Zuk et al. 2001). Dans le TA, une différenciation
physiologique conduit a la génération d’adipocytes. L’adipogenese débute par la détermination et
I’engagement vers le lignage adipocytaire des ASC en préadipocytes qui se différencieront en
adipocytes (Sarjeant and Stephens 2012b) (Figure 11). Si, in vitro, les différents stades de
différenciation sont relativement bien identifiés, il n’existe pas de stratégies phénotypiques
permettant de distinguer ASC et pré-adipocytes ex vivo.

Si la différenciation en adipocytes est attendue dans le TA, la conversion du TA en os calcifié a
été observée dans plusieurs maladies, y compris le lupus, la nécrose de la graisse sous-cutanée

(Shackelford, Barton, and McAlister 1975) et la maladie de Paget (Clarke and Williams 1975).
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Figure 12. Différenciation des pré-adipocytes en adipocytes.

Processus de transition, du pré-adipocyte a I'adipocyte mature, y compris les différentes étapes (Esteve
Rafols, 2014).

- Modification des adipocytes matures selon le contexte métabolique

Dans les contextes de suralimentation, il existe deux mécanismes principaux d’élargissement du
TA: I'hyperplasie (augmentation du nombre de cellules) et 'hypertrophie (augmentation de la taille
de la cellule) (Jo et al. 2009). L'obésité du TA est influencée par le régime alimentaire et la
génétique. Ces mécanismes sont physiologiques aux premiers stades du développement des TA
(Drolet et al. 2008; Spalding et al. 2008) et peuvent constituer un mécanisme sain d’augmentation
des capacités de stockage de matieres grasses (Zeve, Tang, and Graff 2009). Dans les contextes
d’obésite, I’'hypertrophie survient avant I'hyperplasie pour fournir une capacité supplémentaire de

stockage des graisses (Faust et al. 1978). Les limites d'expansion sont basées sur de multiples
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facteurs, comme par exemple I'hypoxie (Halberg et al. 2009) ce qui va aboutir a des adipocytes

dysfonctionnels.

I1. 1. 4. Fonctions endocriniennes : les adipokines

Le TA est aussi un organe métabolique actif présentant une forte activité endocrinienne, c’est-a-
dire la capacité de sécréter une variété de peptides bioactifs, appelées adipokines. Les adipokines
sont des molécules de nature protéique, peptidique et lipidique a activité autocrine, paracrine et
endocrine. Ces facteurs, sont capables d’influencer les comportements, la régulation énergétique,
I’oxydation des lipides, la fonction immune, les fonctions vasculaires, la situation hormonale et
ont des activités pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. La production ou la sécrétion déréglée
de ces adipokines dues a un dysfonctionnement du TA peut contribuer a la pathogenese des
complications liées a 1'obésité.

L'adiponectine et la leptine sont les adipocytokines les plus abondamment et les plus
spécifiquement produites par les adipocytes.

- L’adiponectine présente des propriétés métaboliques et immunologiques. Elle est retrouvée a
des concentrations €levées dans le sérum humain (5-10 mg par mL, par rapport a la leptine, qui
circule a une concentration de quelques ng par mL) et possede une large gamme d'activités
biologiques (Fantuzzi 2005). Les taux sériques d'adiponectine sont nettement diminués chez les
personnes atteintes d'obésité viscérale et les insulino-résistants (Arita et al. 1999). L'adiponectine
induit également la production de cytokines anti-inflammatoires importantes, telles que IL-10 et
I'antagoniste des récepteurs de IL-1 (IL-1RA), par des monocytes humains, les macrophages et des
cellules dendritiques (DC) et supprime la production d'IFN-y par des macrophages humains
stimulés par le LPS (Wolf et al. 2004).

- Contrairement a 'adiponectine, la leptine est considérée comme une cytokine pro-inflammatoire
et elle a une similarité structurelle avec d'autres cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-6,
I'TL-12. La fonction principale de la leptine est le controle de 1'appétit (Cava and Matarese 2004).
Les souris avec une mutation dans le géne codant pour la leptine (souris ob/ob) ou le géne codant
pour le récepteur de la leptine (souris db/db) sont utilisées dans de nombreuses études comme
modeles d'obésité. Cependant, ces souris ont également divers défauts de I'immunité cellulaire et
humorale (Mandel and Mahmoud 1978; Lord et al. 1998; Y. Zhang et al. 1994).

Diverses autres cytokines produites par le TA ont été caractérisées telles que le TNF-a, 1'1L-6,
I'IL-1 et le ligand CC-chimiokine 2 (CCL2, également connu sous le nom de MCP-1). D’autres
facteurs solubles sont aussi produits : les médiateurs du processus de coagulation, tels que

l'inhibiteur de l'activateur du plasminogene type 1; certains facteurs du complément (Wellen and
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Hotamisligil 2005). Chacun de ces facteurs participe également aux réponses immunitaires et bien
que certains d'entre eux soient également produits par des adipocytes, ils ne sont généralement pas

considérés comme des adipocytokines.

I1.1.5. Caractérisation immunologique du TA

Des les années 1990, I’adipsine sécrétée par les adipocytes s’est révélée étre identique au facteur
D du complément révélant le potentiel immunologique du TA (Cook et al. 1985). Le lien étroit
entre TA et systtme immunitaire est aujourd’hui clairement démontré par la production de
cytokines pro- ou anti-inflammatoires au sein du TA mais aussi par la présence de cellules de
I’immunité au sein de la FSV. Tout comme les fonctions endocrines, la composante
immunologique est aussi grandement modifiée par le contexte métabolique et participe a

I’installation des perturbations métaboliques au sein du TA.

II. 1. 5. a. Cytokines pro et/ou anti-inflammatoires
A TD’état basal, les TA sécretent un petit nombre de facteurs anti-inflammatoires, tels que
I’adiponectine et SFRPS5 (Ouchi et al. 2011). A D'inverse, dans les contextes d’obésité, la

production d’adipokines pro-inflammatoires est bien documentée (Figure 12).
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Figure 13. Modulation du profil inflammatoire du tissu adipeux au cours de I'obésité

Les adipokines anti-inflammatoires, y compris I'adiponectine, sont préférentiellement produites par le TA
maigre. Au cours de l'obésité, le TA sécrete de grandes quantités d’adipokines pro-inflammatoires, y
compris la leptine, la résinine, le TNF, I'lL-6, IL-18 (Ouchi et col. 2011).

Ces adipokines pro-inflammatoires produites par les cellules immunitaires sont principalement le

TNF-a, I'IL-6, 'IL-1B, MCP-1, .... Plusieurs autres adipokines pro-inflammatoires ont été
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récemment identifiées telle que la résistine, la protéine 4 liant le rétinol (RBP4), la lipocaline 2,

IL-18, angiopoietin-like protein 2 (ANGPTL2).

II. 1. 5. b. Fonctions immunitaires des cellules du TA

Tres bien étudiée dans le contexte de la régulation des adipocytes, I’activité immunitaire propre
des cellules immunitaires du TA reste mal connue. C’est curieusement 1’activité anti-infectieuse
des adipocytes qui est caractérisée dans la littérature. Des données récentes montrent que les
adipocytes expriment les molécules de CMH de classe II, leur conférant ainsi une capacité de
présentation d’antigene aux LT CD4+. Les adipocytes constituent alors une population de cellules
présentatrice d’antigéne, pouvant activer les LT CD4+ et induire la secrétion de I’'IFN- y (Xiao et
al. 2016). L’expression du CMH II sur les adipocytes est augmentée au cours de 1’obésité. Un autre
role récemment décrit, qui est tout aussi surprenant, est la capacité des adipocytes a sécréter au
niveau de la peau des peptides antimicrobiens, conférant une protection contre 1’infection par le

Staphylococcus aureus (L. Zhang et al. 2015).

II. 1. 5. c. Interaction entre environnement adipeux et cellules immunitaires.

L’immunométabolisme est une discipline émergente qui étudie le lien entre immunité et
métabolisme. Cette discipline regroupe deux domaines d’étude : le premier étudie les effets des
cellules immunitaires sur les fonctions métaboliques et les organes qui régulent le métabolisme du
corps entier, comme le TA et le foie. Le second explore le role des voies métaboliques au sein des
cellules immunitaires et la facon dont elles régulent la réponse immunitaire. Des voies
métaboliques distinctes sont utilisées en fonction des besoins métaboliques de chaque cellule
(Pearce and Pearce 2013). Les LT « mémoires » ou « naifs » ont un métabolisme tres différent de
leurs homologues « effecteurs ». Les cellules au repos n'utilisent pas de glycolyse aérobie, mais
s'appuient sur I’oxydation mitochondriale des acides gras pour leur développement et persistance
(Van Der Windt et al. 2012). A D'inverse, les cellules effectrices qui ont de forts besoins
énergétiques privilégient la glycolyse aérobie. Indépendamment des voies énergétiques mobilisées
par les LT, les ressources en lipides ou glucides doivent €tre disponibles et vont probablement
moduler les réponses immunitaires. La qualité des réponses immunitaires se développant dans le

TA et I’'influence de I’environnement adipeux restent a mieux définir.

II. 1. 5. d. Différence entre tissu adipeux sous-cutané et viscéral.
Les études différencient les propriétés métaboliques et immunologiques du TA en fonction de sa

localisation. Il est décrit que le TAV possede un potentiel plus important de sécrétion de cytokines
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pro-inflammatoires comme I’IL-6 et le TNF-a et de CRP et d’adiponectine (Weisberg et al. 2003;
Lemieux et al. 2001; Motoshima et al. 2002).

Le TAV contient un plus grand nombre d’adipocytes larges par rapport au TASC. Les adipocytes
du TAV sont plus actifs métaboliquement, plus sensibles a la lipolyse et plus résistants a I'insuline
que les adipocytes du TASC. Métaboliquement le TAV a une plus grande capacité a générer des
acides gras libres et a absorber le glucose que le TASC et est plus sensible a la stimulation
adrénergique, tandis que SCAT est plus avide dans 1'absorption des acides gras et des triglycérides
libres en circulation. (Marin et al. 1992 ; Misra and Vikram 2003). Toutes ses différences nous

ont conduits a traiter séparément les deux types de tissus.

II. 2. Pathologies métaboliques liées au tissu adipeux

II. 2. 1. L’obésité

L’obésité représente 1'un des cinq risques majeurs de morbidité dans les sociétés modernes.
L’augmentation dramatique de 1’incidence de 1’obésité pourrait se traduire, pour la premiere fois
dans I'histoire récente, par une diminution de I’espérance de vie en raison de nombreux troubles
comorbides associés (Olshansky et al. 2005). L’obésité augmente significativement le risque de
développer un diabete de type 2, de I’hypertension, des maladies coronariennes, la stéatose
hépatique et plusieurs types de cancers (Blither 2009; Hofbauer and Nicholson 2006; Kahn, Hull,
and Utzschneider 2006).

Les résultats récents démontrent que l'obésité est étroitement associée a une inflammation
systémique chronique stérile ou métainflammation (inflammation métabolique). La production de
cytokines par le TA en expansion est centrale au développement de 1’obésité. Des taux sériques
élevés de cytokines pro-inflammatoires (telles que le TNF-a et I'lL-6) sont observés chez les sujets
obeses (G S Hotamisligil, Shargill, and Spiegelman 1993). Par la suite, ces stimuli inflammatoires
¢levés induisent l'activation des voies IKKB/NF«kB et INK, qui régulent négativement l'action de
l'insuline dans les adipocytes et les hépatocytes (Shoelson, Lee, and Goldfine 2006). 11 a été
proposé que les réponses inflammatoires du TA puissent jouer un role causal dans 1’insulino-
résistance induite par I'obésité. Il est a noter que, dans les premiers stades de I'obésité, 1'expression
des genes inflammatoires est sélectivement induite dans les TA et non dans les autres organes
métaboliques que sont le foie et le muscle squelettique (Y. S. Lee et al. 2011).

II. 2. 2. Les lipodystrophies (congénitales)

La lipodystrophie congénitale est une maladie autosomique récessive rare qui se manifeste par,
I'absence de graisse sous-cutanée, une hypertrophie musculaire et une résistance a l'insuline

(Friguls et al. 2009). La maladie apparait dans la petite enfance avec une croissance linéaire
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accélérée, un vieillissement rapide des os et un grand appétit et une insulino-résistance (Capeau et

al. 2010).

II. 3. Altération du tissu adipeux au cours de l'infection par le VIH

L’infection par le VIH s’accompagne de troubles métaboliques et/ou de redistribution de la masse
graisseuse. Le HALS (highly active antiretroviral therapy-associated lipodystrophy) est un trouble
de la redistribution du TA classiquement décrit chez les patients infectés traités qui se caractérise
par une lipoatrophie du TA sous-cutané, incluant parfois une hypertrophie du TA viscéral et
I'accumulation de graisse dans la partie dorso-cervicale (bosse de bison). Cette lipodystrophie est
aujourd’hui moins fréquente, 1’action délétere de certains antirétroviraux de premiere génération
ayant été clairement établie. Mais l'infection par le VIH-1 et les protéines virales codées par le
VIH-1 contribuent aussi aux altérations du TA par leurs effets sur la biologie des adipocytes ou
indirectement par la promotion de l'inflammation locale dans le TA (Giralt, Domingo, and

Villarroya 201 1a).

I1. 3. 1. Impact direct de l'infection par le VIH

Des études suggerent que 1'infection par le VIH affecte le TA avant méme la mise sous ARV.
Plusieurs études rapportent que la sévérité de l'infection par le VIH s'associe a une prévalence
accrue de lipodystrophie (Jacobson et al. 2005; Grinspoon and Carr 2005). L’impact de I’infection
sur le TA pourrait étre indirect et li¢ a ’inflammation induite par I’infection. Il a ét¢ montré que
le TNF-a, cytokine pro-inflammatoire augmentée chez les patients infectés, altere la
différenciation et la fonction adipocytaire par l'inhibition de I'expression de PPAR-y (Jean-Philippe
Bastard et al. 2006). En conséquence, lI'expression de PPAR-y est réduite dans la graisse de
patients naifs de traitement (Boothby et al. 2009; Giralt et al. 2006) par rapport aux témoins non
infectés. L’inflammation chronique et persistante observée pourrait aussi affecter les propriétés
immunologiques du TA et perturber 1’équilibre immunométabolique du TA. Par ailleurs, des
études in vitro et in vivo ont permis de caractériser les altérations métaboliques (dyslipidémie,
insulino-résistance, stéatose hépatique) et immunologiques induites par les protéines virales du
VIH : Tat, Vpr, Nef (Neeti Agarwal et al. 2013; Beaupere et al. 2015). Les protéines virales
semblent exercer une activité anti-adipogénique par co-répression de PPAR-y.
Fait intéressant, les protéines Tat et Nef du VIH favorisent la sénescence des cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse humaine et modifient la différenciation ostéoblastique.

(Beaupere et al. 2015).
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II. 3. 2. Impact des ARV

L’utilisation des premiéres trithérapies a induit une fréquence importante de lipodystrophies. Avec
I’évolution des molécules utilisées en trithérapie, les formes lipoatrophiques sont moins
représentées mais une lipodystrophie associée a une accumulation du TASC et/ou du TAV au
niveau abdominal persiste. Les mécanismes de toxicité des antirétroviraux sont relativement bien
connus : dysfonction mitochondriale, perturbation de la différenciation adipocytaire, lipolyse
adipocytaire ¢élevée et apoptose des adipocytes. L’intensité et la nature de la toxicité dépendent des
classes d’ART utilisés. Deux classes d’ART jouent un role majeur dans le développement de

lipodystrophie acquise liée au VIH :

Les inhibiteurs de la transcriptase inverse
I1 existe deux types d’inhibiteurs de la transcriptase inverse : les analogues nucléosidiques (INTI)
et non nucléosidiques (INNTI). Les INTI (et en particulier ceux de la premiere génération, les
analogues de la thymidine (stavudine et zidovudine)) ont des effets déléteres sur le TA (Caron-
Debarle et al. 2010; Caron et al. 2008). Ils induisent une toxicité mitochondriale, 1’apoptose des
adipocytes et une altération de la lipogenese (El Hadri et al. 2004; Caron et al. 2007). Ils ont été
associés a la lipoatrophie du TASC. Les molécules de deuxieme génération comme le Ténofovir
(INTT pour nucléotidique) ont une incidence plus faible sur les lipodystrophies (Caron et al.

2007) et donc des effets moins marqués sur le TA.

Les inhibiteurs de protéase (IP)

Les IPs sont aussi responsables de perturbations métaboliques observées chez les patients
lipodystrophiques : insulino-résistance, diminution d’adiponectine et de leptine, augmentation de
la lipolyse du TA responsable d’une dyslipidémie (Caron et al. 2007; Giralt, Domingo, and
Villarroya 2011a; Lagathu et al. 2007). Ils alterent également 1’adipogenése en ayant une action
délétere a la fois sur les pré-adipocytes (Dowell et al. 2000) et sur les cellules souches
mésenchymateuses (Hernandez-Vallejo et al. 2013) et induisent I’apoptose des adipocytes (Dowell

et al. 2000).

Les autres classes d’ART

D’autres classes d’ART existent parmi lesquels les inhibiteurs d’intégrase (raltégravir,
dolutégravir) et les inhibiteurs d’entrée et de fusion. Le raltégravir ne semble pas avoir d’impact
sur I’adipogenese ou sur le métabolisme du TA (Pérez-Matute et al. 2011) mais ses effets a long

terme sont encore mal connus. Les effets du dolutégravir sur le TA ne sont pas décrits.
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Aujourd’hui, la majorité des patients infectés par le VIH est traitée par une trithérapie composée
de Ténofovir et emtricitabine (soit 2 INTI) associée a un inhibiteur d’intégrase (Dolutégravir ou
Raltégravir). Cette combinaison semble présenter des effets plus limités sur le métabolisme

lipidique (Boothby et al. 2009).

II. 3. 3. Le tissu adipeux site d’infection par le VIH ?

L’impact de I’infection par le VIH sur le TA a conduit a rechercher la présence du virus dans ce
tissu. Les données concernant la capacité du VIH a infecter le TA sont peu nombreuses et tres
hétérogenes. Dans un premier travail, Hazan et col. ont démontré que les adipocytes expriment le
récepteur CD4 et les récepteurs aux chimiokines CXCR4 et CCRS5 (Hazan et al. 2002). Ils en
concluaient que les adipocytes étaient donc des cibles potentielles du VIH. Ils ont aussi démontré
que les pré-adipocytes peuvent €tre infectés in vitro mais de facon peu efficace par le VIH-1
(Hazan et al. 2002). Une deuxieme étude a été menée a partir d’échantillons de lysats adipocytaires
chez des patients infectés par le VIH présentant des lipodystrophies. L’ ADN proviral a été détecté
chez deux patients sur 18 analyses. Les auteurs concluaient que le VIH ne se réplique pas et
n'integre pas le génome dans le TA chez ces patients. Hazan et col.; ont réévalué la capacité
d’infection des pré-adipocytes primaires humains et concluent que le VIH-1 ne peut pas infecter
le TA in vitro (Munier et al. 2003). A I’inverse, les résultats de Casteilla en 2005 démontrent que
le VIH-1 peut infecter les cellules adipeuses humaines in vitro et que l'infection productive peut
étre favorisée par un traitement de cytokines pro-inflammatoires (Maurin et al. 2005).
Etonnamment toutes ces études se sont focalisées sur une seule composante du TA qui est les
adipocytes et n’¢tudient pas les macrophages et les LT résidents, cibles classiques du VIH (Maurin
et al. 2005). Bien que le VIH ne semble pas infecter de facon productive les cellules adipeuses, les
adipocytes pourraient absorber et séquestrer des virions du VIH ou d'autres protéines solubles
(telles que Vpr, Nef et Tat) perturbant 'homéostasie adipeuse. En effet, il a ét€ démontré que les
protéines virales du VIH Vpr et Nef sont présentes dans le tissu adipeux, elles induisent un
recrutement macrophagique et ont un impact négatif sur 'homéostasie adipeuse en augmentant et
en modifiant I’expression de PPARy (Neeti Agarwal et al. 2013, 2013; Otake et al. 2004). Ces
observations fournissent une bonne raison pour reconsidérer 1'impact de l'infection par le VIH sur

le tissu adipeux en mettant 1'accent sur les cellules immunitaires plutot que sur les adipocytes.
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II. 4. Microbes et tissu adipeux
En raison de son association étroite avec l'intestin, le TA omental viscéral et les dépots
mésentériques adipeux pourraient étre beaucoup plus enclins a l'infiltration bactérienne par rapport

aux autres dépots adipeux.

1I. 4. 1. Infection du tissu adipeux

Comme le résume le tableau 2, la présence de bactéries, de parasites et de virus a été démontrée
dans le TA humain et murin. Les cibles cellulaires de ces infections au sein du TA et leur impact
sur la physiologie et le métabolisme adipeux sont spécifiques aux différents agents pathogenes.
Les pathogenes parasitaires (Trypanozoma cruzi) ou bactériens tels que Mycobacterium
tuberculosis, Rickettsia prowazekki, Staphylococus. aureus, C. pneumoniae et Enterococus
faecalis peuvent €tre séquestrés par des adipocytes humains et murins, entrainant généralement
une production de cytokines pro-inflammatoires ou une dérégulation des fonctions adipocytaires.
Rickettsia prowazekki, S. aureus et C pneumoniae peuvent se répliquer dans les lignées de cellules
adipocytaires murines 3T3-L1.

Puisque les macrophages constituent une fraction significative de la FSV du TA, Mycobacterium
tuberculosis est un agent pathogene attendu dans le TA. Mycobacterium tuberculosis peut en outre
infecter les adipocytes humains et murins en se liant a des récepteur scavenger adipocytaires
(Neyrolles et al. 2006; P. Agarwal et al. 2014): la bactérie s'accumule dans les gouttelettes
lipidiques et persiste dans un état latent (P. Agarwal et al. 2014; Neyrolles et al. 2000).

L'absorption microbienne par les adipocytes a également été démontrée pour T. cruzi chez la souris
et chez I'homme et E. faecalis chez les patients humains atteints de colite ulcéreuse ou de la
maladie de Crohn (Cencig et al. 2011; Combs et al. 2005; Zulian et al. 2013). CD36, un récepteur
scavenger, est exprimé par les adipocytes et permet également la séquestration intracellulaire de
ce germe (Franke-Fayard et al. 2005).

En ce qui concerne les virus, il a ét€ montré que le virus de la grippe, le cytomégalovirus, le virus
syncytial respiratoire et 1'adénovirus infectaient les adipocytes et augmentent la production de
cytokines pro-inflammatoires (Bouwman et al. 2008). A la différence des autres microbes,
I'adénovirus 36 augmente l'adipogenese et 1'expression de génes lipogéniques par des adipocytes

humains et murins.
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Microbe Hote Fraction Méthode de détection / Maladie associée Ref
cellulaire du Etude in vitro
TA
Adénovirus 36 Humain TA total ADN Ad36 par PCR niché Dépot massif de TA (Salehian et
dans le thorax et al.2010)
Macaques TA total ADN Ad36 par PCR niché I'abdomen
rhésus Obésité
(Dhurandhar
et al. 2002)
Enterococus Humain TA total Microscopie confocale Colite ulcérative (Zulian et al.
faecalis Infection directe des pré- Maladie de Crohn 2013)
adipocytes et adipocytes
matures
Mycobacterium Souris Adipocyte Microscopie confocale Tuberculose/TB (P. Agarwal
tuberculosis mature et Infection directe ex vivo latent et al. 2014)
SVF du TA des adipocytes primaires
murins
Humain TA total Tuberculose/TB (Neyrolles et
Adipocytes  PCR conventionnelle latente al. 2006)
Infection  directe  des
adipocytes humains
Plasmodium Souris, Rat TA total Imagerie in vivo Malaria cérébrale (Franke-
Berghei Fayard et al.
2005)
Rickettsia Souris Ta total ADN bactérien par PCR Maladie de Brill- (Bechah et
prowazekii Immuno-histochimie Zinsser/ Typhus al. 2010)
exanthématique
Trypanosoma Souris TA total ADN parasitaire par RT- Maladie de Chagas (Cencig et al.
cruzi PCR 2011)
Souris TA brun et
TA blanc ADN parasitaire par RT- (Combs et
PCR Infection directe de la al. 2005)

lignée adipocytaire 3T3-L1

Tableau 3. Tableau récapitulatif des pathogeénes détectés dans le TA.

Le tableau liste les pathogénes identifiés dans le TA en indiquant la fraction cellulaire dans laquelle il est

retrouvé, la méthode de détection utilisée et les pathologies associées a cette infection.
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La nature des réponses immunitaires induites suite a ces infections locales reste mal connue. Le
role des réponses par les LT n'est pas clair : les analyses clonotypiques des TCR des LT du TA de
souris obeses indiquent une diversité relativement limitée par rapport aux TCR des LT spléniques,
ce qui suggere que la charge microbienne n’est pas un médiateur important de la migration et/ou
accumulation des LT du TA (Yang et al. 2010). Les adipocytes expriment les TLRs qui induisent
une réponse inflammatoire lors de l'exposition a des ligands microbiens. Le LPS (un agoniste du
TLR4), par exemple, augmente la sécrétion de cytokines inflammatoires et de chimiokines, induit

une lipolyse et bloque 1'adipogenese chez les adipocytes humains et murins (Kopp et al. 2009).

I1. 4. 2. Microbiote du tissu adipeux
L’impact du microbiote intestinal sur les fonctions métaboliques a d'abord été identifié en
comparant des souris conventionnelles a d’autres exemptes de germes, soumises a un régime riche
en matieres grasses (Bickhed et al. 2004). Alors que les souris conventionnelles prennent du poids,
les souris dépourvues de germes restent maigres, bien que leur consommation quotidienne
d'aliments soit considérablement augmentée (Bickhed et al. 2004). Le rdle causal du microbiote
intestinal dans le développement d’atteintes métaboliques a ensuite été démontré par des
expériences de transfert de microbiote chez des souris dénuées de germe. Le gain de poids corporel
a été plus important lorsque les souris sans germe ont été colonisées avec du microbiote provenant
de souris obese plutdt que d'une souris maigre (Turnbaugh et al. 2006). Il a été démontré par la
suite que les patients obeses étaient caractérisés par une dysbiose du microbiote intestinal ou la
proportion des phylas principaux (Firmicutes et Bacteroidetes) a ét€é modifiée en faveur d'un exces
de Firmicutes par rapport aux témoins maigres (Ley et al. 2005). Fait important, cette dysbiose a
été inversée lorsque les patients obeses ont été soumis a des restrictions caloriques pendant
plusieurs mois. Il est intéressant de noter que les souris ob / ob ont montré une dysbiose intestinale
similaire (Ley et al. 2006). Au-dela du microbiote intestinal, des données plus récentes proposent
I’existence de microbiote spécifique de tissu, tels que le foie et le tissu adipeux. Cette notion de
microbiote spécifique du tissu adipeux, probablement trés liée au microbiote intestinal, reste a

mieux étudier (Burcelin et al. 2013).
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II1. Objectifs du travail de these

L’infection par le virus de I'immunodéficience humaine (VIH) est aujourd’hui une maladie
chronique. En effet, les ARV ne parviennent pas a éradiquer totalement le virus qui reste présent
dans des sites anatomiques ou cellulaires appelés "réservoirs". Cette persistance virale est aussi
associée a une inflammation chronique a bas-bruit, responsable de la majorité des comorbidités
associées au VIH (pathologies cardiovasculaires, incidence de cancers,...etc). Si 1’éradication du
virus semble un objectif difficilement accessible, réduire la taille des réservoirs et/ou
I’inflammation chronique sont des objectifs thérapeutiques actuellement considérés. Les
mécanismes (et sites) de persistance virale, tout comme les mécanismes d’inflammation chronique

sont multiples et complexes et ne sont probablement pas totalement identifiés.

Le tissu adipeux nous a semblé étre un candidat intéressant autant pour l'aspect "réservoir" que
pour la partie pro-inflammatoire pour plusieurs raisons. C’est un tissu relativement important en
poids, réparti dans tout 1’organisme et qui est riche en LT CD4+ et macrophages, les cibles
classiques du VIH. Il constitue de ce point de vue, un réservoir potentiel pour le VIH et ce d’autant
plus qu’il est positionné (pour le TA viscéral) a proximité de la muqueuse intestinale, une cible
principale du virus. D’autres ¢léments de réflexion nous ont semblé importants : (a) le lien
historique entre TA et VIH, bien que principalement li€ aux effets secondaires des ARV a renforcé
notre intérét pour ce tissu. En effet, la littérature montre un effet spécifique du virus sur le TA,
indépendamment des ARV ; (b) le TA est aussi décrit comme un site de persistance pour certains
agents pathogenes. Ces éléments nous ont conduits a envisager le TA comme un site d’infection ;
(c) une autre particularité du TA est son fort potentiel pro-inflammatoire, particulierement bien
décrit dans les contextes d’obésité. Si le TA adipeux sain (au sens non obese) est peu
inflammatoire, les perturbations métaboliques (liées par exemple a un régime riche en graisse) ou
immunologiques (injection de LPS) conduisent a la sécrétion d’une grande variété de cytokines
pro-inflammatoires et a ’infiltration de cellules de ’'immunité a potentiel pro-inflammatoire. La
littérature indique que 1I’IL-6 détectée dans le plasma est originaire au moins pour un tiers de la
production du TA (Weisberg et al. 2003). Le TA constitue donc un tissu pro-inflammatoire dont
I’influence au cours de I’infection par le VIH sur 1’établissement de 1’inflammation chronique
systémique reste a mieux définir. Cet aspect est aussi conforté par la littérature abondante dans le
domaine du métabolisme qui démontre la perturbation des fonctions métaboliques du TA par le
virus. Il est clair que le TA est un tissu largement affecté¢ au cours de I’infection chronique,

notamment dans son activité métabolique. Nous avons pos¢ 1’hypothese que le TA pourrait du fait
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(a) de la présence in situ du virus, (b) des perturbations métaboliques associées a I’infection et/ou
aux ARV, (c¢) de I’inflammation aigu€ puis de I’inflammation chronique persistante, présenter des
altérations significatives de son potentiel inflammatoire et participe en retour a I’inflammation
chronique systémique.

Nous avons donc souhaité réaliser une caractérisation virologique et immunologique du TA. Les

questions que nous nous sommes posées sont :

- Est-ce que le tissu adipeux est un site de persistance du VIH ? Peut-il constituer un
réservoir anatomique ?
Pour aborder cet aspect, nous avons utilisé un modele d’infection chronique par le SIV chez le
macaque cynomolgus. Cette stratégie nous permet de collecter du TA viscéral et sous-cutané
d’animaux infectés durant la phase chronique. Ces animaux sont infectés et virémiques et nous ont
permis de confirmer la présence de virus au sein des fractions LT CD4+ et macrophages du TA
Cette étape était un pré-requis crucial pour mettre en place une étude équivalente chez des patients
infectés par le VIH mais sous traitement efficace.
Les questions secondaires visaient a confirmer la qualité de « réservoir » du TA en utilisant des
stratégies de réactivation ex vivo des cellules infectées, mais aussi a évaluer 1I’importance

quantitative de ce réservoir par rapport aux réservoirs précédemment décrits.

- Quelle est la contribution du tissu adipeux en tant que source locale d’inflammation

chronique résiduelle ?
Nous avons posé I’hypothese que I’infection par le VIH pouvait particulierement affecter le TA et
notamment induire a une activité tres pro-inflammatoire qui pourrait contribuer a la persistance
virale et a I’inflammation chronique systémique. Nous avons comparé les concentrations de
cytokines dans les extraits de TA et dans le sérum de singes infectés et non infectés par le SIV.
D’autre part, nous avons caractérisé dans le modele cynomolgus, puis chez I’homme, la FSV et
recherché 1’éventuel impact de I’infection sur les sous-populations immunitaires du TA
potentiellement impliquées dans 1’inflammation. Les premicres études ont porté sur les fractions

LT CD4+ et les macrophages.

Cette premicre partie de I’étude nous a permis d’identifier le TA comme un site de persistance
virale chez le macaque infecté virémique et chez les patients infectés par le VIH, traités et
présentant une charge virale plasmatique indétectable. Dans le méme temps, nous avons observé

une faible perturbation du compartiment des LT CD4 du TA dans le modele macaque et chez les
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patients infectés contrdlant le virus sous traitement. Dans la continuité de ces travaux, nous avons

posé I’hypothése d’une faible activité immunitaire dans le TA, favorisant la persistance du virus.

- Quels sont les mécanismes qui pourraient favoriser la persistance du VIH/SIV

dans le tissu adipeux chez les patients infectés traités efficacement ?
Différents mécanismes, non mutuellement exclusifs, pourraient favoriser la persistance du virus.
Trois mécanismes nous semblent importants a évaluer : (a) Un mécanisme métabolique : le TA
pourrait favoriser la latence du virus au sein des cellules infectées. (b) Un mécanisme
immunologique : le TA présente soit de maniere intrinséque ou du fait de I’infection in situ, une
faible capacité de réponses immunitaires et donc une faible capacité a éliminer le virus. (c) Un
élément pharmacologique : la persistance du virus dans le TA malgré la mise sous traitement
pourrait €tre liée a une faible diffusion des ARV. C’est plus particuliérement les mécanismes
immunologiques que j’ai étudiés. Au vu de nos résultats chez le macaque montrant d’une part une
stabilité du compartiment LT CD4+ dans le TA au cours de I’infection, et d’autre part la faible
colocalisation des LT CD4+ et LT CD8+ dans le TA, nous avons souhaité mieux caractériser les
fractions LT CD4+ du TA. Ces cellules sont en effet cibles du virus mais aussi cellules effectrices

dans le TA de sujets infectés ou non par le VIH.
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Résultats

“La vérité scientifique sera toujours plus belle que les créations de notre imagination et que les illusions de notre ignorance.”

Claude Bernard
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Article 1. Adipose tissue is a neglected viral reservoir and an inflammatory site during chronic

HIV and SIV infection. PLOS Pathogens, 2015.

Abstract:

Two of the crucial aspects of human immunodeficiency virus (HIV) infection are (i) viral
persistence in reservoirs (precluding viral eradication) and (ii) chronic inflammation (directly
associated with all-cause morbidities in antiretroviral therapy (ART)-controlled HIV-infected
patients). The objective of the present study was to assess the potential involvement of adipose
tissue in these two aspects. Adipose tissue is composed of adipocytes and the stromal vascular
fraction (SVF); the latter comprises immune cells such as CD4+ T cells and macrophages (both of
which are important target cells for HIV). The inflammatory potential of adipose tissue has been
extensively described in the context of obesity. During HIV infection, the inflammatory profile of
adipose tissue has been revealed by the occurrence of lipodystrophies (primarily related to ART).
Data on the impact of HIV on the SVF (especially in individuals not receiving ART) are scarce.
We first analyzed the impact of simian immunodeficiency virus (SIV) infection on abdominal
subcutaneous and visceral adipose tissues in SIVmac251 infected macaques and found that both
adipocytes and adipose tissue immune cells were affected. The adipocyte density was elevated,
and adipose tissue immune cells presented enhanced immune activation and/or inflammatory
profiles. We detected cell-associated SIV DNA and RNA in the SVF and in sorted CD4+ T cells
and macrophages from adipose tissue. We demonstrated that SVF cells (including CD4+ T cells)
are infected in ART-controlled HIV-infected patients. Importantly, the production of HIV RNA
was detected by in situ hybridization, and after the in vitro reactivation of sorted CD4+ T cells
from adipose tissue. We thus identified adipose tissue as a crucial cofactor in both viral persistence
and chronic immune activation/inflammation during HIV infection. These observations open up
new therapeutic strategies for limiting the size of the viral reservoir and decreasing low-grade

chronic inflammation via the modulation of adipose tissue-related pathways.
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Abstract

Two of the crucial aspects of human immunodeficiency virus (HIV) infection are (i) viral per-
sistence in reservoirs (precluding viral eradication) and (ii) chronic inflammation (directly
associated with all-cause morbidities in antiretroviral therapy (ART)-controlled HIV-infected
patients). The objective of the present study was to assess the potential involvement of adi-
pose tissue in these two aspects. Adipose tissue is composed of adipocytes and the stromal
vascular fraction (SVF); the latter comprises immune cells such as CD4* T cells and macro-
phages (both of which are important target cells for HIV). The inflammatory potential of adi-
pose tissue has been extensively described in the context of obesity. During HIV infection,
the inflammatory profile of adipose tissue has been revealed by the occurrence of lipody-
strophies (primarily related to ART). Data on the impact of HIV on the SVF (especially in
individuals not receiving ART) are scarce. We first analyzed the impact of simian immuno-
deficiency virus (SIV) infection on abdominal subcutaneous and visceral adipose tissues in
SlVmac251 infected macaques and found that both adipocytes and adipose tissue immune
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cells were affected. The adipocyte density was elevated, and adipose tissue immune cells
presented enhanced immune activation and/or inflammatory profiles. We detected cell-
associated SIV DNA and RNA in the SVF and in sorted CD4* T cells and macrophages
from adipose tissue. We demonstrated that SVF cells (including CD4* T cells) are infected
in ART-controlled HIV-infected patients. Importantly, the production of HIV RNA was
detected by in situ hybridization, and after the in vitro reactivation of sorted CD4* T cells
from adipose tissue. We thus identified adipose tissue as a crucial cofactor in both viral per-
sistence and chronic immune activation/inflammation during HIV infection. These observa-
tions open up new therapeutic strategies for limiting the size of the viral reservoir and
decreasing low-grade chronic inflammation via the modulation of adipose tissue-related
pathways.

Author Summary

Chronic immune activation/inflammation and viral persistence in reservoirs are impor-
tant features of chronic HIV infection—even in patients receiving ART. We sought to
evaluate the involvement of adipose tissue in chronic HIV/SIV infections. Adipose tissue
accounts for 15 to 20% of the body weight, contains both adipocytes and (within the stro-
mal vascular fraction) immune cells, and exerts crucial metabolic and immune activities.
We postulated that adipose tissue might provide an ideal environment for HIV persistence
and immune inflammation. We first showed that viremic SIV-infected macaques had ele-
vated levels of immune activation and inflammation in adipose tissue, and that both resi-
dent CD4" T cells and macrophages were infected. In similar experiments in ART-
controlled HIV-infected patients, HIV DNA was detected in the stromal vascular fraction
of adipose tissue (more specifically, in adipose tissue CD4" T cells). Replication-competent
HIV was detected in ex vivo- activated, sorted adipose tissue CD4" T cells from six avire-
mic, ART-treated patients. Thus, adipose tissue may constitute a viral reservoir and be
involved in long-term immune activation and inflammation—even in ART-suppressed
patients. Given that adipose tissue is strongly regulated by both metabolic and immune
pathways, modulating adipose tissue may constitute a valuable means of limiting both
viral persistence and chronic inflammation in HIV-infected patients even ART-controlled.

Introduction

Human immunodeficiency virus (HIV) infection is characterized by massive CD4" T cell
depletion in the intestinal mucosa (progressively affecting blood and lymphoid CD4" T cells)
and sustained systemic immune activation and inflammation. The advent of antiretroviral
therapy (ART) has drastically changed the outcomes of HIV infection by enabling a reduction
in the viral load and the restoration (at least in part) of CD4" T cell counts. In people receiving
ART, chronic HIV infection is characterized by the persistence of viral reservoirs (preventing
the eradication of HIV) and chronic immune activation and inflammation (which are associ-
ated with all-cause, non-AIDS-related morbidity, such as cardiovascular disease and non-insu-
lin dependent diabetes, and mortality [1-3]. Similar observations (i.e. viral persistence and low
level immune activation and inflammation) apply-albeit to a lesser extent—to “HIV-control-
lers”, i.e. patients who are able to spontaneously control viral load [4,5]. The eradication or
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reduction of viral reservoirs remains a crucial therapeutic objective in the fight against HIV [6],
and both cellular and anatomical reservoirs require further investigation [7,8]. A second thera-
peutic objective is to circumscribe the sustained immune activation. It has been suggested that
microbial translocation is a potent factor in the maintenance of chronic immune activation/
inflammation [9], along with viral persistence, CD4" T cell lymphopenia, Th17 loss, a change
in the regulatory T cell balance, disruption of the lymph node architecture, viral co-infection,
accelerated ageing, the side effects of some antiretroviral drugs, and individual susceptibility
[2,10,11]). HIV-infected patients on ART are not always able to reestablish gut mucosa integ-
rity and/or normal CD4" T cell counts, and chronic, low-levels immune activation appears to
persist [12]. Taken as a whole, these data suggest that (i) immune activation and chronic
inflammation are driven by multiple factors and (ii) targeting several inflammatory mecha-
nisms may achieve better immune restoration.

We hypothesized that adipose tissue has an important role in both chronic immune activa-
tion/inflammation and viral persistence. In fact, adipose tissue is not merely a metabolic and
endocrine organ for lipid storage; it also exhibits strong immune activity: (a) adipose tissue is
an important site of production of both pro-inflammatory molecules (such as leptin, IL-6,
MCP-1 (CCL2), RANTES (CCL5) and TNF-a) and anti-inflammatory adipokines (such as adi-
ponectin) [13-21]; (b) the stromal vascular fraction (SVF) contains immune cells (CD4" T
cells and macrophages) that are potentially important target cells for HIV; and (c) a growing
body of evidence demonstrates the close relationship between the immune response and meta-
bolic alterations [22,23], such as the recruitment of activated CD8" T cells and inflammatory
macrophages and their participation in inflammation processes (and then the modifications of
the adipose tissue) in obesity and non-insulin dependent diabetes [24-31]. In the context of
obesity, the interplay between adipocytes and immune cells is being actively investigated. The
two cell types are clearly “partners in inflammation” as their coordinated action leads to adi-
pose inflammation [32]. Studies of the adipose tissue during HIV infection have essentially
addressed the toxicity of certain antiretroviral drugs and their induction of metabolic alter-
ations—even though a direct impact of infection per se was clearly documented by early studies
[33,34]. Metabolic alterations [34-38] and elevated levels of pro-inflammatory cytokines have
been described in both plasma and adipose tissue [39-43]. Previous analyses of adipocytes
failed to demonstrate that adipocytes could be infected by HIV in vivo [44]—in contrast to the
results of in vitro studies [45-47]. However, it has been shown that the HIV viral proteins Vpr
and Nef are present in adipose tissue and have a negative impact on adipose homeostasis [48-
50]. These observations provide a strong rationale for reconsidering the impact of HIV infec-
tion on adipose tissue by focusing on immune cells rather than adipocytes. We hypothesize
that adipose tissue may constitute a neglected partner that drives viral persistence and chronic
immune activation via two nonexclusive mechanisms: local infection and the abnormal local
activation of immune cells. To assess the putative infection of adipose immune cells more pre-
cisely, we first analyzed tissues from chronically SIV-infected macaques. We chose to analyze
both subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) because they differ
in terms of metabolic activity and immune cell content [14,15,17,51]. Secondly, we extended
these analyses to ART-treated HIV-infected patients.

In the present report, we demonstrate that SIV infection is associated with changes in the
composition of adipose tissue, such as elevated densities of both adipocytes and stromal vascu-
lar cells. Importantly, adipose tissue macrophages and CD4" and CD8" T cells exhibited a
more intense activation profile (relative to non-infected animals). Furthermore, SIV DNA and
RNA was detected in total SVF and in sorted adipose tissue macrophages and CD4" T cells.
We observed similar results in ART-controlled, HIV-infected patients having undergone elec-
tive visceral surgery: their SVF samples were positive for HIV DNA. The presence of infected/
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virus-producing cells within adipose tissue was confirmed by the detection of HIV RNA in tis-
sue sections via in situ hybridization. Lastly, we performed an in vitro reactivation assay on
samples from six patients and found that adipose tissue CD4" T cells were capable of produc-
ing replication-competent virus. Taken as a whole, our data show that adipose tissue as a viral
reservoir with inflammatory potential.

Results

SIV infection influences the density of adipocytes and stromal vascular
cells

We first determined the impact of SIV infection on adipocyte density (as evaluated by micros-
copy) (Fig 1A). Adipocyte density in both SCAT and VAT was markedly higher in SIV-
infected macaques than in non-infected animals (median [interquartile range] number of adi-
pocytes per field in SCAT: 51 [31-90] in infected animals and 17 [13-26] in controls,

p =0.032; in VAT: 64 [60-95] in infected animals and 31 [21-32] in controls, p = 0.0059) (Fig
1B). We also counted SVF cells harvested from SCAT and VAT in infected and non-infected
animals (Fig 1C). To enable a valid comparison, SVF cell counts were expressed per gram of
adipose tissue. In line with previous publications [47,52], we found that non-infected animals
had significantly higher numbers of SVF cells in VAT than in SCAT (p = 0.009). Significantly
higher SVF cell counts were detected in SCAT and VAT from infected animals than in non-
infected animals (p<0.05 for both tissues).

We next determined the proportion of CD45-expressing cells in SVF. CD45™ cells
accounted for a small proportion of SVF cells in both SCAT and VAT recovered from non-
infected animals. In animals with chronic SIV infection, we observed significantly lower per-
centages of CD45" cells in SCAT SVF (relative to non-infected animals) (Fig 1D). A similar
trend was detected in VAT. To determine whether these lower percentages of CD45" cells
reflected a fall in CD45" cell numbers or the recruitment/expansion of CD45" cells, we analyzed
the absolute CD45" cell count. As shown in Fig 1E, groups of infected and non-infected ani-
mals did not differ significantly in terms of the number of CD45" cells recovered from SCAT
or VAT; this was suggestive of changes in the numbers of CD45" cells. We thus demonstrated
that chronic SIV infection modulated both adipocyte and SVF cells. In the latter cell popula-
tion, the quantitative alteration essentially concerned CD45" cells.

SIV infection influences the characteristics of adipose tissue T
lymphocytes

We next looked at whether or not SIV infection was associated with changes in the percentages
of CD4" and CD8" T lymphocytes within adipose tissue. To this end, we determined the per-
centage of total T lymphocytes among CD45-expressing cells and the percentages of CD4" and
CD8" T lymphocytes among CD3-expressing cells (Fig 2). Adipose tissue T lymphocytes
accounted for approximately half of the CD45" cells within the SVF; SIV-infected and non-
infected animals did not differ significantly in terms of the proportion and number of CD3*
cells (Fig 2A).

However, SIV infection was associated with differences in CD4" and CD8" T cell relative
percentages (Fig 2B and 2C). The proportion of CD4™ T cells was significantly lower in SIV-
infected macaques (17.6% [8.9-25] in SCAT, and 20.4% [11.0-28.0] in VAT) than in non-
infected animals (40.0% [26.4-49.0] in SCAT, and 39.8% [23.6-48.7] in VAT; p = 0.0043 for
SCAT, p = 0.0317 for VAT). Conversely, CD8" T cell percentages were significantly higher in
infected animals. The low CD4" T cell percentages may reflect the CD4" T cell depletion
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Fig 1. The influence of SIV infection on adipocyte and SVF cell density. (A) Representative adipose
tissue sections of SIV-infected and non-infected macaques. Scale bar: 50pm, magnification x 250. (B) The
adipocyte density (numbers per HPF) in SCAT and VAT from 5 to 7 non-infected animals (SIV-) and 7 SIV-
infected animals (SIV+). (C) Adipose tissue dissociation and counting of cells in the SVF was performed with
20 SIV+ animals and 10 SIV- animals. Counts are expressed per gram of adipose tissue. (D, E) Flow
cytometry of the recovered SVF, yielding the proportion (D) and number (E) of CD45-expressing cells per
gram of tissue. The analysis was performed for both SCAT and VAT; SIV- animals (n = 10) are represented
by open circles and SIV+ animals (n = 12) are represented by filled squares. Data are quoted as the median
[interquartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05;
** p<0.01.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.g001

associated with SIV infection, whereas elevated CD8" T cell percentages may reflect either a
passive increase (due to CD4™ T cell decay), an active increase due to antiviral CD8 recruitment
(as described in lungs after SIV infection [53,54]), or viral-independent local recruitment (as
described in inflammatory adiposity [27]). To evaluate the direct impact of SIV infection on T
cell subsets, we analyzed the numbers of CD4" and CD8" T cells recovered from adipose tissue
of infected and non-infected groups of animals. Surprisingly, the CD4" T cell number was not
lower in infected animals, and there was even a non-significant trend towards CD4" T cell
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Fig 2. The influence of SIV infection on adipose-resident T cell subsets. (A) Percentages and numbers
(expressed per gram of adipose tissue recovered) of CD3-expressing cells among the CD45* fraction from
SCAT and VAT in non-infected animals (open circles) and SIV-infected animals (filled squares). Percentages
were derived for 12 to 13 animals per group and counts were derived for 8 to 12 animals. (B) Representative
dot plots showing CD4 and CD8 expression among CD3* T cells in SIV-infected and non-infected animals.
(C) Percentages and numbers (expressed per gram of adipose tissue) of CD4- and CD8-expressing cells
among CD3" cells recovered from SCAT and VAT of non-infected animals (open circles) and SIV-infected
animals (filled squares). Percentages were derived for 8 to 12 animals per group and counts were derived for
5 to 8 animals. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney
non-parametric test are shown as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.9002
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Fig 3. Localization of T cells in the adipose tissue of SIV-infected animals. Inmunochemical analyses
were performed on 11 SCAT and 10 VAT of SIV-infected animals. (A) Representative tissue sections
showing CD4" T cells within fat and far from capillaries (upper) and TiA1* cells in the vicinity of the capillaries
(lower). Scale bar: 50 um, magnification x640 for CD4, x500 for TiA1. (B) Percentages of CD4* T cells (open
diamonds) and CD8™ T cells (filled diamonds) far from capillaries, corresponding to adipose-resident
lymphocyte subsets. Depending on the location, cells were counted after immunochemical staining on SCAT
and VAT sections from SIV-infected animals. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant
differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as ** p<0.01.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.g003

accumulation in VAT (Fig 2C). In contrast, CD8" T cell numbers in VAT were significantly
higher (0.48 10° [0.29-0.67] in SIV-infected animals than in non-infected animals (0.14 10°
cells/g [0.11-0.24]; p = 0.0205). A similar trend was observed for SCAT. Thus, the change in
the CD4/CDB8 ratio was mainly driven by an increase in CD8" T cell numbers—a phenomenon
that is often associated with inflammatory adiposity [27]. Lastly, we used immunochemical
techniques to formally confirm the presence of T lymphocytes in adipose tissue (Fig 3A).
Given that the recruitment of peripheral blood cells into adipose tissue during local inflamma-
tion has been described, we evaluated the T cell distribution both in the vicinity of the capillar-
ies and far from the capillaries in SIV-infected animals. The CD4" T cells were mainly located
far from the capillaries, whereas CD8" T cells were essentially located in the capillary area (Fig
3B). These observations are in accordance with massive influx of CD8" T cells previously
described in the context of adipose inflammation [27]. In contrast, CD4" T cell counts in adi-
pose tissue were only slightly affected by SIV infection, and most CD4" T cells recovered in the
SVF had not recently migrated into the adipose tissue from peripheral blood.

We next evaluated the differentiation of adipose CD4" and CD8" T cells obtained from
infected and non-infected animals (Figs 4 and S1). Testing for CD95, CD28 and CCR5 expres-
sion enabled us to identify naive (Tn), central memory (Tcm), transitional memory (Ttm) and
effector memory (Tem) subsets (Figs 4A and S1A) [55,56]. In both infected and non-infected
animals, naive CD4" T cells (CD95- CD28int) were virtually absent, whereas the Tcm (CD95"
CD28" CCR5") fraction was predominant in both SCAT and VAT. Interestingly, this profile
was specific to CD4" T cells since CD8" T cells from adipose tissue were essentially Tem
(CD95" CD28") (S1 Fig). Among CD4" T cells, the CD95" CD28" CD4" T cell fraction which
includes the two potential cellular CD4" T cell reservoir, i.e. Tcm (CCR57) and Ttm (CCR5%),
accounted for 82.3% [69.0-89.0] of the total in SCAT and 77.6% [69.9-77.6] in VAT, vs. 45.3%
[28.8-62.0] in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) (p = 0.001 and 0.014 respectively)
(S2A and S2B Fig). Interestingly, we did not detect significant differences in any of the CD4* T
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Fig 4. The influence of SIV infection on T cell differentiation and activation status. (A) The naive and memory CD4* T cell subset distribution in SCAT
and VAT from SIV-infected or non-infected animals. Representative dot plots showing the gating strategies used to define Tn, Tcm, Ttm and Tem subsets
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(n =5, open column) and SIV-infected animals (n = 7, filled column). (B) CD69 expression on CD4* T cells recovered from SCAT, VAT and PBMCs from SIV-
infected or non-infected animals. Representative dot plots for SCAT and VAT (left panel) and the percentages of CD69-expressing CD4* T cells in SCAT,
VAT and PBMCs from non-infected animals (n = 6, open columns) and SIV-infected animals (n = 7, filled columns) are shown. (C) HLA-DR expression on
SCAT, VAT and PBMCs from SIV-infected or non-infected animals. Representative histograms showing HLA-DR expression on adipose-resident CD4* and
CD8* T cells recovered from SCAT from non-infected (left panel) and SIV-infected animals (right-hand panel). HLA-DR expression histograms are shown in
plain histogram. FMO staining (open histograms) was used to define the gating strategy. The percentage of HLA-DR-expressing cells among CD4* and
CD8* T cells recovered from SCAT, VAT and PBMCs from non-infected animals (n = 6, open circles) and SIV-infected animals (n = 4-8, filled squares). Data
are quoted as the median [interquartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05; ** p<0.01.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.9004

cell fractions when comparing adipose tissue from SIV-infected animals (n = 7) and non-
infected animals (n = 5). To evaluate the proportion of resident memory T cells [57,58], we
next determined CD69 expression on CD4" T cells recovered from adipose tissue and (as a
control) in PBMCs (Fig 4B). The fraction of CD4" T cells expressing CD69 was significantly
higher in adipose tissue than in PBMCs (p = 0.0003 for SCAT and 0.0034 for VAT). However,
SIV infection was not associated with a significant difference in the proportion of CD69-ex-
pressing cells. Thus, the maintenance of normal CD4" T cell numbers was associated with pres-
ervation of memory CD4" T cell subset distribution in general as well as the resident CD4" T
cell memory distribution.

Lastly, we evaluated the activation profile of adipose tissue T cells during chronic SIV infec-
tion (Fig 4C). We determined the expression of HLA-DR (a standard marker of T cell activa-
tion) on adipose tissue CD4" and CD8" T cells and (as a control) in PBMCs. In non-infected
animals, there were no significant differences between SCAT and VAT in terms of CD4* and
CD8" T cell activation (CD4" T cells: 7.2% [4.5-9] in SCAT and 5.5% [4.3-8.2] in VAT; CD8"
T cells: 8.0% [6.0-10.0] in SCAT and 7.8% [5.0-10.1] in VAT). The percentages of HLA-DR-
expressing T cells were higher in both SCAT and VAT than for PBMCs (1.6% [1.3-3.5] for
CD4" T cells in PBMCs and 3.8 [1.9-5.0] for CD8" T cells in PBMCs). In SIV-infected animals,
the percentage of HLA-DR-expressing cells was significantly higher in CD4" and CD8" T cells
recovered in SCAT, VAT and PBMC:s, relative to non-infected controls (Fig 4C). For example,
the percentage of HLA-DR-expressing CD4" T cells was 12.5% [5.5-15] in SCAT, 15.0%
[10.5-17.3] in VAT and 9.5% [5.8-20.0] in PBMCs from SIV-infected animals. Interestingly,
we could not detect any significant difference in the proportion of Ki-67-expressing CD4" or
CD8" T cells (S3 Fig), suggesting that change in activation profile was not associated with mas-
sive in situ proliferation. Overall, SIV infection slightly affected CD4" T cell numbers and their
differentiation profile, and was associated with increased T cell activation in adipose tissue.

A constant concern when studying immunity in tissues is the potential bias induced by
blood contamination. Here, special efforts were made to avoid this; adipose tissue was devascu-
larized and washed in medium prior to digestion. Importantly, the low observed proportion of
CD45-expressing cells constitutes important evidence of low blood contamination. It is note-
worthy that B cells (identified as CD20-expressing cells) were virtually absent from SCAT
(0.10% of SVF cells [0.01-0.40]) and VAT (0.11% [0.01-1.10]) but were detected in PBMCs
(9.5% [3.0-10.0]) (S2C Fig). The absence of B cells is thus a reliable indicator of the absence of
blood contamination of adipose tissue samples. Moreover, adipose tissue CD4" T cells differed
significantly from PBMCs, with significantly lower percentages of naive cells (the CD4" Tn
fraction represented 2.0% [0.3-3.6] of the cells in SCAT, 5.6% [1.3-22.0] in VAT and 22.0%
[8.9-41.7] in PBMCs; p<0.0001 and p = 0.03, respectively) and higher percentages of the two
memory T cell subsets that are preferentially infected (i.e. Tcm and Ttm) (S2A and S2B Fig).
Lastly, the immunochemical demonstration of different localizations of CD4* and CD8" T
cells (Fig 3) also suggests that blood contamination was absent or barely present.
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SIV infection influences the phenotype of adipose-resident
macrophages

We next evaluated the changes among adipose macrophages (Fig 5), which are involved both
in innate immunity and adipose homeostasis. At present, there is no clear phenotypic strategy
for identifying tissue-resident macrophages and defining their activation profile. The pro-
inflammatory (M1) versus anti-inflammatory (M2) distinction (commonly used in murine
models) may not reflect the great heterogeneity of macrophage phenotypes in tissues. Indeed,
macrophages probably develop across a continuum, with anti-inflammatory to pro-inflamma-
tory profiles. In the present study, we considered macrophages to be CD45"CD3'CD14" cells.
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Fig 5. The influence of SIV infection on adipose tissue macrophage numbers and phenotypes. (A) The percentage of CD14-expressing cells among
CD45* cells recovered in the SVF from SCAT and VAT from non-infected animals (open circles, n = 13) and SIV-infected animals (filled squares, n = 9). (B)
Representative adipose tissue sections, confirming the presence of macrophages in adipose tissue in immunochemical preparations (CD68 staining). Scale
bar: 50 um, magnification x400. (C, D) Analyses of CD206 and CD163 expression on adipose-resident CD14-expressing cells recovered from SCAT (C) and
PBMCs (D) from non-infected animals (open circles, n = 11) and SIV-infected animals (filled squares, n = 9). CD206-expressing fractions were not detected
in PBMCs. Gating strategies are shown in S4 Fig. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney non-
parametric test are shown as * p<0.05.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.9005
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The proportion of macrophages among CD45" cells in SCAT was greater in SIV-infected ani-
mals than in non-infected animals (Fig 5A). A similar trend was observed in VAT. These find-
ings are in line with the macrophage accumulation previously described in the context of
adipose inflammation [26]. We confirmed the presence of macrophages in adipose tissue by
performing immunohistochemical analyses (CD68 staining) of tissue sections (Fig 5B).

We next evaluated the activation profile of adipose tissue macrophages by screening for so-
called M2 markers (CD206 and CD163) associated with anti-inflammatory activity. Due to the
tissue macrophages’ high level of auto-fluorescence, analyses were performed using isotype
controls for both CD206 and CD163 staining, and “fluorescence minus one” (FMO) strategies
were applied to accurately identify the different subsets (S4A Fig). In non-infected animals,
most adipose tissue macrophages were found to express both CD206 and CD163 in SCAT and
VAT—suggesting that anti-inflammatory M2 macrophages were predominant in non-infected
adipose tissue, as previously reported for humans and mice [24,59] (Fig 5C). Importantly,
CD206 expression on CD14-expressing cells was restricted to adipose-resident cells and was
not detected in PBMCs. In contrast, the CD206 CD163™ fraction was predominant in PBMCs
(73.9% [62.3%-92.6%]) but extremely rare in SCAT and VAT SVF (S4B Fig).

When considering SIV-infected animals, the CD206"CD163" populations were highly pre-
dominant in adipose tissue. However, the frequency of the anti-inflammatory CD206"CD163
fraction was significantly lower in SIV-infected animals than in non-infected animals for both
SCAT (p = 0.0258) and VAT (p = 0.0187) (Fig 5C and S5 Fig). Conversely, the CD206 CD163"
fraction of adipose-resident macrophages (which presumably corresponds to pro-inflamma-
tory macrophages) was elevated in SIV-infected animals (p = 0.0269). It is noteworthy that
opposite changes were observed for CD14-expressing cells in PBMCs (Fig 5D): SIV infection
was associated with a lower CD206 CD163" fraction and a higher CD206 CD163" fraction.
Taken as a whole, our results demonstrated that chronic SIV infection skews both adipose tis-
sue T cell and macrophage populations towards a more activated profile.

Adipose tissue as a site of SIV infection

To date, assays for HIV DNA in adipose tissue have been performed on both whole tissue sam-
ples and adipocytes. No consensus has emerged from these studies, although it is currently
assumed that adipocytes are not a major target for HIV in vivo. In the present work, we focused
on the SVF and potential HIV/SIV target cells in particular (CD4" T cells and macrophages). We
looked for cell-associated SIV DNA and RNA in total SVF (n = 8) and sorted CD4" T cell and
macrophage fractions (n = 5 each) from SIV-infected animals. As shown in Fig 6A, STV DNA
was detected in SVF samples from SCAT and VAT in all animals tested and no significant differ-
ence between the two sites was detected. Sorted CD4" T cell fractions from all SCAT and VAT
samples (n = 10) were positive for STV DNA. The observations for adipose CD14" cells were
more heterogeneous: 3 of the 5 animals were positive for SIV DNA in both SCAT and VAT. The
median SIV DNA levels were 3.7 log DNA copies/10° cells in total SVF and 3.2 log STV DNA
copies/10° cells in PBMCs. Additionally, 4.3 and 2.3 log viral DNA copies/10° cells were detected
respectively in the sorted CD4" fraction and CD14" cells recovered from adipose tissue.

We analyzed viral RNA in a total of 11 animals by performing an RT-PCR assay on cell sus-
pensions (n = 8) (Fig 6B) and in situ SIV RNA hybridization (n = 3) (Fig 6C). SIV RNA was
detected in the SVF from all animals tested (except for one SCAT sample). SIV RNA levels in
SVF collected from SCAT and VAT (4.5 log SIV RNA copies/10° cells) were similar to those
observed in PBMCs (5.3 log SIV RNA copies/10° cells). Quantitative assays of STV RNA were
also performed in CD4" and CD14" cell subsets from 5 animals. The mean level of SIV RNA
(in log copies per million cells) was 4.1 in a sorted adipose CD4" fraction and 4.5 in adipose
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CD14" cells. In situ hybridization was performed on SCAT and VAT samples and confirmed
the presence of STV RNA in both tissues as shown in one of the three animals tested (Fig 6C).
We next compared SIV DNA and RNA contents in CD4" T cells and CD14™ cells recovered
from various tissues/cell sources: adipose tissue, PBMCs and mesenteric lymph nodes (LNs)
(S6 Fig). Levels of SIV DNA and RNA within the CD4" T cell fractions were similar in all tis-
sues tested—suggesting that the proportion of CD4" T cells in infected adipose tissue was
equivalent to that in other tissues where viral replication is known to occur extensively. The
same observation applied to CD14" cells. In conclusion, we demonstrated that the SVF fraction
from chronically SIV-infected animals included SIV-infected CD4" T lymphocytes and macro-
phages. SIV RNA was detected in both the total SVF fraction and adipose CD4" and CD14"
fraction—suggesting that viral production occurs in adipose immune cells.

HIV-infected cells are present in adipose tissue samples from ART-
treated, aviremic patients

To ascertain whether adipose tissue may constitute a viral reservoir, we collected adipose tissue
samples from 13 ART-treated HIV-infected patients who had undergone elective visceral
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Fig 6. Quantification of SIV DNA and RNA in adipose tissue cells. (A, B) Quantification of SIV DNA (A) and RNA (B) was performed on SVF (n = 8),
sorted adipose CD4* T cells (CD4) or CD14-expressing cells (CD14) (n = 5) and PBMCs (n = 8) from SIV-infected animals. SIV DNA and RNA assays were
performed in duplicate and the results are expressed in log SIV DNA copies per million cells. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant
differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05. (C) In situ hybridization for SIV RNA was performed on SCAT and VAT recovered
from one macaque. Prostate tissue from a viremic SIV-infected macaque was used as positive control. One slide was analyzed for each sample. SIV RNA
staining is shown at each site. Scale bar: 50 um.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.9006
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Table 1. Study population.

ID Gender Age CD4 Nadir
(year) (/uL)
1 M 41 55
2 M 45 371
3 F 48 23
4 F 34 262
5 F 47 280
6 F 34 162
7 M 48 206
8 M 48 296
9 M 75 177
10 F 75 NA
1 F 38 3
12 F 51 80
13 F 38 237
Median and interquartile range
8F/5M 47 192
[38- [61-276]

49,5]
doi:10.1371/journal.ppat.1005153.t001

Treatment duration

Treatment at sampling VL at sampling (RNA CD4 count at

(year) copies/mL) sampling (/pL)
5 tenofovir/ emtricitacine/ darunavir <40 272
4 Efavirenz/ tenofovir / <40 371
emtricitabine

22 Raltegravir/ abacavir/ <40 381
lamuvidine/ darunavir

11 Truvada/ darunavir <20 525

16 Zidovudine/ lamivudine/ <20 788
nevirapine

6 Zidovudine/ lamivudine/ <40 162
nevirapine

8 Rilpivirine/Tenofovir/ <20 464
Emtricitabine

5 Efavirenz/ tenofovir / <40 673
emtricitabine

18 Truvada/nevirapine <20 423

20 Tritherapy not communicated <40 NA

16 zidovudine/lamivudine/ lopinavir <40 597

26 Truvada/ fosamprenavir/ <40 232
ritonavir

16 Truvada/ darunavir/ ritonavir <40 613

16 <40 444

[5-19] [297-609]

surgery for non-HIV related causes (Table 1). In 11 patients, we searched for viral DNA in SVF
cells and PBMCs. Even after clinically effective ART treatment, HIV DNA was detected in the
SVF of all samples tested (11 from VAT and 4 from SCAT) (Fig 7A). The median level of HIV
DNA in SVF from VAT (2.15 [2.01-2.47] log DNA copies/million cells) was significantly
lower than in PBMC:s (2.94 [2.25-3.28]). However, this low level of infection in adipose tissue
might primarily reflect the low proportion of hematopoietic cells in adipose tissue. We there-
fore quantified HIV DNA in sorted CD4" T cells and sorted CD206" CD14" cells from three
patients. Contamination by circulating monocytes was controlled for by measuring CD206
expression on CD14" cells. In one sample, HIV DNA could not be detected in adipose CD4* T
cells—presumably because of low DNA input. In the samples with detectable virus, the median
level of HIV DNA in CD4" T cell fractions recovered from adipose tissue was 3.83 log DNA
copies/million cells (compared with 3.56 in sorted peripheral blood CD4" T cells). We failed to
detect HIV DNA in the three sorted CD14" CD206" samples tested. Therefore, in patients on
long-term ART with no detectable viremia, we confirmed that HIV-infected cells are present in
the SVF (mainly tissue-resident CD4" T cells). Given that the detected HIV DNA might have
been replication-defective, we also screened for viral RNA in adipose tissue sections using in
situ hybridization. Two SCAT samples and one VAT sample were obtained from ART-treated
HIV-infected patients. As shown in Fig 7C, cells expressing HIV RNA were detected (albeit in
low numbers) in the three adipose tissue samples studied. We therefore demonstrated that pro-
ductive, HIV-infected cells are present in the adipose tissue of ART-treated patients.

The ex vivo induction of viral replication in sorted cells is a further means of demonstrating
that HIV is replication-competent. In six long-term ART-treated patients, we performed an in
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Fig 7. Detection of HIV DNA and RNA in adipose tissue. (A) Detection of HIV DNA in SVF cells and
PBMCs from 11 ART-treated, HIV-infected patients. Each patient is represented by a symbol, and the
shading represents the type of adipose tissue: SCAT (open symbols), VAT (filled symbols). (B) HIV DNA
detection in sorted CD4* T cells recovered from adipose tissue and PBMCs from 3 ART-treated, HIV-infected
patients. The HIV DNA detection assay was performed in duplicate and is expressed in log copies per million
cells. The detection limit differed as a function of the numbers of cells tested and is indicated as <dI on the
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graph. (C) An in situ hybridization assay for HIV RNA was performed on three samples of adipose tissue
recovered from ART-treated, HIV-infected patients (1 VAT and 2 SCAT samples). Positive control: a prostate
tissue sample from a viremic patient. One slide was analyzed for each sample. HIV RNA staining for each

positive patient is shown. Scale bar: 50 um.

doi:10.1371/journal.ppat.1005153.g007

vitro viral reactivation assay on total SVF cells, sorted adipose CD4" and CD206"CD14" cells
and sorted peripheral blood CD4" or CD14" cells in the presence of allogeneic pre-activated
CD4" T cells and phytohemagglutinin (Fig 8). In order to obtain sufficient numbers of cells,
SCAT and VAT samples were pooled when both were available. Although small numbers of
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Fig 8. HIV RNA production following in vitro reactivation. Total SVF (filled circles), sorted CD4*CD3*
(filled squares) and CD14*CD206™ cells (filled triangles) from adipose tissue, and sorted CD4*CD3" (open
squares) and CD14" cells (open triangles) from PBMCs were co-cultured with allogeneic, pre-activated CD4*
T cells and then stimulated. The cell number differed according to the cell fraction: 1x10° for the total SVF
fraction, 1x10° to 5x10° for sorted CD4™* T cells, and 5x10* to 2x10° for sorted, CD14-expressing cells. HIV

RNA was detected in supernatants collected at D7,

11, 14,17 and 21. As a negative control, 1x10° SVF cells

were cultured in the absence of allogeneic, pre-activated CD4* T cells (Ns SVF open circles). Samples from
six ART-treated HIV infected patient were tested and the HIV RNA detection assay was performed five times

for each sample.
doi:10.1371/journal.ppat.1005153.9g008
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cells (5 10* to 5 10°) were used for this reactivation assay, we detected the induction of viral
replication in the sorted CD4" T cell fraction from the SVF of all six patients. HIV RNA in
supernatants from the ex vivo-activated, sorted SVF CD4™ T cells was detected from day 7 to
day 21 in nearly all patients. In two patients (#5, 7), HIV RNA was detected solely after the
reactivation of sorted SVF CD4" T cells but not in total SVF or in PBMCs—probably because
of the small number of infected cells in the culture. In the four other patients (#6, 8, 9, 10), HIV
RNA was detected in similar numbers of ex vivo-activated CD4" T cells recovered from both
adipose tissue and PBMCs. Induction of HIV replication from SVF was detected in these four
patients (albeit at low levels in three—probably due to the small number of infected cells). No
HIV RNA was detected in cultures of activated adipose CD14"CD206" fractions. Importantly,
HIV RNA was not detected in non-activated SVF cell cultures (except in one patient), meaning
that we could rule out the amplification of non-latent, pre-existing HIV. Our results show that
adipose CD4" T cells were infected by replication-competent HIV.

In conclusion, we performed three levels of detection: (i) HIV DNA using PCRs, (ii) HIV
RNA using in situ hybridization and (iii) HIV RNA in supernatants in an in vitro reactivation
assay based on ultrasensitive RT-PCR. We demonstrated that latently HIV-infected cells were
present in the SVF from both SCAT and VAT in 6 ART-treated patients. HIV DNA was con-
sistently detected in adipose CD4" T cells—strongly suggesting that adipose tissue is an HIV
reservoir in aviremic patients on long-term ART.

Discussion

Residual chronic inflammation and viral persistence are two key features of ART-treated, HIV-
infected patients. Although several mechanisms have been described, the establishment and per-
sistence of low-grade inflammation are not fully understood and remain to be characterized.
Given that adipose tissue is a major site of inflammation in a context of obesity, we hypothesized
that the adipose tissue changes associated with HIV infection may drive low-grade inflammation.
Indeed, the literature data reveal a strongly pro-inflammatory profile of adipose tissue during
HIV infection—although most of these studies were performed on ART-treated patients
[36,41,60]. In order to rule out the potential confounding role of ART and to collect sufficient
amounts of tissue, we studied the SIV/macaque infection model. Chronic SIV infection in vivo
was associated with a markedly higher adipocyte density (i.e. cell numbers per field) and SVF cell
count (expressed per gram of adipose tissue). The elevated adipocyte density has been linked to
an abnormally low adipocyte size, which in turn may reflect drastic alterations of adipogenesis
[61,62] and/or lipolysis [48,60]. The massive increase in SVF cells in adipose tissue in chronically
infected animals essentially reflected the accumulation of CD45" cells. The CD45" cells recovered
in the SVF of infected animals need to be identified more accurately. Those in the SVF included
pre-adipocytes, the accumulation of which may be related to changes in adipocyte differentiation.
These striking changes in CD45- proportion need to be further investigated and could relate to
multiple defects affecting adipose tissue during SIV infection such as lipodystrophy, inflamma-
tion or viral persistence. The SVF also contains mesenchymal stem cells [63-65], and it remains
to be established whether these cells can also be infected. When focusing on immune cells, there
was no major change in total leukocyte counts. However, the percentage of CD4" T cells was
severely lower in adipose tissue from SIV-infected animals than in non-infected animals, whereas
the CD8" T cell percentage was markedly higher. We demonstrated that the change in the CD4/
CD8 ratio reflected the accumulation of CD8" T cells, in accordance with previous reports of
massive CD8 accumulation during adipose tissue inflammation [27]. Intense recruitment of
CD8" T cells was confirmed by the perivascular location of CD8" T cells. However, a direct
impact of SIV in adipose tissue cannot be ruled out [53,54].
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The fact that CD4" T cell counts were generally unaffected was not expected in the context
of SIV infection—especially given the high percentage of central memory CD4" T cells (a
major HIV/SIV target) in adipose tissue. Organ-dependent differences in the direction and
amplitude of cell depletion have been described [66,67]: CD4" T cell depletion is rapid and
massive in the intestinal mucosa, whereas the follicular helper subset (also a major HIV target)
even expands in secondary lymphoid organs [68]. Importantly, CD4™ T cells were mainly
found recovered in the vicinity of adipocytes and far from capillaries. This remote site may
favor viral persistence, as was recently described in follicular CD4" T cells [69]. It thus appears
that adipose tissue may constitute an additional site for the accumulation of CD4" T cells. Phe-
notypic analysis revealed that the Tcm CD4" T cells fraction was predominant in both SCAT
and VAT, thus confirming the high potential for viral persistence of adipose tissue. The pre-
dominance of central memory CD4" T cells, which usually identifies inductive lymphoid site,
also raises the question of the lymphoid definition of the adipose tissue: Does adipose tissue
constitute a lymphoid site and if so is it an inductive or effector lymphoid site?

We also found that phenotypic changes can be detected in both lymphocytes and macro-
phages during chronic SIV infection of adipose tissue. Expression levels of the activation
marker HLA-DR on adipose tissue T lymphocytes were higher in SIV-infected animals. Macro-
phages displayed a moderate change in phenotype. SIV infection was associated with an
increase in the proportion of CD206 CD163" adipose tissue macrophages and a concomitant
decrease in the CD206"CD163" fraction—suggesting a shift from an anti-inflammatory profile
towards a more activated profile or the recruitment of migrating blood monocytes. Overall, we
observed features commonly associated with obesity-related inflammation: elevated SVF num-
bers, the specific recruitment of CD8™ T cells, a higher proportion of macrophages and greater
expression of activation markers. These observations strongly suggest that adipose tissue is
involved in inflammation during SIV infection.

We next investigated the mechanisms that might underlie the increase in adipose tissue
inflammation in chronically SIV-infected animals. There is increasing evidence to show that
HIV infection per se interferes with adipose tissue homeostasis, although the mechanisms
remains to be defined [34]. Adipose inflammation may be a consequence of systemic inflam-
mation, with in turn is worsened by adipose inflammation in a vicious circle. Adipose inflam-
mation may also be related to the spread of viral proteins [48-50], CD4" T cell lymphopenia
[70] and/or microbial translocation [71,72], all of which are known to alter adipocyte homeo-
stasis. Furthermore, STV may directly infect adipose-resident immune cells. Importantly, previ-
ous reports essentially failed to demonstrate consistent infection of adipocytes and did not
provide any information on adipose immune cells. In the present study, SVF fractions were
positive for SIV DNA and SIV RNA in all animals tested. STV DNA was also detected in all
sorted adipose CD4" T lymphocytes. SIV DNA was detected less consistently in sorted
CD14-expressing cells (3 out of 5 in both SCAT and VAT). The results for cell-associated SIV
RNA essentially corroborated those for SIV DNA. We demonstrated that in SVF fractions, SIV
was consistently present in CD4" T lymphocytes and less frequently present in macrophages.
Our detection of viral DNA and RNA in stromal vascular cells collected from adipose tissue of
chronically viremic animals thus confirms that adipose tissue is a site of infection.

We next sought to confirm the presence of viral infection in human adipose tissue and,
more importantly, to characterize viral persistence in ART-suppressed HIV-infected patients.
Three different assays were performed: (i) detection of viral DNA in SVF (in 11 patients) and
in sorted CD4" T cell fractions (from 3 patients), (ii) in situ RNA hybridization on fixed sec-
tions of adipose tissue (in 3 patients), and (iii) in vitro viral reactivation (in 6 patients). HIV
DNA was detected in all SVF samples tested; this finding is in line with Couturier et al.’s report
of HIV DNA in the SVF of 5 ART-treated, HIV-infected patients [73]. Importantly, we were
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able to detect HIV DNA in sorted adipose CD4" T cell fractions but not in CD206* CD14-ex-
pressing cells. It is noteworthy that sorted CD4™ T cells recovered from adipose tissue had
much the same levels of HIV DNA as PBMCs. These results suggest that the proportion of
infected cells is similar in adipose tissue CD4" T cells and in peripheral blood CD4" T cells. In
contrast to the situation in chronically viremic macaques (in which SIV DNA was detected in a
CD14" fraction recovered from the SVF), we did not detect HIV DNA in CD14"CD206" cells
recovered from the SVF in aviremic patients. We checked whether this discrepancy was related
to the difference in macrophage selection (i.e. CD14" cells vs. CD14"CD206" cells). CD14*
CD206" cells sorted from viremic macaques were still positive for SIV DNA, suggesting that
viral DNA may be present in macrophage subsets in viremic stages but might not persist dur-
ing long-term ART. One can reasonably presume that the half-life of macrophages is shorter
than that of Tcm CD4" T cells. Alternatively, the small number of macrophages collected may
have prevented us from detecting a small proportion of infected cells. This aspect will be inves-
tigated further. Lastly, six samples were reserved for a viral replication assay. Although only
small numbers of sorted adipose cells were available, we were able to monitor in vitro viral rep-
lication by detecting HIV RNA in supernatants after the incubation of adipose tissue CD4™ T
cells with allogeneic pre-activated CD4™ T cells. HIV RNA was consistently detected in cultures
of CD4" T cells sorted from the SVF, suggesting that adipose CD4" T cells are infected by repli-
cation-competent HIV. In four patients, ex vivo HIV replication was induced to the same
extent in sorted CD4" T cells from the SVF and from PBMCs. These results suggest that the
proportion of infected cells is much the same among adipose tissue CD4" T cells and peripheral
blood CD4" T cells; this hypothesis is supported by the fact that sorted CD4" T cells from adi-
pose tissue and PBMCs had similar HIV DNA contents. In contrast, replication-competent
HIV was detected in the SVF only in two patients. The high frequency of memory CD4" T cells
in adipose tissue (relative to PBMCs) may explain the high proportion of latently infected cells.
Otherwise the number of latently infected CD4" T cells in adipose tissue might be higher than
in PBMCs in some patients on ART. These findings emphasize the need to sample several tis-
sues when studying HIV reservoirs in patients on ART. Further investigation (using limiting
dilution assays) is necessary but would be technically challenging (given the low numbers of
resident tissue CD4" T cells in patients).

Overall, we were able to demonstrate the persistence of HIV DNA and RNA within stromal
vascular cells in adipose tissue recovered from ART-treated HIV-infected patients. These
observations were supported by the results of in vitro reactivation experiments, showing that
adipose CD4" T cells contained replication-competent HIV. This dataset strongly supports the
hypothesis whereby adipose tissue constitutes an important viral reservoir. Adipose tissue may
thus constitute a favorable environment for viral persistence for several reasons: (a) constant
inflammation favors viral replication, (b) the presence of elevated fractions of activated and
central memory CD4" T cells, which are HIV’s natural targets, (c) the potentially insufficient
distribution of some antiretroviral drugs into adipose tissue [44], which may favor viral persis-
tence, and (d) the specific metabolic and immune activity of adipose tissue, which may affect
the effectiveness of immune responses [74].

In the present work, our analyses of SCAT and VAT from SIV-infected macaques and
ART-suppressed patients, showed that (i) SIV infection induced immune activation and a pro-
inflammatory profile in adipose tissue immune cells and (ii) these immune cells were indeed
infected by SIV/HIV. These results indicate that adipose tissue constitutes a new, relatively
large reservoir for the virus that could be involved in chronic immune activation and low-
grade inflammation. Our observations have major implications in the context of HIV disease.
Firstly, they emphasize the crucial requirement for the broad diffusion of antiretroviral drugs
within tissues; combination therapy must include drugs that diffuse not only into adipose
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tissues but also into tissue CD4" T cells and macrophages. Two main mechanisms may prevent
efficient activity of ART on adipose infected cells: (i) low accessibility of ART to fat tissue [44],
(ii) sequestration of drugs inside the lipid droplets at the expense of adipose infected immune
cells [75]. Secondly, they provide an interesting rationale for the use of drugs with metabolic
activity. It might be interesting to reconsider the anti-inflammatory impact of statins [76,77]
by focusing on adipose sites and addressing the drugs’ potential impact on viral reservoirs.
Thirdly, gender differences in adipose tissue distribution, the inflammatory profile and
immune cell content [78] may underlie differential susceptibility to the establishment of viral
reservoirs. Fourthly, our results open up new therapeutic strategies for limiting the size of viral
reservoirs, chronic inflammation and associated comorbidities (via the modulation of adipose
tissue related pathways rather than strictly immune pathways).

Materials and Methods
Animals, infection and sample collection

Twenty-three adult cynomolgus macaques (Macaca fascicularis) were infected via the intrave-
nous, intravaginal or intrarectal route with 0.5 to 5,000 50% animal infectious doses (AID50)
of STVmac251 biological isolate and monitored for 15 months (median value, interquartile
range: [11-18]). SIV infection in cynomolgus macaques closely recapitulates the major features
of HIV infection, including progression towards AIDS. At sacrifice, the plasma viral load in
SIV-infected animals was 4.4x10% [0.7x10*-6.7x10*] RNA copies/mL. Twenty one non-SIV-
infected animals were used as controls. At sacrifice, blood samples and 10 to 35g samples of
abdominal subcutaneous adipose tissue (SCAT) and visceral adipose tissue (VAT) were col-
lected. Adipose tissues were devascularized to prevent blood contamination. PBMCs were iso-
lated from EDTA -anticoagulated blood by Ficoll density gradient centrifugation.

Ethics statement

Adult cynomolgus macaques were imported from Mauritius and housed in the animal facility
at the Commissariat a ’Energie Atomique et aux Energies Alternatives (CEA, Fontenay-aux-
Roses, France). Non-human primates (NHPs, which include cynomolgus macaques) are
housed and handled in accordance with French national regulations and subject to inspection
by the veterinary authorities (CEA Permit Number A 92-032-02). The CEA facility complies
with the Standards for Human Care and Use of Laboratory of the Office for Laboratory Animal
Welfare (OLAW, USA) under OLAW assurance number #A5826-01. The use of NHPs at CEA
is also in line with the European Directive (2010/63, recommendation Nu9). The animals were
used under the supervision of the veterinarians in charge of the animal facility. The study pro-
tocols were reviewed by the CEA’s Animal Care and Handling Committee (Comité d’Ethique
en Expérimentation Animale, registered with the French Ministry of Research). Animals were
housed in adjoining, individual cages (allowing social interactions) and under controlled
humidity, temperature and light conditions (12-hour light/12-hour dark cycles). Water was
available ad libitum. Animals were monitored and fed with commercial monkey chow and
fruits once or twice daily by trained personnel. Macaques were provided with environmental
enrichment, including toys, novel foodstuffs and music under the supervision of the CEA’s
Animal Care and Handling Committee.

After sedation with ketamine chlorhydrate, animals were sacrificed by intracardiac injection
of sodium pentobarbital (Vetoquinol, Paris, France; 180 mg/kg).
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Human samples

All 13 patients provided their written, informed consent to participation. The study protocol
was approved by the regional investigational review board (Comité de Protection des Personnes
Ile-de-France VII (Paris, France)). Adipose tissue samples from 13 ART-treated HIV-
1-infected patients were recovered during elective abdominal surgery for non-AIDS-related
indications. SVF was isolated from fresh samples. The 13 patients were on long-term ART and
had displayed an undetectable viral load for over four years. In eleven patients, SVF samples
were screened for HIV DNA. Five SVF samples were reserved for an HIV DNA assay in sorted
fractions and 6 were reserved for the in vitro reactivation assay. In situ hybridization was per-
formed on fixed adipose sections from three patients on ART and on a prostate sample (from a
viremic patient) as a positive control.

Isolation of the stromal vascular fraction (SVF)

SCAT and VAT were weighed, washed twice in PBS 1X 5% fetal bovine serum (FBS), cut into
pieces of 2 to 3 mm and then digested in a bath of collagenase (C2139, Sigma) at a concentra-
tion of 0.33 mg /mL in DMEM supplemented with 5% FBS for 30 min at 37°C with constant
shaking. Mechanical dissociation by suction/discharge with a 10 mL syringe was then per-
formed. Next, the adipose suspension was filtered through a 100 micron mesh. Following an
initial low-speed centrifugation (300g, 10 min), adipocytes (the upper phase) were separated
and the lower phase (comprising the SVF cells) was centrifuged further. After two additional
washes, the pellet containing the SVF was resuspended in PBS with 5% FBS. SVF cell suspen-
sions were then counted in Malassez counting chambers (C-chip, NanoEntek, Seoul, Korea)
under the microscope, using Trypan blue to exclude dead cells. SVF was either directly frozen
for molecular analyses, frozen in FBS 10% DMSO for cell preservation, and/or sorted or ana-
lyzed immediately by flow cytometry.

Phenotypic characterization of macrophages and T lymphocytes from
adipose tissue

Staining was performed after the saturation of Fc receptors by incubation with FC block (BD),
mouse serum (eBiosciences) and healthy macaque serum (an in-house preparation) for 30 min
at 4°C. Amine-reactive blue dye (Live/dead Fixable, Life Technologies) was used to assess cell
viability and exclude dead cells from the analysis. Cells were stained with monoclonal antibod-
ies (incubation for 15 min at 4°C), washed in PBS 1X/10% FBS and fixed in commercial fixative
solution (CellFIX, BD Biosciences).

A variety of antibody panels were used to study adipose tissue T lymphocytes and macro-
phages [55]. Macrophages were identified using the following panel: CD16 V450 (Clone 3G8)/
CD206 FITC (Clone 19.2)/ CD14 PerCPCy5.5 (M5E2)/ CD163 APC (GHI/61)/ CD11b PECY7
(BEARI)/ HLA-DR PECF574 (G46-6)/ CD3 AF700 (SP34-2). Corresponding isotype controls
for CD163 and CD206 were used at the same concentrations as the reference antibody, in
accordance with the manufacturer’s instructions. Lymphocyte subsets were analyzed as follows:
CD45 V500 (D058-1283 for macaques, HI-30 for humans)/ CD4 PerCPCy5.5 (L200) / CD8
V450 (leu2a)/ CD95 APC (DX-2)/ CD28 PE (CD28.2) / HLA-DR PECY7 (G46-6)/ CD20
AF700 (2H7)/ Ki-67 FITC (B56). Additional combinations with CCR5 APC (3A9), CD69
PECY7 (FN50) antibodies were also applied. All antibodies were purchased from BD Biosci-
ences, with the exception of anti-CD11b (Beckman-Coulter). Data were acquired with an LSR
Fortessa cell analyzer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software (Treestar).
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Microscopy and immunochemistry

Samples of SCAT and VAT were fixed in 4% buffered formalin and embedded in paraffin. Sec-
tions (thickness: 3 microns) were stained with hematoxylin/eosin/saffron reagent. Adipocytes
were counted in an average of 10 high-power fields (HPFs). Parallel sections were immunos-
tained for CD3 (clone F.2.38, Dako), CD4 (clone 4B12, Leica Biosystem), TIA1 (TIA1 cytotoxic
granule-associated RNA binding protein, clone 2G9, Immunotech) and CD68 (clone PG-M1,
Dako), in order to identify CD4" T lymphocytes, cytotoxic T cells and macrophages. Unless
otherwise stated, intravascular leucocytes were excluded from counting, although T cells
located in the vicinity of capillaries or far from capillaries were also studied.

Sorting of adipose CD4™ T cells and CD14™ macrophages

SVE cells from SCAT and VAT were stained as described above, using amine-reactive blue dye
to identify the dead cells. CD4"CD3"CD45'L/D" cells (CD4" T cells) in macaques and humans,
CD14"CD3 CD20 CD45"L/D’ cells in macaques and CD14"CD206"CD3 CD20"CD45"L/D"
cells (macrophages) in humans were sorted on a FACS ARIA cell sorter (BD Biosciences). The
gating strategy for macrophage isolation used CD14 fluorescence minus one (FMO) control
staining to eliminate contamination due to potential auto-fluorescence of SVF cells. Sorting
purity profile are presented in S7 Fig. In both NHPs and humans, sorting purity was consistently
greater than 95% (CD14-expressing cells: 97.2% [95.1-98.7], CD4™ T cells: 96.9% [96.1-99.1]).

SIV DNA and RNA detection

RNA and DNA were extracted from cells as follows: 1x10® PBMCs or SVF cells and various
numbers of sorted CD4" and CD14" cell numbers (ranging from 50000 to 200000) were resus-
pended in 350 pL of RLT buffer (Qiagen, France). 200 pL of TE buffer were added. Next, NaCl
(5M) was added. The mixture was incubated at 4°C for between 15 and 60 min, followed by
centrifugation for 15 min at 3000 rpm and 4°C. RNA was precipitated from the supernatant
using pH 4.5 phenol/chloroform (Sigma-Aldrich) at a v/v ratio of 5:1. 200 ul of TE buffer was
added to the pellet. DNA was then precipitated from the mixture in phenol/chloroform/isoa-
myl alcohol 25:24:1 (pH = 8, Sigma Aldrich). Cell-associated viral DNA and RNA were mea-
sured by qPCR as described previously, using primers and probes designed specifically for
SIVmac251 isolates [79]. PCRs were performed in duplicate; the detection limits were 35 SIV
DNA copies/10° cells and 50 STV RNA copies/10° CCR5 copies. Only reactions for which
duplicates gave consistent results were included. Positive and negative controls were used to
rule out sample contamination. SIVmac plasmids were used as standards to calculate SIV
DNA copy numbers. Primers and plasmids for CCR5 were used to normalize the viral levels
against the number of cells [80]. Plasma SIV RNA was quantified as previously described [81].

Ultrasensitive total HIV-DNA and HIV-RNA quantification

Total HIV DNA was quantified in an ultrasensitive real-time PCR assay of frozen SVF cells,
sorted adipose CD4" and CD14" cells in SVF, and PBMCs using the GENERIC HIV-DNA
assay from Biocentric (Bandol, France), as previously described [82,83]. Total DNA was
extracted with a QIAamp All prep DNA/RNA microkit or minikit (Qiagen), depending on the
number of cells available (less than and more than 1 million cells, respectively). The entire
HIV-DNA extract was tested in two to four replicates, with a threshold of 2 HIV-DNA copies
per PCR. The thresholds varied according to the available cell numbers and were calculated for
each sample. 1x10° cells were analyzed for total SVF and PBMC samples. Sorted SVF CD4*
and CD147CD206" cell numbers were consistently lower (from 14000 to 320000), and so the
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detection limit was set to <3.23 log copies/10° cells. Following in vitro reactivation, HIV-RNA
was quantified in culture supernatants using an ultrasensitive real-time PCR assay (GENERIC
HIV, Biocentric, Bandol, France). The extracts were tested in two to five replicates [84].

In situ hybridization

Paraformaldehyde-fixed, paraffin-embedded tissues were assayed for SIVmac and HIV-1 RNA
expression using a digoxigenin-antidigoxigenin technique, as previously described [67,85]. The
digoxigenin-UTP-labeled riboprobe spanned the whole SIVmac or HIV-1 genome (Lofstrand
Labs Ltd, Gaithersburg, MD, USA). Nitroblue tetrazolium-5-bromo-4-chloro-3-indollylpho-
sphate toluidinium revelation was used to detect infected cells in the tissues. The specificity of
the hybridization signal was always checked by hybridizing sense probes on parallel sections
and anti-sense probes on non-infected adipose tissues. Prostate tissues from a viremic SIV-
infected macaque and from HIV-infected patients were used as positive controls, as previously
described [86-88].

In vitro reactivation assay

Cell fractions recovered from ART-treated, HIV-infected patients were stimulated with phyto-
hemagglutinin (0.3 pg/mL, Sigma), IL-2 (25 pug/mL, Immunotools) (for SVF and T cell frac-
tions) and LPS (1 pg/mL, Sigma) (for CD14-expressing cells) and co-cultured with allogeneic
pre-activated CD4" T cells at a ratio of 1:2.5. Allogeneic CD4" T cells were purified from
PBMCs from healthy donors by positive selection using magnetic beads (Miltenyi). At day (D)
7 and D14, reactivation was sustained by novel addition of pre-activated CD4" T cells. Super-
natants were collected at D3, 7, 11, 14, 17 and 21 and cell pellets were collected at D21. The
number of cells used in the reactivation assay depending on the cell fraction isolated from adi-
pose tissue SVF: 1x10° for the total SVF fraction, 1x10” to 5x10° for sorted CD4" T cells, and
5x10* to 2x10° for sorted, CD14-expressing cells. As negative controls, 1x10° SVF cells were
cultured in the absence of allogeneic, pre-activated CD4" T cells.

Statistical analysis

Data are quoted as the median [interquartile range]. Statistical analyses were carried out with
GraphPad Prism 5.03 software (GraphPad Software Inc.). A Mann-Whitney non-parametric test
was used to compare data from SIV-infected and non-infected macaques. A Wilcoxon matched-
pair signed rank test was used to compare different tissues from the same animal. In graphs, the
thresholds for statistical significance are indicated as follows: * p<0.05; ** p<0.01, *** p<0.001.

Supporting Information

S1 Fig. The influence of SIV infection on CD8" T cell differentiation. Representative dot
plots showing the gating strategies used to define Tn, Tcm, Ttm and Tem subsets among CD8
T cells (based on CD28, CD95 and CCRS5 staining) in SCAT and VAT. The right-hand panels
show the distribution of CD8" T cells among the different subsets in non-infected animals

(n =5, open column) and SIV-infected animals (n = 7, filled column). Data are quoted as the
median [interquartile range]. A Mann-Whitney non-parametric test was used.

(TIF)

S2 Fig. Differences in cell composition and phenotype between SVF cells and PBMCs. (A)
The percentages of Tn CD4" T cells (CD95'CD28™") in SCAT, VAT and PBMCs from pooled
infected animals (n = 8) animals and non-infected animals (n = 8). (B) The percentage of Tm
CD4" T cells (CD95"CD28"CCR5™") in SCAT, VAT and PBMCs from infected and non-
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infected animals. (C) The percentage of CD20-expressing cells among the CD45" fraction in
SCAT, VAT and PBMCs from pooled infected animals (n = 5) and non-infected animals

(n =7). Datasets from SIV-infected animals (n = 7) and non-infected animals (n = 5-7) were
pooled, since there was no apparent difference between the two groups.

(TTF)

$3 Fig. The lack of a significant influence of SIV infection on Ki67 expression on adipose
tissue T cells. The percentage of Ki67-expressing cells among CD4" and CD8" T cells recov-
ered from SCAT and/or VAT from 7 infected animals (filled symbols) and 7 non-infected ani-
mals (open symbols). Values from peripheral blood T cells are shown when available (n = 5-6).
(TIF)

$4 Fig. Difference in the proportion of CD14-expressing cells and their phenotype in SVF
cells and PBMCs. (A) Dot plots showing the co-expression of CD206 and CD163 on CD14-ex-
pressing cells. Due to high levels of auto-fluorescence, the gating strategy was defined using iso-
type controls for either anti-CD163 or anti-CD206 antibodies and an unstained approach for
the CD163 and CD206 fractions. (B) Graphs showing the percentage of each fraction in
CD14-expressing cells recovered from SCAT, VAT and PBMCs from 8 non-infected animals.
Similar observations were made in SIV-infected animals. Data are quoted as the median [inter-
quartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

(TIF)

S5 Fig. The influence of SIV infection on macrophage phenotype in VAT. Expression of
CD206 and CD163 on adipose-resident CD14-expressing cells recovered from VAT from non-
infected animals (open circles, n = 8) and SIV-infected animals (filled squares, n = 6). Gating
strategies are shown in S4 Fig. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant
differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05.

(TIF)

$6 Fig. Comparison of SIV DNA and RNA contents in CD4" T cells and CD14-expressing
cells from different tissues (adipose tissue, PBMCs and lymph nodes). Comparison of SIV
DNA and RNA levels in sorted CD4" T cell and CD14" cell fractions recovered from different
organs (adipose tissue, PBMCs and lymph nodes) in four SIV-infected animals. SIV DNA and
RNA assays were performed in duplicate and the results are expressed in log SIV DNA copies
per million cells. Due to the low numbers of CD14" cells recovered from lymph node, CD14"
cells were sorted from spleen for two animals. Data are quoted as the median [interquartile
range]. A Mann-Whitney non-parametric test was used.

(TIF)

S7 Fig. Sorting purity. A representative sorting strategy used for CD14" cells and CD4" T
cells. Dot plots of cells from a non-infected animal before and after sorting are shown. In both
NHPs and humans, sorting purity was consistently over 95% (CD14" cells: 97.2% [95.1-98.7],
CD4™ T cells: 96.9% [96.1-99.1]).

(TTF)
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Sup Figure 1. The influence of SIV infection on CD8* T cell differentiation.

Representative dot plots showing the gating strategies used to define Tn, Tcm, Ttm and Tem subsets
among CD8 T cells (based on CD28, CD95 and CCRS5 staining) in SCAT and VAT. The right-hand panels
show the distribution of CD8* T cells among the different subsets in non-infected animals (n = 5, open
column) and SlV-infected animals (n = 7, filled column). Data are quoted as the median [interquartile
range]. A Mann-Whitney non-parametric test was used.
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Sup Figure 2. Differences in cell composition and phenotype between SVF cells and PBMCs.

(A) The percentages of Tn CD4+ T cells (CD95+CD28") in SCAT, VAT and PBMCs from pooled infected
animals (n = 8) animals and non-infected animals (n = 8). (B) The percentage of Tm CD4+ T cells
(CD95+*CD28+*CCR5*") in SCAT, VAT and PBMCs from infected and non-infected animals. (C) The
percentage of CD20-expressing cells among the CD45+ fraction in SCAT, VAT and PBMCs from pooled
infected animals (n = 5) and non-infected animals (n = 7). Datasets from SIV-infected animals (n = 7) and
non-infected animals (n = 5-7) were pooled, since there was no apparent difference between the two

groups.
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Sup Figure 3. The lack of a significant influence of SIV infection on Ki67 expression on adipose

tissue T cells.
The percentage of Ki67-expressing cells among CD4+ and CD8* T cells recovered from SCAT and/or VAT

from 7 infected animals (filled symbols) and 7 non-infected animals (open symbols). Values from
peripheral blood T cells are shown when available (n = 5-6).
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Sup Figure 4. Difference in the proportion of CD14-expressing cells and their phenotype in SVF
cells and PBMCs.

(A) Dot plots showing the co-expression of CD206 and CD163 on CD14-expressing cells. Due to high
levels of auto-fluorescence, the gating strategy was defined using isotype controls for either anti-CD163 or
anti-CD206 antibodies and an unstained approach for the CD163 and CD206 fractions. (B) Graphs
showing the percentage of each fraction in CD14-expressing cells recovered from SCAT, VAT and
PBMCs from 8 non-infected animals. Similar observations were made in SIV-infected animals. Data are
quoted as the median [interquartile range]. Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test
are shown as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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Sup Figure 5. The influence of SIV infection on macrophage phenotype in VAT.

Expression of CD206 and CD163 on adipose-resident CD14-expressing cells recovered from VAT from
non-infected animals (open circles, n = 8) and SIV-infected animals (filled squares, n = 6). Gating
strategies are shown in S4 Fig. Data are quoted as the median [interquartile range]. Significant differences
in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05.


http://journals.plos.org/plospathogens/article?id=10.1371/journal.ppat.1005153ppat.1005153.s004

Supporting figure 6

SIV DNA SIV RNA
8 17 8 -
0 )
o 6 A g 6 -
<3 < &
CD4+ Z2 {_ :i =
O% 4 - —agiy £% 4 |
T cells > 2 ° > .0
»n o ® o v
o o
g) 2 v S 2
<d| T T T T <d| T T T T
SCAT VAT PBMC LN SCAT VAT PBMC LN
8 7 8 -
6 - 6 4
CD14+ 4 | .:. % ; 4 - f ! f
cells °
2 | 2 | ]
A
<d| 4 L T T <d| T T T Y
SCAT VAT PBMC LN+SP SCAT VAT PBMC LN+SP

Sup Figure 6. Comparison of SIV DNA and RNA contents in CD4+ T cells and CD14-expressing
cells from different tissues (adipose tissue, PBMCs and lymph nodes).

Comparison of SIV DNA and RNA levels in sorted CD4+ T cell and CD14+ cell fractions recovered from
different organs (adipose tissue, PBMCs and lymph nodes) in four SIV-infected animals. SIV DNA and
RNA assays were performed in duplicate and the results are expressed in log SIV DNA copies per million
cells. Due to the low numbers of CD14+ cells recovered from lymph node, CD14+ cells were sorted from
spleen for two animals. Data are quoted as the median [interquartile range]. A Mann-Whitney non-
parametric test was used.
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Sup Figure 7. Sorting purity.

A representative sorting strategy used for CD14+ cells and CD4+ T cells. Dot plots of cells from a non-
infected animal before and after sorting are shown. In both NHPs and humans, sorting purity was
consistently over 95% (CD14~ cells: 97.2% [95.1-98.7], CD4+ T cells: 96.9% [96.1-99.1]).
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Réponse aux évaluateurs lors de la soumission a Plos Pathogens.

Reviewer #1:

1. There is no discussion about the different distribution of the adipose tissue between sexes.
However, such differences may have a potentially significant impact on the adipose reservoir. |
assume that these aspects should be included in the manuscript. Based on the description provided,
included monkeys are of both sexes, so it should be no problem to stratify data. Anyway, if the
groups cannot be split, these aspects should at least be discussed, as well as their potential
implication sex-related differences in reservoir distribution.

Indeed, gender may modify immune contents, inflammatory profile in addition to adipose
distribution (Fuente-Martin et al. 2013) leading to a potential impact on HIV/SIV reservoir.

In macaques, the quantitative detection of SIV DNA and RNA was performed on 8 animals, 6
being males. We are thus unable to provide a direct comparison of SIV content in male versus
female adipose tissue. Because gender induces differences in fat distribution (female
predominantly accumulate subcutaneous fat whereas males amass significantly more visceral fat),
we compared DNA content recovered from SCAT or VAT. Based on the value presented in Fig.
6 (where both SCAT and VAT of 8 animals were presented), we observed that SIV DNA contents
in SVF recovered from SCAT and VAT were not different (p=0.8125, Wilcoxon paired test on the
8 animals presented) suggesting that the virus is present in both tissues at similar extent. This
observation thus suggests that gender related change in fat distribution may not drastically affect
HIV persistence. We introduced this observation in the results section: “As shown in Fig. 6A, SIV
DNA was detected in SVF samples from SCAT and VAT in all animals tested (n=8) and no
significant difference between the two sites was detected.”

In HIV infected treated patients, we did not detect any significant difference in HIV DNA contents
between the 7 males and 4 females tested. However, we believe that the number of individuals
tested in the female group does not allow us to properly conclude on this question. We thus
introduce a comment on the gender and its potential impact on adipose reservoir in the last part of
the discussion. “Thirdly, gender differences in adipose tissue distribution, the inflammatory profile
and immune cell content [78] may underlie differential susceptibility to the establishment of viral
reservoirs.”

2.1 think that the authors should investigate whether or not the cells harboring HIV/SIV in the
adipose tissue are resting cells. This is actually the HIV reservoir. In the current format, there is
minimal discussion regarding the resting cells. Also, I think it is also important to better
discriminate the sources of the virus. Central memory cells appear to be a/the major source, but
data should be more clearly presented. Characterization of the memory subsets of CD4+ T cells
should include transitional memory cells. If samples are also available, stem cell memory cell
should also be phenotyped, as they are an important reservoir. It is critical to better characterize
the reservoir.

We agree with the reviewer: this information was lacking in the first version. We now provide a
more detailed characterization of adipose CD4* T cell differentiation profile in non-infected
animals and infected animals. Based on CD28, CD95 and CCRS expression, we demonstrated that
CD4" T cells recovered from adipose tissue were essentially central memory T cells. Naive T cells
were virtually absent and Ttm and Tem CD4* T cell fractions mildly represented in adipose tissue.
Interestingly, this profile was specific to CD4" T cells since CD8* T cells from adipose tissue were
essentially Tem cells (Fig. S1). Because CD69 is also a marker of resident memory cells in non-
lymphoid tissue (which indeed are present in adipose tissue (Fig 4 and Couturier et al) (Couturier
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et al. 2015a), we used HLA-DR expression to demonstrate that the vast majority of CD4* T cells
recovered in adipose tissue were HLA-DR negative, suggesting predominant resting status.
Additionally, Ki67 staining also confirmed the low level of activation of adipose T cell. In
conclusion, the majority of CD4" T cells in the adipose tissue are resting central memory T cells,
which is the subset containing most of the latently infected CD4" T cells in blood in humans
(Chomont, El-far, et al. 2009).

We fully agree with the reviewer that a more exhaustive analysis of CD4" T cell subset in adipose
tissue need to be completed although technical limitation in term of numbers of cells may preclude
direct evaluation of HIV content in each respective subset. The limit in the number of cells
available precluded also the characterization of stem cell memory subset in the current study.

We thus modified the manuscript to introduce a more detailed study of CD4" T differentiation and
activation. Figure 4 is now dedicated to the characterization of adipose CD4* T cells and the
observation of the predominant Tcm fraction among adipose CD4* T cells is now more
clearly formulated and discussed.

3. Is the adipose tissue an inductive or an effector site? The authors discuss differences between
LNs and mucosal sites, but they have to state this clearly.

How to define adipose tissue is a challenging question. One could consider adipose tissue as a
lymphoid tissue because it indeed includes lymphocyte. But the distinction between inductive and
effector site as currently described in mucosa associated lymphoid tissue (MALT) (Brandtzaeg et
al. 2008) may not easily be applied to adipose tissue. Microscopy did not reveal any organized
lymphoid structure in adipose tissue. No B cell or T cell zone were identified but rather T
lymphocytes scattered diffusely. Essentially no naive T cells are present in adipose tissue. These
three observations support the notion that adipose tissue is an effector site rather than an inductive
site. However, adipose tissue share interesting features with lymph nodes / inductive site: (i) a
predominant central memory phenotype for CD4* (but not CD8") T cells, (ii) the separate location
of CD4" T cells and CD8* T cells, (iii) preferential preservation of CD4 T cells in SIV infection
compared to effector site. We believe we need to further dissect the immune compartment, both
in non-infected and infected context to properly address this question. Because we could not better
substantiate one or the other hypothesis, we introduce the following sentence in the text.
“Phenotypic analysis revealed that the Tem CD4* T cells fraction was predominant in both
SCAT and VAT, thus confirming the high potential for viral persistence of adipose tissue.
The predominance of central memory CD4* T cells, which usually identifies inductive
lymphoid site, also raises the question of the lymphoid definition of the adipose tissue: Does
adipose tissue constitute a lymphoid site and if so is it an inductive or effector lymphoid site?”

4. Do the authors have any data regarding ARV biodistribution in the adipose tissue? The issue is
mentioned somewhere in the discussion, but I believe it should be better emphasized. Alower drug
penetrability might increase the significance of the presented results, as this would be a tissue in
which virus is present, that contains relatively abundant target cells, but which is resistant to drug
penetrability.
This is an important point that we will extend as suggested by the reviewer. Only one study, to our
knowledge, has directly measured the level of different antiretrovirals in fat. Dupin et al (Dupin et
al. 2002a) measured antiretroviral drug concentration in fat withdrawn from subcutaneous
abdominal adipose tissue of HIV-infected patients for Coleman plastic surgery. They found that
the different NRTIs levels (d4T, ZDV, DDI, 3TC, ABC) were below the limit of quantification.
This suggests that the accessibility of these NRTI to fat cells could be reduced. Regarding PI, they
observed in these fat samples that the concentrations of the lipophilic PIs (all except indinavir)
was about 0.5-1pmol/kg while the circulating Cmin were in the range of 4 pumol/l, suggesting
lower concentrations in adipose tissue than in blood. Interestingly, in an in vitro study, Vernochet
(Vernochet et al. 2005a) observed, by using fluorescent PI, that lipophilic PIs accumulated inside
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the lipid droplet and that was not the case for the hydrophobic indinavir, suggesting that, even if
PI are present in adipose tissue, most lipophilic drugs could be sequestered inside the lipid droplet.
Again this suggests that effective antiretroviral concentration could be low in adipose tissue.
Regarding NNRTI, in the work of Dupin, both efavirenz and nevirapine were accumulating in
adipose tissue with concentrations in the range of about 100 pmol/kg as compared to 10-20 pmol/l
Cmin concentrations in the blood. Again, the authors suggest that these high concentrations could
be due to accumulation in the lipid droplet. Thus, accessibility to adipose tissue and sequestration
of drugs inside the lipid droplets could be responsible for a lower efficacy of ART in fat which
could favor the persistence of infected immune cells. In addition, in the studied patients, obesity
and expanded fat could even enhance drug sequestration and, thereby, further lower their
efficiency. We are currently developing a project to quantify ARV concentration in adipose tissue
and more specifically among CD4* T cells recovered from adipose tissue. We have introduced
these two notions in the manuscript (discussion section).

“Our observations have major implications in the context of HIV disease. Firstly, they emphasize
the crucial requirement for the broad diffusion of antiretroviral drugs within tissues; combination
therapy must include drugs that diffuse not only into adipose tissues but also into tissue CD4* T
cells and macrophages. Two main mechanisms may prevent efficient activity of ART on
adipose infected cells: (i) low accessibility of ART to fat tissue [44], (ii) sequestration of drugs
inside the lipid droplets at the expense of adipose infected immune cells [75].”

5. I am a bit confused by the strategy employed for macrophage phenotyping. CD14 is a monocyte
marker and it is not working very well in tissues. On the other hand, new markers are used to
discriminate major macrophage populations, most notably CD16. There are reports that CD16
macrophage subsets are more susceptible to HIV and might represent the major source of
"macrophage" virus. It would be highly recommendable that the authors phenotype the
macrophages using this marker. Are samples available to do so?

We have indeed used different strategies and markers to characterize adipose tissue macrophages
(CD14, CD11b, HLA-DR, CD163, CD206 and CD16) due to the phenotypic heterogeneity of
macrophages depending on tissue microenvironments. CD14 expression largely corroborates
CD11b and HLA-DR expression, a common strategy used for macrophages identification.
Because HLA-DR expression has been shown to be modulated on macrophages during
inflammation, we used CD14 expression to identify macrophages. We confirmed by microscopy
that CD14 and CD68 co-localized and identify macrophages. In our hands, CD14 expression was
the most reliable marker to identify macrophages in adipose tissue. However, we tested CD16
expression as requested by the reviewer (Fig. R1). In non-infected animals, CD16 was expressed
only by a small proportion of CD14 expressing cells: 12.4% [3.4-20.2] and 6.3% [1.4-12.3] among
SCAT and VAT CD14* cells respectively. CD16 expression did not allow us to identify the whole
macrophage population and we thus maintain the use of CD14 expression to identify macrophages.
Interestingly, CD16 expression was significantly higher on CD14 expressing cells recovered from
infected animals compared to non-infected animals (28.1% [13.8-47.0] and 26.3% [6.3-38.0] in
SCAT and VAT respectively; p 0.0350 for both sites). Because CD16 expression has been shown
to 1dentify inflammatory profile in monocytes (Ancuta et al. 2006; Ziegler-Heitbrock 2007), we
checked whether CD16" exhibited a more inflammatory phenotype. However, we did not observe
difference in CD206 and CD163 expression when comparing CD16" and CD16~ CD14" cells.
Because we were unable to ascertain the pro-inflammatory profile of CD16" CD14 expressing
subset recovered from adipose tissue, we did not introduce this data in the manuscript. However,
we thank the reviewer to have risen this question, we will continue to work on this cell subset to
ascertain its pro-inflammatory profile.
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Due to the low proportion of CD16* macrophages, we were unable to sort this subset and evaluate
their SIV DNA content.

A
SCAT VAT PBMC

SIV- R

SIV+

<

[a]

(@)

CD16
B C
- * * -
- 60 60 o sV
S T o Ll ]\
28 8
on on
50 30
© e
56 201 Q5 201
o E O
ﬁ Nl 1s
)
; A1 i
SCAT PBMC SCAT PBMC

Figure R1. CD16 expression among adipose tissue macrophages

CD16 expression among cell subset in SCAT and VAT from SIV-infected animals or non-
infected animals. (A) Representative dot plots showing the gating strategies used to define CD14*
and CD14*CD16* cells in SCAT, VAT and PBMC. (B) Proportion of CD16* cells among CD14*
macrophages and (C) proportion of CD16*CD14" cells in non-infected animals (n=6, open
column) and SIV-infected animals (n=4, filled column).

Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05.

Reviewer #2:

They find SIV DNA and RNA in tissue resident cells in adipose tissue. This is not particularly
surprising, and quantitative comparisons to equivalent numbers of cells of the same types in
lymphoid or other tissues is lacking.

We agree with the reviewer that determining whether the level of infection of the adipose tissue is
close to those of infected lymphoid organs is an important information. As requested by the
reviewer, we are now providing in Fig. S6 the comparison of SIV DNA and RNA contents in
sorted CD4* T cells and CD14" cells recovered from SCAT, VAT, PBMC and LN from 4 animals.
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This comparison confirms that adipose tissue CD4* T cells are infected to a similar extent than
other well described sites of viral persistence such as PBMC and LN. Similar results were obtained
for macrophages. In two animals, we gained access to spleen samples and found similar amounts
of SIV DNA. These results showed that in viremic animals, SIV infection spread in lymphoid cells
from adipose tissue (a non-lymphoid tissue) to the same extent than those observed in LN.
However, we fully agree with the reviewer that the most important result was those obtained in
“aviremic” ART-treated, HIV- infected patients.

However the paper is confusing, as it then delves in to a completely different area, that of
reservoirs of latent/persistent infection. In viremic animals the measurements of HIV DNA or RNA
demonstrate only prior infection of cell types (DNA), and current expression of viral genomes
(RNA) be they replication-competent or defective. Extremely scanty data is shown in Table 2 which
attempts to ask if replication-competent viral genomes persist in CD4 cells harvested from fat
stroma of a treated HIV+ patient. [...] While this data from a single culture of a single patient is
tantalizing, numerous controls are missing: 1) cultures without activation, [...],; 2) data over time,
[...]; 3) genetic sequence data [ ...]. Obviously more than a single subject should also be studied.

We completely agree with the reviewer. This part which is one of the cornerstones of the study
was weak. The major points to be able to show that adipose tissue is a reservoir for HIV are

- to study several HIV-infected patients on ART with undetectable viremia

- To repeatedly show that the CD4" T cells sorted from the adipose tissue contain HIV DNA,

HIV RNA, and above all, contain replication competent HIV.

We showed only the results from one patient in the viral reactivation assay in the prior version of
the manuscript. We have now strengthened the part of the manuscript dealing with ART treated
HIV infected patients. 13 ART treated HIV infected patients have been studied.
1/ We now provide HIV DNA detection in SVF and PBMC from 11 patients.
We showed in Figure 7A that the HIV DNA was detected in the SVF of all samples tested (11
from VAT and 4 from SCAT). The median level of HIV DNA in visceral adipose tissue SVF
(2.15 [2.01-2.47] log DNA copies/million cells) was significantly lower than in PBMCs (2.94
[2.25-3.28]). However, this low level of infection in adipose tissue might primarily reflect the
low proportion of hematopoietic cells in adipose tissue. We therefore quantified HIV DNA in
sorted CD4" T cells from three patients (5 samples). In the four samples with detectable virus,
the median level of HIV DNA in CD4* T cell fractions recovered from adipose tissue was
3.83 (compared with 3.56 in sorted peripheral blood CD4* T cells).

2/ Reactivation assay has been performed in 6 patients to test for replication competent virus. Data
are presented with the negative control (SVF cells without activation) and time course from D7 to
D21 (Fig. 8). We performed an in vitro viral reactivation assay on total SVF cells, sorted adipose
CD4" and sorted peripheral blood CD4" T cells in the presence of allogeneic pre-activated CD4*
T cells and phytohemagglutinin (Fig. 8). We detected the induction of viral replication in the
sorted CD4* T cell fraction from the SVF of all six patients. Detection of HIV RNA in
supernatants of the ex vivo-activated, sorted SVF CD4* T cells was observed from day 7 to
day 21 in nearly all patients. In two patients (#5, 7), HIV RNA was detected solely after the
reactivation of sorted SVF CD4* T cells but not in total SVF or in PBMCs, probably because of
the limited number of infected cells in the culture. In the four other patients (#6, 8, 9, 10), HIV
RNA was detected in similar numbers of CD4* T cells recovered from both adipose tissue and
PBMC:s. Induction of HIV replication from total SVF was detected in four patients. No HIV RNA
was detected in cultures of activated adipose CD14"CD206" fractions. Importantly, non-activated
SVF cell cultures did not lead to detection of HIV RNA (except in one patient), meaning that we
could rule out the amplification of non-latent, pre-existing HIV. Our results show that adipose
CD4* T cells were infected by replication-competent HIV.
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In conclusion, we performed three levels of detection: (i) HIV DNA using PCRs, (ii) HIV RNA
using in situ hybridization and (iii) HIV RNA in supernatants in an in vitro reactivation assay
based on ultrasensitive RT-PCR. We demonstrated that latently HIV-infected cells were present
in the SVF from both SCAT and VAT in 6 ART-treated patients. HIV DNA was consistently
detected in adipose CD4* T cells - strongly suggesting that adipose tissue is an HIV reservoir in
aviremic patients on long-term ART.

The manuscript has been modified accordingly to introduce these novel sets of data both in the
figures (Fig. 7 and Fig. 8) and the text.

We agree that performing genetic sequencing is obviously an important aspect that we aim to
address to compare HIV strains isolated from blood or LN CD4* T cells versus those isolated from
the fat to determine whether there is a residual viral replication in the adipose tissue with
compartmentalization of HIV or whether the virus circulates. However, the material has been used
for HIV DNA quantification or cell sorting. Due to the limited number of cells recovered from
ART treated patients, we were unable to perform simultaneously in vitro reactivation assay and
genetic sequencing. However, we have planned to perform these comparative sequencing studies
in the human samples that will be collected in 2015-2016.

The revised manuscript now includes analysis of 13 ART treated HIV infected patients and 6 in
vitro reactivation assay.

Reviewer #3:

Altogether, the data from this study make the important point that adipose tissue can be a tissue
sanctuary for lentiviral infection and persistence as well as a site for active immune activation and
inflammation.

This interesting and novel study underscores the need to explore multiple tissue sanctuaries for
the presence of SIV/HIV as well as viral-associated immune activation and inflammation,
especially since such tissues might then also be potential reservoirs of viral persistence in the
context of treated disease. A strong point of this study is that it has been carried out with a variety
of complementary techniques, convincingly presenting the case and setting the stage for more
work in this arena in the future.

We thank the reviewer for his/her positive comments.

Major points:

1. The important data in Table 1 should be better described. In particular: What is meant by the
"quantifications" that are designated "+/+", "+/-", or "-/-"? Was "viral status assessed by ... DNA
detection in PBMC" in terms of "DNA copies/million cells" or "log copies/million cells?" What
was the sort purity of the cell fractions (CD3, CD14) that were analysed?

We acknowledge that the Table was not very clear because of the presentation of qualitative
results. Aiming to increase the number of individuals studied (both in macaques and humans), we
have discarded the qualitative detection assay that was not sufficiently informative and replace it
by quantitative SIV (and HIV) DNA detection assay. We now present in Fig. 6 the graphs showing
SIV DNA and RNA contents in total stromal vascular fraction, sorted CD4"CD3* and CD14* cells
from adipose tissue and PBMC. Because we could study more animals and have improved our
sorting capacities, we have decided to not show, preliminary analyses performed on sorted CD3*
cells. We show now only quantitative data on CD4*CD3* cells. All data are expressed as log DNA
(or RNA) copies per million cells.

Dot plots of sorting purity are now presented in Fig. S7 and purity percentages are now indicated
in the materials and methods section: “In both NHPs and humans, sorting purity was
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consistently greater than 95% (CD14-expressing cells: 97.2% [95.1-98.7], CD4* T cells:
96.9% [96.1-99.1]).”

2. Given the importance of the data in Table 2, this experiment should be carried out on additional
(e.g., a minimum of three) ARV-suppressed subjects so that it is possible to discern the
generalizability of the observations. As above, it will also be important to know more about (i) the
purity of the sorted cell populations (ii) the low HIV RNA signals in the positive control (sorted
PBMC CD4+ T cells) (iii) confirmation that five independent replicates run on day 17 (iv) the cell
viability and recovery

We have strengthened the part of the manuscript dealing with ART treated HIV infected patients.
13 ART treated HIV infected patients have been studied and we now provide HIV DNA detection
in SVF and PBMC from 11 patients. Reactivation assay has now been carried out on 6 patients
to test for replication competent virus. Table 2 has been replaced by figure 8 showing the
time course of viral reactivation from d7 to d21. Data are presented with the negative
control: SVF cells without activation.

Additional information requested are now provided.

(1) The purity of sorting is indicated in the material and methods as stated above.

(i) For each patient, the same number of CD4* T cells sorted from adipose tissue and blood were
cultured in presence of PHA and allogenic CD4"* T cells as described in Material and Methods.

(iii) HIV-RNA was quantified in plasma by real-time RT-PCR with the Cobas TagMan HIV-1 v2.0
assay (Roche Diagnostics), according to the manufacturer’s recommendations. HIV-RNA was
quantified in culture supernatants by ultrasensitive real-time PCR using the GENERIC HIV
assay (Biocentric, Bandol, France). The extracts were tested in two to five replicates. A
previous reference detailing this protocol is now provided in the materials and methods
(Bacchus et al. 2013). A negative result means 5 negative tests on the same supernatant.

(iv) Cell viability was assessed at day 17 and 80% viability was consistently observed. However,
we were unable to distinguish pre-activated CD4* T cells and the initial sorted cell fraction and
this information was not included in the manuscript.

We have therefore clarified this aspect in the manuscript (see in material and methods). The different results
obtained for the different patients are now more clearly described in the result section, and discussed in the
last part of the manuscript.

“we detected the induction of viral replication in the sorted CD4* T cell fraction from the
SVF of all six patients. Detection of HIV RNA in supernatants of the ex vivo-activated, sorted
SVF CD4* T cells was observed from day 7 to day 21 in nearly all patients. In two patients
(#5, 7), HIV RNA was detected solely after the reactivation of sorted SVF CD4* T cells but
not in total SVF or in PBMCs, probably because of the limited number of infected cells in
the culture. In the four other patients (#6, 8, 9, 10), HIV RNA was detected in similar
numbers of CD4* T cells recovered from both adipose tissue and PBMCs. Induction of HIV
replication from SVF was detected in four patients. No HIV RNA was detected in cultures
of activated adipose CD14*CD206" fractions. Importantly, non-activated SVF cell cultures
did not lead to detection of HIV RNA (except in one patient), meaning that we could rule out
the amplification of non-latent, pre-existing HIV. Our results show that adipose CD4* T cells
were infected by replication-competent HIV.”

3. The cohort of HIV+ ARV-suppressed subjects should be better described, perhaps in a table,
indicating at least: gender, age, the duration of time each was infected prior to treatment, the CD4
nadir at the time of treatment, and the duration of treatment with complete suppression. Each of
these parameters might conceivably contribute to inter-individual variation in the observed
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results.

As suggested by the reviewer, we have added a table describing the population study (see in
materials and methods). The duration of infection prior to treatment is not available for these
patients as none were diagnosed in primary infection. All the other parameters requested are
presented.

4. The conclusion that there is an "enhanced adipose inflammatory profile" (p.10) appears to be
based solely on an observed increase in MIP-1ao mRNA. This conclusion should be confirmed by
the analysis of protein, e.g., by ELISA, and of other pro-inflammatory cytokines.

We completely agree with the reviewer. Our suggestion that there was an enhanced adipose
inflammatory profile relied on the increase of MIP-1 RNA levels. As the reviewer suggested, we
have performed protein analysis of different cytokines by Luminex assay in blood and adipose
tissue lysates. But no significant difference was observed. Different technical aspects could explain
the absence of convincing results: variability between the animals, the few animals studied, and/or
the questionable quality of the lysates. This observation was similar to what has been described in
the context of obesity in which pro-inflammatory profile was not easily detected from ex vivo
adipose tissue explants both at mRNA and protein levels (Fain 2010b; Dolinkova et al. 2008).
Interestingly, most results obtained in the context of obesity determine cytokine release after in
vitro culture. Due to the presence of viral infected cells that can alter cell viability, we did not use
this approach, which probably prevent the detection of significant amount of cytokines. We chose
to remove this set of mRNA data because it was not confirmed by Luminex analysis. We plan to
develop a different approach using transcriptomic analysis integrating the diversity of cells capable
of pro-inflammatory cytokine production within adipose tissue.

However, we continue to think that the adipose tissue is an inflammatory site in the setting of
HIV/SIV infection as suggested by the change in cellular composition of the adipose tissue (CD8*
T cell infiltration, macrophage infiltration, activated and pro-inflammatory profile of these cells).
However, we can easily re-insert MIP-1alpha data in the manuscript as supporting figure if the
reviewer wishes.
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Figure 6. Impact of chronic SIV infection on adipose tissue cytokine production

Analysis of mRNA coding for IL-6, MIP-177 (CCL3) was performed on adipose tissues from 5 SIV non-infected and
5 SIV-infected animals. Cytokine/chemokine mRNA expression was reported to GAPDH mRNA values and mean of
duplicates values are presented. Significant differences are shown using Mann-Whitney non-parametric test: * p<0.05.

5. Discussion points
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a. What, for instance, might drive these [CD45-] cells to increase in number in the context of SIV
infection? Might this be related to the cellular changes typically seen in instances of
lipodystrophy?

We did not find clear information about the CD45- fraction in context of lipodystrophy. But
obviously the decreased adipocyte size and the sign of inflammation (macrophage infiltration) are
features classically described in lipoatrophic adipose tissue (Giralt, Domingo, and Villarroya
2011a). We thus cannot exclude an impact of lipoatrophy (including decreased adipocyte size, but
also at larger extent, fibrosis, hypoxia, apoptotic adipocytes), inflammation or viral persistence on
this accumulation. We modified the discussion to introduce the various hypotheses suggested by
the reviewer.

“The CD45" cells recovered in the SVF of infected animals need to be identified more accurately.
Those in the SVF included pre-adipocytes, the accumulation of which may be related to changes
in adipocyte differentiation. These striking changes in CD45- proportion need to be further
investigated and could relate to multiple defects affecting adipose tissue during SIV infection
such as lipodystrophy, inflammation or viral persistence. However, the SVF also contains
mesenchymal stem cells [63-65], and it remains to be established whether these cells can also be
infected.”

Might it represent the production/proliferation of new cells?

We did not detect any difference in Ki67 among CD45- cells (Fig. R2). However the high
heterogeneity among the CD45 cells may preclude the detection of changes of specific CD45"
fractions. Due to this limitation, we did not include this information in the manuscript.

Also, can the authors propose a hypothesis as to why the increase of adipocytes and SVF density
and number is higher in visceral than in subcutaneous adipose tissue (Figure 1)?

We did observe higher density of adipocytes and stromal vascular cells in VAT compared to SCAT
recovered from non-infected animals. This observation was in line with previous observations
(Maurin et al. 2005b; Ibrahim 2010) demonstrating that adipose tissues differ in their metabolic
and immune activity depending on the location, i.e. subcutaneous versus visceral adipose tissue.
To note, this difference between SCAT and VAT was not observed in infected animals although a
similar trend appeared. The loss of statistical difference probably relies on the high variability
induced by SIV infection and we did not emphasize this aspect in the manuscript. We have
modified the manuscript accordingly in the result section: “In line with previous publications [47,
52] we found that non-infected animals had significantly higher numbers of SVF cells in VAT
than in SCAT (p=0.009).”

b. The authors state in the Results section (p.7) that "adipose tissue CD4+ T cells were only mildly
affected by SIV infection and that most of the CD4+ T cells recovered in SVF were not cells
recently migrating from peripheral blood." If that is the case, then how does this finding relate to
the actual role of adipose tissue as a reservoir of persistent HIV/SIV? If those adipose CD4+ T
cells are tissue-resident cells, then how can they have become infected? What do the authors
propose as a mechanism for HIV persistence in the long run, e.g., local self-renewal or continued
emigration of cells from the periphery?

We agree with the reviewer. This is an important point, also pointed by reviewer one. The question
is to know whether the adipose tissue is an inductive or effector site. The question of lymphocyte
migration is a part of this debate.
One could consider adipose tissue as a lymphoid tissue because it includes lymphocytes. But the
distinction between inductive and effector site as currently described in mucosa associated
lymphoid tissue (MALT) (Brandtzaeg et al. 2008) may not easily be applied to adipose tissue.
Microcopy did not reveal any organized lymphoid structure in adipose tissue. No B cell or T cell
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zone were identified but rather T lymphocytes scattered diffusely. Essentially no naive T cell are
present in adipose tissue. These three observations support the notion that adipose tissue is an
effector site rather than an inductive site. This suggests T cell migration from blood to the adipose
tissue. CD4" T cells could be infected at any step from their exit of the thymus to their residency
in adipose tissue.

However, adipose tissue share interesting features with lymph nodes / inductive site: (i) a
predominant central memory phenotype, (ii) the separate location of CD4* T cells and CD8* T
cells, (iii) preferential preservation of CD4" T cells in SIV infection compared to effector site.
We are currently unable to provide robust insight about the relative contribution of local self-
renewal compared to continued emigration of cells to the viral persistence in adipose tissue. We
detected a mild correlation between HIV viral load in SVF and PBMC (r=0.5401, but not
statistically significant) suggesting that viral persistence in adipose tissue is mildly related to viral
load in PBMC. We aim to further dissect the immune compartment, both in non-infected and
infected context to properly address this question. This aspect has been added in the discussion:
“Phenotypic analysis revealed that the Tcm CD4* T cells fraction was predominant in both
SCAT and VAT, thus confirming the high potential for viral persistence in adipose tissue.
The predominance of central memory CD4* T cells, which usually identifies inductive
lymphoid site, also raises the question of the lymphoid definition of the adipose tissue: Does
adipose tissue constitute a lymphoid site and if so is it an inductive or effector lymphoid site?”

c. Given the observation that there is a large increase in CD8 T cells, it would be interesting to
further discuss the finding that "the change in activation profile was not associated with massive
in situ proliferation." (p.8) How can the authors explain this increase then? Is the increase seen
the blood as well? Could it have been driven by local viral antigens?

Based on our data on CD8" T cell location, we believe that CD8" T cell accumulation in adipose
tissue of SIV infected animals is essentially driven by peripheral recruitment. No significant
increase of CD8" T cell was detected in blood in these animals. Similar CD8" T cell accumulation
in adipose tissue has been described in the context of obesity. We are currently unable to
distinguish between specific recruitment by local viral antigens or due to inflammation related
recruitment. The two hypothesis are formulated in the discussion as follows:

“We demonstrated that the change in the CD4/CD8 ratio reflected the accumulation of CD8+
T cells, in accordance with previous reports of massive CD8 accumulation during adipose
tissue inflammation [27]. Intense recruitment of CD8+ T cells was confirmed by the
perivascular location of CD8+ T cells. However, a direct impact of SIV in adipose tissue
cannot be ruled out [53,54].”

d. The finding that adipose tissue has high frequencies of Tcm cells is very interesting. Might this
cell subpopulation harbor the highest frequency of infection? It would also be interesting to
determine if the CD14+CD206-CD163- cells that are increased in subcutaneous adipose tissue
with SIV infection are more infected than other macrophage subpopulations.

We agree that this aspect will be extremely interesting to address. However, it would be more
relevant when considering ART treated aviremic HIV infected patients but the quantity of adipose
tissue collected from these patient will not allow us to sort sufficient numbers of these particular
subsets Tcm CD4* T cells and CD206°CD163" macrophage subset)

e. Could the authors comment on whether the location of the adipose tissue in the body might

impact on its propensity to harbor HIV/SIV and sustained immune activation/inflammation? For

instance, might adipose tissues adjacent to lymph nodes be more likely to harbor persistently

infected cells than subcutaneous adipose tissue?

This is a very interesting discussion. Based on the value presented in Fig. 6 (where both SCAT

and VAT of 8 animals were presented), we observed that SIV DNA contents in SVF recovered
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from SCAT and VAT were not different ((p=0.8125, Wilcoxon paired test on the 8 animals
presented) suggesting that the virus is present in both tissues at similar extent. We introduce this
observation in the results section: “As shown in Fig. 6A, SIV DNA was detected in SVF samples
from SCAT and VAT in all animals tested (n=8) and no significant difference between the
two sites was detected.”

However, the suggestion of a higher level of infection in CD4" T cells residing in the adipose
tissue near lymph-nodes is very interesting even if difficult to address.
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Figure R2. Low level of proliferation among CD45- SVF cells

(A) Representative dot plot showing Ki67 expression among CD45* and CD45 SVF cells in SCAT from
SIV infected animal. (B) Distribution of Ki67* cells among non-infected animals (n=6, open column) and
SIV-infected animals (n=6, filled column).

Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05.
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Figure R3. Specificity of the in situ hybridization
Example of staining obtained using (A) anti-sense probes and (B) sense probe on parallel sections.
Sections are presented at magnification x10 and x20

133



References

Ancuta, Petronela et al. 2006. “CD16+ Monocyte-Derived Macrophages Activate Resting T Cells for HIV
Infection by Producing CCR3 and CCR4 Ligands.” Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950)
176(10):5760-71.

Bacchus, Charline et al. 2013. “A Single HIV-1 Cluster and a Skewed Immune Homeostasis Drive the
Early Spread of HIV among Resting CD4+ Cell Subsets within One Month Post-Infection.” PloS one
8(5):e64219.

Brandtzaeg, P., H. Kiyono, R. Pabst, and M. W. Russell. 2008. “Terminology: Nomenclature of Mucosa-
Associated Lymphoid Tissue.” Mucosal immunology 1(1):31-37.

Chéret, A. et al. 1999. “RANTES, IFN-Gamma, CCR1, and CCR5 mRNA Expression in Peripheral Blood,
Lymph Node, and Bronchoalveolar Lavage Mononuclear Cells during Primary Simian
Immunodeficiency Virus Infection of Macaques.” Virology 255(2):285-93.

Chéret, A. et al. n.d. “Chemoattractant Factors (IP-10, MIP-lalpha, IL-16) mRNA Expression in
Mononuclear Cells from Different Tissues during Acute SIVmac251 Infection of Macaques.” Journal
of medical primatology 26(1-2):19-26.

Chomont, Nicolas et al. 2009. “HIV Reservoir Size and Persistence Are Driven by T Cell Survival and
Homeostatic Proliferation.” 15(8).

Couturier, Jacob et al. 2015. “Human Adipose Tissue as a Reservoir for Memory CD4+ T Cells and HIV.”
AIDS (London, England) 29(6):667-74.

Dolinkova, M. et al. 2008. “The Endocrine Profile of Subcutaneous and Visceral Adipose Tissue of Obese
Patients.” Molecular and cellular endocrinology 291(1-2):63-70.

Dupin, Nicolas et al. 2002. “HIV and Antiretroviral Drug Distribution in Plasma and Fat Tissue of HIV-
Infected Patients with Lipodystrophy.” AIDS (London, England) 16(18):2419-24.

Fain, John N. 2010. “Release of Inflammatory Mediators by Human Adipose Tissue Is Enhanced in Obesity
and Primarily by the Nonfat Cells: A Review.” Mediators of inflammation 2010:513948.

Fuente-Martin, Esther, Pilar Argente-Arizon, Purificacion Ros, Jesus Argente, and Julie A. Chowen. 2013.
“Sex Differences in Adipose Tissue: It Is Not Only a Question of Quantity and Distribution.”
Adipocyte 2(3):128-34.

Giralt, Marta, Pere Domingo, and Francesc Villarroya. 2011. “Adipose Tissue Biology and HIV-Infection.”
Best practice & research. Clinical endocrinology & metabolism 25(3):487-99.

Ibrahim, M. M. 2010. “Subcutaneous and Visceral Adipose Tissue: Structural and Functional Differences.”
Obes Rev 11(1):11-18.

Maurin, T. et al. 2005. “Tumor Necrosis Factor-Alpha Stimulates HIV-1 Production in Primary Culture of
Human Adipocytes.” Experimental cell research 304(2):544-51.

Nishimura, S. et al. 2009. “CD8+ Effector T Cells Contribute to Macrophage Recruitment and Adipose
Tissue Inflammation in Obesity.” Nat Med 15(8):914-20.

Vernochet, Cécile et al. 2005. “Human Immunodeficiency Virus Protease Inhibitors Accumulate into
Cultured Human Adipocytes and Alter Expression of Adipocytokines.” The Journal of biological
chemistry 280(3):2238-43.

Ziegler-Heitbrock, Loems. 2007. “The CD14+ CD16+ Blood Monocytes: Their Role in Infection and
Inflammation.” Journal of leukocyte biology 81(3):584-92.

134



Article 2. A high proportion of PD-1 expressing CD4 T cells in adipose tissue constitutes an
immunomodulatory microenvironment that may favour HIV persistence. Eur Journal of

immunology, (en révision).

Abstract:

We and others have demonstrated that adipose tissue is a reservoir for HIV. Evaluation of the
mechanisms responsible for viral persistence may lead to ways of reducing these reservoirs.

Here, we evaluated the immune characteristics of adipose tissue in HIV-infected patients receiving
antiretroviral therapy (ART) and in non-HIV-infected patients. We notably sought to determine
whether adipose tissue’s intrinsic properties and/or HIV induced alteration of the tissue
environment may favour viral persistence. ART-controlled HIV infection was associated with a
difference in the CD4/CDS ratio and an elevated proportion of Tregs in subcutaneous adipose
tissue. No changes in Th1, Th2 and Th17 cell proportions or activation markers expression on T
cell (Ki-67, HLA-DR) could be detected, and the percentage of CD69-expressing resident memory
CDA4 T cells was not affected. Overall, our results indicate that adipose-tissue-resident CD4 T cells
are not extensively activated during HIV infection. PD-1 was expressed by a high proportion of
tissue-resident memory CD4 T cells in both HIVinfected patients and non-HIV-infected patients.
Our findings suggest that adipose tissue’s intrinsic immunomodulatory properties may limit

immune activation and thus may strongly contribute to viral persistence.
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Abstract

We and others have demonstrated that adipose tissue is a reservoir for HIV. Evaluation of the
mechanisms responsible for viral persistence may lead to ways of reducing these reservoirs.
Here, we evaluated the immune characteristics of adipose tissue in HIV-infected patients
receiving antiretroviral therapy (ART) and in non-HIV-infected patients. We notably sought
to determine whether adipose tissue’s intrinsic properties and/or HIV induced alteration of the
tissue environment may favour viral persistence. ART-controlled HIV infection was
associated with a difference in the CD4/CDS ratio and an elevated proportion of Tregs in
subcutaneous adipose tissue. No changes in Th1, Th2 and Th17 cell proportions or activation
markers expression on T cell (Ki-67, HLA-DR) could be detected, and the percentage of
CD69-expressing resident memory CD4 T cells was not affected. Overall, our results indicate
that adipose-tissue-resident CD4 T cells are not extensively activated during HIV infection.
PD-1 was expressed by a high proportion of tissue-resident memory CD4 T cells in both HIV-
infected patients and non-HIV-infected patients. Our findings suggest that adipose tissue’s
intrinsic immunomodulatory properties may limit immune activation and thus may strongly

contribute to viral persistence.
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Introduction

Although adipose tissue is an important site for metabolism, it also exhibits immune
properties - as exemplified by the local presence of a large number of immune cells and the
production of pro-and anti-inflammatory cytokines [1]. It has been shown that adipose tissue
immune cells (notably macrophages and CD4 T cells) have a pivotal role in metabolic
homeostasis in both lean individuals and during the onset of obesity and diabetes [2]-[4].
However, little attention has been paid to the role of adipose immune cells in infectious
disease [5]-[8]. We and others have identified adipose tissue as a site of viral persistence
during chronic SIV and HIV infection [9]-[11], which is suggestive of an inefficient local

immune response.

Studies of obesity and diabetes in both murine models and humans have generated important
data on immune cells in adipose tissue. In humans, obesity is associated with the recruitment
of CD8 T cells and the rapid modulation of the CD4 T cell subsets; this includes a decrease in
Treg count (in some studies [12],[13] but not others [14]-[17]), and an increase in Thl [15]
and Th17 fractions [18]. In a context of infectious disease, the data are much more scarce [9]—
[11]. In experiments on viremic, SIV-infected cynomolgus macaques, we demonstrated that
the number of CD4 T cells in fat was not affected by the viral infection (5). We detected an
increase in the percentage of activated HLA-DR™ T cells (5). Although a change in the
CD4/CD8 T cell ratio has been reported in the context of chronic, ART-treated HIV
infections, [10] the properties of CD4 T cell subsets in adipose tissue have not been

extensively described.

In the present study, we sought to determine the impact of chronic HIV infection on the
immune properties of adipose tissue. Given that the persistence of anatomical reservoirs of

HIV in ART-controlled patients is a major clinical challenge [19], it is essential to evaluate
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the immune mechanisms that might contribute to the persistence of HIV-infected cells in
adipose tissue. There are two possible explanations for this persistence in adipose tissue: HIV
infection may induce significant immune dysfunction and thus render the tissue more
susceptible to viral persistence, or adipose tissue may constitute an intrinsically favourable
site for viral persistence (regardless of the host’s infection status). We therefore decided to
characterize the immune cell composition of adipose tissue in ART-controlled, HIV-infected

(cART-HIV) patients and in non-HIV-infected patients.

We found that the CD4 T cell compartment in adipose tissue was not markedly disturbed
(apart from an increase in the FOXP3 Treg percentage) during long-term, ART-controlled
HIV infections. Neither the proportion of resident memory CD4 T cells nor the expression of
activation markers was modified - suggesting that chronic HIV infection had a limited impact
on adipose CD4 T cells. Remarkably, we observed high levels of PD-1 expression on adipose
CD4 T cells in both cART-HIV patients and non-HIV-infected patients. These high levels of
PD-1 expression may explain (i) the adipose immune cells’ weak activation profile, and (ii)

the viral persistence observed in adipose tissue.
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Materials and methods

Human samples

Adipose tissue samples from 11 ART-controlled, HIV-1-infected (cART-HIV) patients and
from 19 non-HIV-infected patients were collected during planned, elective, abdominal
surgery. The main exclusion criteria were inflammatory bowel disease, ischemic colitis,
cancer, AIDS-related pathologies, and medical emergencies. The 11 cART-HIV patients were
receiving long-term ART. They had displayed HIV control for more than 4 years and had an
undetectable viral load at the time of surgery. The main indication for surgery in HIV-infected
patients was weight loss surgery, although abdominal visceral adipose tissue (VAT) was also
recovered in surgery unrelated to weight disorders (e.g. cholecystectomy). Accordingly, non-
HIV-infected patients were selected among those undergoing surgery for either
cholecystectomy or weight loss surgery. As shown in Table 1, the cART-HIV patients and
non-HIV-infected patients did not differ significantly with regard to age, gender and body
mass index (BMI). Written, informed consent was provided by all participants. The study
protocol was approved by the local independent ethics committee (Comité de Protection des
Personnes lle-de-France VII, PP12-021, Paris, France). Abdominal subcutaneous adipose
tissue (SCAT), VAT and/or blood samples (when available) were collected. The stromal
vascular fraction (SVF) was isolated from fresh SCAT and/or VAT samples. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from EDTA-anticoagulated blood using Ficoll

density gradient centrifugation.

Isolation of the SVF

Adipose tissue samples were treated as previously described [9]. SCAT and VAT samples
were weighed, washed twice in PBS 1X supplemented with 5% foetal bovine serum (FBS),
cut finely, and then digested in a collagenase bath (C2139, Sigma), at a concentration of 0.33

mg/mL in DMEM supplemented with 5% FBS) for 30 min at 37°C with constant shaking.

4
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Lastly, mechanical dissociation (by suction/discharge into a 10 mL syringe) was performed.
The suspensions were then filtered through a 100-micron mesh. After an initial low-speed
centrifugation (300g, 10 min) to isolate adipocytes (in the upper phase), the lower phase
(comprising the SVF cells) was further centrifuged (500g, 10 min). The SVF cells were
stained with Trypan blue (to identify dead cells) and then counted under a light microscopy

using Malassez counting chambers (C-chip, NanoEntek, Seoul, Korea).

Phenotypic characterization of the adipose tissue SVF

After the saturation of Fc receptors by incubation with Fc block reagent (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) for 30 min at 4°C, cells were stained with monoclonal antibodies by
incubation for 15 min at 4°C, washed in PBS 1X with 10% FBS, and fixed or permeabilized
when required (Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer). Cell viability was assessed
using Live/dead Fixable dye (Life Technologies, CA, USA).

The major immune subsets in adipose tissue were identified by cytometry using antibodies
against CD45 (clone HI-30), CD3 (SP34-2), CD4 (L200), CD8 (leu2a), CD20 (2H7), CD14
(M5SE2), CD11b (ICRF44) and HLA-DR (G46.6). Further characterization of adipose tissue
CD4 T lymphocytes was performed by using antibodies against CD25 (2A3), Ki-67 (Clone
B56), CD127 (MB15-18C9), CD69 (FN50), CD45RA (HI100), CD45RO (UCHL1), CTLA-4
(BNI3), PD-1 (EH12.2H7), TIGIT (MBSAA43). The differentiation profile of adipose CD4 T
cells was assessed by intracellular detection of the transcription factors T-BET (4B10),
GATA-3 (L50-823), ROR-y (Q21-559R1), FOXP-3 (236A/E7) and BCL-6 (K112-91).
Corresponding isotype controls for CD69 and PD-1 were used at the same concentrations as
the reference antibody. All antibodies were purchased from BD Biosciences, with the
exception of CD11b (Beckman-Coulter). Data were collected on an LSR Fortessa cell
analyzer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software (Treestar, Ashland, OR,

USA).
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Statistical analysis
Data are summarized as the median [interquartile range (IQR)]. Statistical analyses were

carried out with GraphPad Prism software (version 7.02, GraphPad Software Inc. La Jolla,

OCoONOOORWN =

11 CA, USA). A nonparametric, unpaired Mann-Whitney test was used to compare SCAT vs.
13 VAT data (due to the low proportion of patients providing both SCAT and VAT samples) and
15 to compare cART-HIV patients and non-HIV-infected patients. In graphs, p values are

17 indicated as follows: * <0.05; ** <0.01; *** <(0.001.
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Results

Low proportions of hematopoietic stromal vascular cells in adipose tissue

In our analysis of SCAT and/or VAT from adipose surgical samples recovered from cART-
HIV patients and non-HIV-infected patients, we first determined the relative proportion of
CD45-expressing cells in the SVF (Fig. 1A). CD45" cells accounted for a low proportion of
SVF cells in both SCAT and VAT recovered from non-HIV-infected patients, as we
previously reported for a non-human primate model [9]. The percentage of CD45" cells in
VAT SVF was significantly lower in cART-HIV patients than in non-HIV-infected patients
(Fig. 1A). To determine whether these low percentages reflected a loss of CD45" cells or the
recruitment/expansion of CD45™ cells, we counted CD45-expressing cells. The cART-HIV
patients and non-HIV-infected patients had similar CD45" cell counts in both SCAT and
VAT. Hence, these data suggest that the lower percentage of CD45" cells in the cART-HIV
patients reflects an increase in the CD45" cell fraction.

We next counted adipose macrophages, T and B lymphocytes as a proportion of the total
CD45" cell population in the two patient groups (Fig 1B). Adipose tissue macrophages, T
lymphocytes and B lymphocytes were respectively identified as CD45'CD3CDI14",
CD45'CD14°CD3" and CD45'CD14CD20" cells. In non-HIV-infected patients, macrophages
accounted for 30.1% [17.6-37.2] and 24.5% [9.8-31.8] of CD45" cells in SCAT and VAT,
respectively. T lymphocytes accounted for 31.5% [23.4-45.5] in SCAT and 48.4% [40.0-
60.1] in the VAT, revealing a SCAT vs. VAT difference in the percentage of CD3" cells.
There was no difference between cART-HIV patients and non-HIV-infected patients with
regard to percentage of macrophages among CD45" cells. There was a non-significant trend
(p=0.066) towards a higher percentage of CD3" cells in the SCAT. Accordingly, the lower
proportion of T cells detected in SCAT (compared with VAT) in non-HIV-infected patients

was not observed in cART-HIV patients. B cells were essentially absent from all samples, as
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previously reported in non-human primates [9]; this constitutes a reliable marker of the
absence of blood contamination of adipose tissue samples (Sup Fig. 1). In summary, we found
that cART-HIV patients had normal macrophage proportions and a trend for elevated

proportion of T cell in the SCAT.

A lower CD4/CD8 ratio in the SCAT of cART-HIV patients compared to non-HIV-
infected patients

The CD4/CD8 ratio (a common marker of HIV infection) is also a guide to immune status and
the development of inflammation in adipose tissue [21]. We evaluated the numbers of CD4
and CDS8 T lymphocytes as a proportion of the total adipose tissue and PBMC CD3" cell (Fig.
2). In non-HIV-infected subjects, CD4 T cells were more predominant than CD8 T cells in
SCAT (55.0% [48.2-66.7] vs. 25.2% [21.1-44.6], respectively). In VAT, CD4 and CD8 T cell
subsets were equally represented (43.0% [38.0-53.7] and 41.0% [34.9-57.5], respectively). In
the SCAT of cART-HIV patients, the CD4 T cell percentage was significantly lower (40%
[32.7-49.3], p=0.0071) while CD8 T cell percentages were significantly higher (50% [42.0-
59.3], p=0.0085) than in non-HIV-infected patients (25.2% [21.1-44.6]). No difference was
observed in VAT of cART-HIV patients compared to non-infected patients. To determine
whether the differences in CD4 and CD8 percentages in the SCAT of cART-HIV patients
were related to a low CD4 T cell count and/or the recruitment of CD8 T cells in adipose
tissue, we evaluated the CD4 and CDS8 T cell counts per gram of SCAT and VAT (Fig. 2C).
The measurements suggested that cART-HIV patients and non-HIV-infected patients have
similar numbers of CD4 and CD8 T cells in their adipose tissues. However, these data should
be interpreted with caution, given the low numbers of cells recovered and the large dispersion
observed in the VAT samples. Regardless of the mechanisms responsible for the change in
the CD4/CDS ratio, SCAT was more drastically affected than VAT in cART-HIV patients

(Fig. 2D).
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An elevated proportion of CD25" FOXP3" Tregs in the SCAT of cART-HIV patients
Given that a change in the CD4/CDS ratio in adipose tissue might reflect CD8 T cell
recruitment and in situ inflammation [20]-[22], we next evaluated the differentiation profiles
of adipose CD4 T cells in general and the Treg and Th17 fractions in particular (Fig. 3A). In
non-HIV-infected patients, adipose Treg cells (defined as CD25" FOXP3" CD4 T cells)
accounted for 1.7% [0.9-6.4] of the CD4 T cells in SCAT and 2.2% [0.9-4.8] in VAT. We
observed a significantly higher proportion of CD25" FOXP3" Tregs in the SCAT of cART-
HIV patients (7.2% [6-11.3], p=0.0381). A similar trend was observed in the VAT. The Th17
population was evaluated through its expression of ROR-y transcription factors. Similar, low
percentages of Th17 CD4 T cells were detected in SCAT and VAT from non-HIV-infected
patients and cART-HIV patients, although there was a non-significant trend towards a lower
Th17 fraction in SCAT from cART-HIV patients. Accordingly, the Treg/Th17 ratio was
significantly higher in the SCAT (Fig. 3B) - suggesting the development of
immunosuppressive processes within adipose tissue in HIV-infected patients.

To further analyze if the environment is rather pro-or anti-inflammatory, we thus evaluated
the proportions of Th1 CD4 T cells (including cells with intermediate or high levels of T-BET
expression) and Th2 CD4 T cells (expressing GATA-3) (Fig. 3C). It is noteworthy that no co-
expression of FOXP3, ROR-y, T-BET and/or GATA-3 was observed in the adipose CD4 T
cell population. T-BET™ CD4 T cells were highly prevalent in the adipose tissue of both non-
HIV-infected patients and cART-HIV patients. In non-HIV-infected patients, T-BET" cells
accounted for 43.1% [24.5-61.7] of the CD4" T cells in SCAT and 31.7% [8.2-70] of the
CD4" T cells in VAT. There was no significant difference between SCAT and VAT.
Likewise, cART-HIV patients and non-HIV-infected patients had similar proportions of Thl
cells in adipose tissue. It is noteworthy that our analyses of CD4 T cells expressing
intermediate levels of T-BET and cells expressing high levels of T-BET led to a similar

9
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conclusion: cART-HIV patients and non-HIV-infected patients had a similar percentage of
Thl cells. Virtually no Th2 GATA-3 CD4 T cells were detected in adipose tissue from either
non-HIV-infected patients or cART-HIV patients Taken as a whole, our data on the
inflammatory profile of adipose CD4 T cells did not reveal major changes in pro-
inflammatory subsets (Th1l and Th17) but did indicate a slight increase in the proportion of

Tregs in SCAT from cART-HIV patients.

No sign of activation nor change in resident memory proportion on adipose CD4" T in
cART-HIV patients

We next evaluated the proliferation and activation profiles of adipose CD4 and CD8 T
lymphocytes by determining the expression of Ki-67 (identifying cells in non-resting phases)
and HLA-DR (a standard marker of T cell activation) (Fig. 4 and Sup Fig 2). The percentage
of Ki-67" cells was relatively low (median value: below 2%) in both SCAT and VAT from
non-HIV-infected patients. Non-HIV-infected patients and cART-HIV patients did not differ
significantly with regard to the proportion of Ki-67" CD4 T cells or Ki-67" CD8 T cells -
suggesting that T cell proliferation was fairly limited in adipose tissue. Similarly, the
proportion of CD4 T cells expressing HLA-DR was similar in SCAT and in VAT
(respectively 24.1% [16.6-36] and 21.1% [16.7-38] in non-HIV-infected patients. There were
no significant differences between cART-HIV patients and non-HIV-infected patients.
Similar profiles were observed for CD8 T cells (Sup Fig. 2).

Overall, we did not detect any signs of local immune cell activation during cART-HIV
infection. We therefore decided to evaluate the memory differentiation profile of adipose CD4
T cells on the basis of CD45RA/RO discrimination and CD69 expression, as a marker of
tissue resident memory T cell [23],[24]. Changes in the proportions of resident memory cell
may indicate a disruption of adipose-specific memory homeostasis and the recruitment of

activated cells. The adipose CD4 T cells were essentially CD45RO" in SCAT and VAT of
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both non-HIV-infected and cART HIV patients (Sup Fig. 3). In non-HIV-infected patients,
CD69 was highly expressed on adipose CD4 T cells (76.7% [60.2-86] in VAT and 63.5%
[44.6-70.6] in SCAT) when compared with CD4 T cells recovered from PBMCs (0.5% [0.3-
0.6]); this difference suggests that the vast majority of T cells found in adipose tissue are
resident memory cells, rather than circulating T cells (Fig. 5A). The percentages in both
SCAT and VAT differed significantly from those in PBMCs. The proportions of resident CD4
T cells in SCAT and VAT were similar in cART-HIV patients and non-HIV-infected controls,
although a trend towards a lower proportion in patients was detected (Fig. 5A).

Given that both activated and resident memory T cells in non-lymphoid tissue can express
CD69, we screened a few samples for the expression of CD25 and/or Ki-67 (to ensure that
CD69 expression was indeed a marker of resident cells). Due to the low quantity of cART-
HIV samples, only samples from non-HIV-infected patients were analysed. As shown in Fig.
5B, Ki-67 or CD25-expressing cells were essentially detected in the CD69™ negative fraction -
a subset that we considered to be mainly composed of non-resident memory cells. In both
SCAT and VAT, the proportion of Ki-67" cells was significantly higher for non-resident T
cells than for CD69" resident memory CD4 T cells (SCAT: 6% [4.8-16.5] for non-resident T
cells vs. 1.3% [1.4-3.2] for resident T cells; VAT: 5.2% [4.4-14] for non-resident T cells vs.
1.6% [0.8-2.8] for resident T cells). In parallel, CD25 expression was higher on non-resident
CD4 T cells than on resident memory CD4 T cells - especially in the SCAT (5.2% [3.8-13]
for CD69™ T cells vs. 2.1% [1.3-3.6] for CD69" T cells). These observations of non-HIV-
infected patients confirmed that the adipose tissue CD4 T cell population includes a high

proportion of resident memory T cells with limited activation.

High PD-1 expression on adipose tissue CD4 T cells
We next sought to determine whether the limited T cell proliferation and activation in adipose

tissue could be explained by T cell exhaustion [25]. Hence, we first evaluated the expression
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of PD-1 - a crucial marker of T cell exhaustion and a marker for a CD4 T subset that is
enriched in HIV-infected CD4 T cells [26]. We observed PD-1 expression on a very high
proportion of adipose tissue CD4 T cells (Fig. 6A): 45.4% [27.3-55.2] in SCAT and 61.6%
[54.5-79] in VAT, vs. only 2.7% [2.7-2.8] in PBMCs. The latter value agrees with the
literature data on PBMCs [27]. There were no statistically significant differences in PD-1
expression between SCAT and VAT or between non-HIV-infected patients and cART-HIV
patients. We next applied the same strategy as previously above for distinguishing PD-1
expression on resident vs. non-resident adipose tissue CD4 T cells (Fig. 6B). Due to the small
number of samples, this analysis was again only performed on non-HIV-infected patients. The
proportion of PD-1" cells was significantly higher in resident CD69" CD4 T cells than in
CD69 CD4 T cells in both SCAT and VAT (SCAT: 58.3% [44.5-71.8] vs. 33.5% [26.5-45.9],
p=0.028; VAT: 71% [53.2-84] vs. 39.0% [32.7-58.5], p=0.007). Overall, we showed that high
proportions of adipose tissue CD4 T cells (and more specifically adipose-tissue-resident

CD69" CD4 T cells) express PD-1.

Co-expression of immune checkpoints on AT CD4 T cells

We next assessed the expression of other immune checkpoints, such as TIGIT and CTLA-4
(Fig. 7). Due to limited access to samples from cART-HIV patients, this analysis was again
only performed in non-HIV-infected patients. TIGIT expression was detected on adipose CD4
T cells and significantly differed when comparing SCAT (20.5% [19.3-23.9] of total CD4 T
cells) and VAT (10.8% [7.7-15.9]; p=0.0109). CTLA-4 was detected at relatively low levels
on CD4 T cells from both SCAT and VAT. Given that the co-expression of immune
checkpoints may identify exhausted cells (which are more prone to viral latency) [27], we
looked at whether TIGIT expression was preferentially observed in PD-1 expressing cells. As
shown in Fig 7C, we observed a the higher proportion of TIGIT expression in PD-1" CD4 T

cells than in PD-1" cells in SCAT. A similar trend was observed for VAT. Importantly, the
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proportion of TIGIT expression in PD-1" CD4 T cells differed in SCAT vs. VAT, with higher
values in SCAT. In contrast, no heterogeneity in CTLA-4 expression was observed with
regard to PD-1 expression. Overall, we observed heterogeneity in TIGIT expression among
adipose PD-1" CD4 T cells recovered from SCAT and VAT; this is suggestive of tissue

differences in their immunoregulation profile.
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Discussion

We and others have identified adipose tissue as a site of viral persistence during chronic SIV
and HIV infections [9]-[11]. There are two possible explanations for the persistence of HIV
in adipose tissue: (i) exposure to HIV may induce significant immune dysfunction and thus
render adipose tissue more susceptible to HIV persistence, or (ii) adipose tissue may
constitute an intrinsically favourable site for viral persistence, regardless of the host’s
infection status. When focusing on surface marker expression in the CD4 T compartment, we
did not observe any major differences between cART-HIV patients and non-HIV-infected
patients for CD69 (a marker of tissue resident memory cells), HLA-DR or Ki-67. The same
results were seen for CD8 T cells. The lack of higher activation in adipose tissue during
cART is in contrast to what has been described for other body compartments (blood, lymph
nodes) and underlines the potential immunosuppressive environment of the adipose tissue.
With regard to the differentiation profile, the adipose T cells’ non-activated status in SCAT
and VAT was associated with a relatively low proportion of FOXP3" CD4 T cells; this was
true for both infected and non-HIV-infected subjects. To our knowledge, the present study is
the first to have used cytometry to detect intracellular FOXP3 (and thus quantify Tregs) in
human adipose tissue. This approach differs from Foxp3 mRNA detection strategies [12]—
[17]. Our present results contrast with the observations made in murine models, in which
Tregs are highly represented [28]-[30] but are also highly dependent on the animal’s dietary
regimen, age, gender, microbiota and inflammatory status [12],[31],[32]. Obesity, age and
inflammation (all of which downregulate the proportion of Tregs in adipose tissue) were
factors present in our study population, and may therefore explain the low proportion of Tregs
seen in both infected and non-HIV-infected patients. Despite these low overall values, the
Treg frequency was higher in HIV-infected cART patients. This increase is noteworthy

because Tregs might limit the antiviral activity of HIV-specific CD4 and CD8 T cells.
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Given that PD-1 expression on T cells in HIV-infected hosts is associated with immune
defects [33],[34], we evaluated the expression of PD-1 on adipose CD4 T cells. In non-HIV-
infected patients, 60% to 75% of the adipose-tissue-resident CD69" CD4 T cells expressed
PD-1. This high proportion of PD1" cells in non-HIV-infected patients may limit the
development of a potent antiviral response. The higher frequency of Tregs in the SCAT of
HIV-infected patients and the SCAT and VAT’s intrinsic, high proportions of PD1" CD4 T
cells suggest that the persistence of HIV-infected cells in adipose tissue is due to both
extrinsic and intrinsic mechanisms.

Lastly, it has been shown that SCAT and VAT differ with regard to their metabolic properties
and immune cell contents [35]-[39]. Here, we demonstrated that SCAT and VAT also differ
in their immunoregulatory properties. Although the proportions of CD4 T cells expressing
PD-1 were equivalent in VAT and SCAT, the CD4 T cells in SCAT included a significantly
higher proportion of PD-1/TIGIT co-expressing cells. This observation prompts two
conclusions. Given that CD4 T cells co-expressing immune checkpoints are enriched in HIV-
infected CD4 T cells, the SCAT may be a useful (and easily accessible) source of material for
studying HIV persistence [40]. Secondly, the preferential co-expression of PD-1 and TIGIT in
CD4 T cells in SCAT (regardless of the host’s HIV infection status) suggest that the immune
response is regulated differently in SCAT vs. VAT.

The present study had several limitations. Firstly, the small quantities of adipose tissue
recovered from surgical procedures prevented us from performing functional assays on
adipose immune cells. Secondly, most of the non-HIV-infected patients in our “control”
group were suffering from metabolic disease because the cART-HIV group predominantly
comprised patients undergoing surgery for weight loss. Had the study restricted to non-HIV-
infected and cART-HIV patients not exhibiting metabolic disorders, the results might have
been different. However, lipodystrophy and metabolic disorders are frequently observed in

cART-HIV patients [41],[42], and thus should be taken into account. Lastly, it will be
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important to determine the availability of PD-ligands in adipose tissue. Unfortunately, we
were unable to detect PD-L1 in an immunohistochemical analysis of fixed adipose tissue
sections; this might reflect low numbers of PD-L1" stromal cells or low levels of PD-LI
expression on these cells.

In conclusion, we observed a strikingly high proportion of PD-1 expressing adipose tissue T
cells in both cART-HIV patients and non-HIV-infected patients. This high susceptibility to
immunosuppression may be required to protect the adipose tissue’s metabolic functions.
However, the high proportion of PD-1-expressing CD4 T cells may be detrimental to immune
responses. In the context of HIV infection, infected CD4 T cells are preferentially present in
PD-1" CD4 T cell subsets [26],[27]. In the field of cancer, invasive tumours may infiltrate
surrounding adipose tissue. The presence of PD-1" T cells in the vicinity of the tumour might
prevent the activation of immune effectors. This observation also raises the question of the
potential impact of anti-PD-1 strategies (used in a variety of clinical settings) on the adipose

tissue’s immune and metabolic properties.
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Table

HIV status n M/F ratio Age BMI Viral load Duration of
(years) (copies/mL) treatment

(years)

HIV- 19 8M/11F 53 [34-68] 25 [22-29] not not applicable

OCoONOOORWN =

applicable

10 ART+ HIV+ 11 3M/SF  48[48-58] 27 [24-43] <40 17 [8-20]

17 Table 1. Characteristics of the study population
19 Data are presented as the median [IQR]. The two groups did not differ significantly with

21 regard to age and BMI.
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Legends

Figure 1. Limited impact of cART- HIV infection on adipose tissue CD45" cells

Flow cytometry analyses of the SVF isolated from abdominal SCAT and/or VAT in non-
HIV-infected and cART-HIV patients. (A) The number and percentage of CD45-expressing
cells per gram of tissue. Analyses were performed on 14 SCAT samples and 11 VAT samples
recovered from non-HIV-infected patients (n=19) and on 6 SCAT samples and 5 VAT
samples from cART-HIV patients (n=11). (B) A representative dot plot showing CD3 and
CD14 expression among CD45" cells in non-HIV-infected patients. (C) The percentage of
CD14- and CD3- expressing cells among CD45" cells from SCAT and VAT in non-HIV-
infected patients and cART-HIV patients. Measurements were performed on 13 to 15 samples
from non-HIV-infected patients and 7 to 8 samples from cART-HIV-infected patients.
Median [IQR] values are indicated. Significant differences were determined in a non-

parametric Mann-Whitney test: ** p<0.01.

Figure 2. Impact of cART- HIV infection on adipose CD4 and CDS8 T cell subsets

(A) Representative dot plots showing the proportion of CD4- and CD8-expressing CD3" T
cells recovered from SCAT, VAT and PBMCs in non-HIV-infected patients. (B) Percentage
of CD4- and CDS8-expressing CD3" cells in SCAT and VAT recovered from non-HIV-
infected patients and cART-HIV patients. Measurements were performed on 11 to 14 samples
from non-HIV-infected patients and 6 to 7 cART-HIV patients. (C) CD4 and CD8 T cell
counts per gram of adipose tissue in SCAT and VAT from cART-HIV and non-HIV-infected
patients. Measurements were performed on 4 VAT and 6 SCAT samples from non-HIV-
infected patients and 3 VAT and 5 SCAT samples from cART-HIV patients. (D) The
CD4/CDS8 ratio in SCAT and VAT from cART-HIV patients and non-HIV-infected patients.

Ratios are based on the CD4 and CDS8 percentages recovered in (B). Median [IQR] values are
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indicated. Significant differences were determined in a non-parametric Mann-Whitney test: **

p<0.01.

Figure 3. The impact of cART- HIV infection on the differentiation profile of adipose
CD4 T cells

(A) Proportions of Treg and Th17 CD4 T cells in adipose tissue. Left, representative dot plots
showing CD25 and FOXP3 co-expression and ROR-y expression among CD4 T cells in
SCAT samples from non-HIV-infected patients. Right, Tregs and Th17 cells as a percentage
of CD4 T cells in SCAT, VAT and PBMC samples from non-HIV-infected patients and
cART-HIV patients. (B) The percentage of T-BET" CD4 T cells in adipose tissue. Left panel:
representative dot plots showing the percentage of T-BET" cells among CD4 T cells in SCAT
from non-HIV-infected patients. FMO staining (indicated as “no Ab”’) was used to define the
gating strategy. Right panel: the percentage of T-BET" cells among CD4 T cells in SCAT,
VAT and PBMC samples from non-HIV-infected and cART-HIV patients. Depending on the
type of adipose tissue and the staining method, measurements were made for 10 to 14 non-
HIV-infected patients and 3 to 5 cART-HIV patients. Median [IQR] values are indicated.
Significant differences were determined in a non-parametric Mann-Whitney test: * p<0.05, **

p<0.01.

Figure 4. No changes in the activation profile of adipose CD4 T cells during cART- HIV
infection

Dot plots and graphs showing the percentage of CD4 T cells expressing Ki-67 and HLA-DR.
Left: representative dot plots showing Ki-67 (or HLA-DR) and CD4 expression among CD3"
in SCAT from non-HIV-infected patients. The graphs show the percentages of Ki-67 or HLA-
DR expressing CD4 T cells in SCAT and VAT from non-HIV-infected patients and cART-

HIV patients. The analysis was performed on 12 SCAT and 9 VAT samples from non-HIV-
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infected patients and on 5 SCAT and 4 VAT samples from cART-HIV patients. Median

[IQR] values are indicated.

Figure 5. The predominantly resident memory profile of adipose CD4 T cells

(A) Representative dot plots showing the proportion of CD69 and CD4 expression among
CD3" cell in SCAT from non-HIV-infected patients. Isotype antibody staining was used to
define the gating strategy, as shown on the right dot plot. The graphs shows the percentage of
CD69-expressing CD4 T cells in SCAT, VAT and PBMCs from non-HIV-infected and
cART-HIV patients. (B) Percentages of Ki-67- and CD25-expressing cells, as a function of
CD69 expression. The representative dot plots combine CD69 expression with Ki67 or CD25
expression among total CD4 T cells in non-HIV-infected patients. The percentage of Ki67- or
CD25-expressing cells is indicated for CD69" vs. CD69  adipose tissue CD4 T cells.
Combined Ki67/CD69 analyses were performed on SCAT (n=5) and VAT (n=5) samples
from non-HIV-infected patients. Combined CD25/CD69 analyses were performed on SCAT
(n=8) and VAT (n=6) samples from non-HIV-infected patients. Median [IQR] values are
indicated. Significant differences were determined in a non-parametric Mann-Whitney test: *

p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

Figure 6. PD-1 expression on adipose CD4 T cells

(A) Representative dot plots showing CD4 and PD-1 co-expression among CD3" cell in
SCAT from non-HIV-infected patients. Isotype staining was used to define the gating
strategy. Below, the percentage of PD-1 expressing CD4 T cells recovered from SCAT (n=9)
and VAT (n=6) in non-HIV-infected and cART-HIV patients (n=5) is shown. (B) Left panel:
representative dot plots showing CD69 and PD-1 (or isotype) co-expression among total CD4
T cells recovered from non-HIV-infected patients. Right panel: percentages of PD-1-

expressing CD69" or CD69™ adipose CD4 T cells recovered from SCAT (n=6) and VAT (n=7)
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in non-HIV-infected patients. Median [IQR] values are indicated. Significant differences were

determined in a non-parametric Mann-Whitney test: * p<0.05; ** p<0.01.

Figure 7. Expression of immune checkpoints other than PD-1 on adipose CD4 T cells in
non-HIV-infected patients

(A) A dot plot and graph showing the percentage of TIGIT-expressing CD4 T cells recovered
from SCAT (n=5) and VAT (n=8) in non-HIV-infected patients (circles and squares,
respectively). The dot plots show CD69 and TIGIT co-expression by CD4 T cells recovered
from SCAT. (B) A dot plot and graph showing the percentage of CTLA-4" cells (intracellular
detection) among the CD4 T cell fraction recovered from SCAT (n=4) and VAT (n=5) in non-
HIV-infected patients (circles and squares, respectively). (C) The percentages of TIGIT- and
CTLA-4-expressing PD-1" and PD-1" CD4 T cells recovered from SCAT and VAT in non-
HIV-infected patients. Median [IQR] values are indicated. Significant differences were

determined in a non-parametric Mann-Whitney test: ** p<0.01.
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Sup Figure 1. No significant proportion of B cells
in adipose tissue stromal vascular fraction

Percentage of CD20 expressing cells among CD45+ 151
cells from SCAT and VAT of non-HIV-infected and g%
cART-HIV patients. When considering the proportion §52 101
of CD45 expressing cells in adipose tissue, the §8 %
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negligible. Percentages recovered from non-infected ® oo
olosmgeo offm
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Sup Figure 2. No change in activation profile (CD8 T cell fraction)

Graph showing the percentage of cells expressing Ki-67 and HLA-DR among CD8 T cells (as shown
for CD4 T cells in Fig 4). Analysis performed on 11 SCAT and 8 VAT samples for non-infected
patients and on 4 SCAT and 3 VAT samples for cART-HIV patients. Median value and interquartile
ranges are indicated.
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Sup Figure 3. Predominant CD45R0O expression on adipose CD4 T cell

Dot plot and graph showing the percentage of cells expressing CD45RO among CD4 T cells.
Representative dot plot showing CD4 and CD45R0O expression on CD3+* cells obtained from SCAT of
non-infected patients. Graph showing CD45RO+ percentages among CD4 T cells recovered from
SCAT and VAT recovered from HIV non-infected and cART-HIV patients. Percentages recovered
from non-infected patients and cART-HIV patients were pooled. Median value and interquartile
ranges are indicated. Wiley - VCH



Annexe 1. Analyse du potentiel pro- ou anti-inflammatoire du tissu adipeux chez le singe infecté

virémique, approche cytokinique.
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Fig A1. Pro-inflammatory cytokines detection at the protein and mRNA levels in adipose tissue

(A) Protein extracts were obtained from SCAT and VAT of 6 healthy macaques and 6 chronically SIV
infected macaques. Concentrations of various pro-inflammatory cytokines were measured by Luminex
(sCD40L, TNF-A, MCP-1, IL-1B, IL-2,IL-4, IL-12, IL-13, IL-15, IL-18, IL-1Ra, IL-6, IL-8, IL-10, MiP1a,
MIP1B, VEGF, G-CSF, GM-CSF, TGF-a). Significant differences were observed solely for IFN-y, IL-17A,
IL-5 levels and are presented. (B) Detection of mRNA coding for IL-6, CCL3, adiponectin and leptin was
performed on total SCAT and VAT samples recovered from 4 healthy macaques and 6 chronically SIV
infected macaques. Significant differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05;
** p<0.01; *** p<0.001.
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Annexe 2. Proportion de lymphocytes Tyd dans le TA de patients infectés par le VIH
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Fig A2. Difference in the proportion of y3T lymphocytes between HIV non-infected and HIV infected
patients.
(A) Graphs showing the percentage of yd T lymphocytes among CD3+ T lymphocytes recovered from

SCAT, VAT and PBMCs from 9 non-infected patients and 4 HIV infected patients under ART. Significant
differences in a Mann-Whitney non-parametric test are shown as * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001. (B) Dot

plots showing the expression TCR yd among CD3 expressing cells.

172


http://journals.plos.org/plospathogens/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.ppat.1005153.s004
http://journals.plos.org/plospathogens/article/file?type=supplementary&id=info:doi/10.1371/journal.ppat.1005153.s004

Discussion

“De la discussionjai“it la lumiere.”

Proverbe indien
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DISCUSSION

I. Persistance du VIH dans le tissu adipeux et identification d’un site réservoir

Jusqu’ici, tres peu d'études se sont intéressées a la question de la présence du virus dans le TA du
fait des résultats relativement contradictoires obtenus sur la fraction adipocytaire. Ces études
avaient conduit a considérer que le TA n'était pas une cible privilégiée pour le VIH in vivo et ne
constituait probablement pas un réservoir pour le virus (Munier et al. 2003), bien que les cellules
adipocytaires soient infectables in vitro. Ces études s’étaient limitées a la recherche du virus au
niveau des adipocytes ou de lysats de TA (Hazan et al. 2002). Les travaux sur I’obésité est la
meilleure caractérisation de la composante immunitaire du TA, démontrant la présence de LT
CD4+ et macrophages dans le TA nous ont conduit a reconsidérer le role réservoir du TA. Notre
étude s’est focalisée sur les cibles classiques de 1’infection par le SIV/HIV (macrophages et LT

CD4+) et nous a permis de démontrer que le TA doit étre considéré comme une cible du VIH.

I. 1. Détection du virus dans le TA

Pour valider notre hypotheése, nous avons travaillé¢ initialement sur le TA d’animaux infectés
virémiques chroniques. Nous avons ainsi détecté la présence d’ADN et d’ARN viral dans la FSV,
dans les LT CD4+ et les macrophages du TASC et TAV. Le virus était détecté dans toutes les FSV
testées, toutes les fractions LT CD4+ et certains échantillons des fractions macrophagiques. Dans
un second temps, nous avons confirmé nos observations dans le TA de patients infectés traités
efficacement, c’est-a-dire présentant une charge virale plasmatique indétectable. Chez les patients
traités efficacement, nous avons été capables de détecter le virus uniquement dans les FSV totales
et LT CD4+ et non dans les macrophages. La détection du virus dans ces deux fractions sera donc

discutée séparément.

Les LT CD4+
Le virus est détectable a la fois dans les fractions LT CD4+ du TA viscéral et sous-cutané. La
présence du virus dans le TA ne semble donc pas strictement liée a la proximité de la muqueuse
intestinale puisque les deux tissus sont également infectés. Ceci reflete la capacité du virus a
disséminer. Nous avons montré que la quantit¢ d’ADN viral retrouvée dans les cellules de la FSV
du TASC et du TAV des patients était inférieure a celle retrouvée dans les PBMC. Cependant, la
proportion de cellules hématopoiétiques est tres différente entre le TA et le sang et explique cette

plus faible quantité de virus détectée. En réalisant une analyse complémentaire sur les seules
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fractions LT CD4+ du TA et des PBMC respectivement, nous avons retrouvé un niveau d’infection
équivalent entre les compartiments adipeux et sanguins.

L’accés aux prélevements tissulaires des patients infectés est difficile a obtenir. En utilisant le
modele macaque, nous avons pu comparer la quantité de virus détectée dans le TA par rapport aux
ganglions lymphatiques et a la rate. Nos résultats démontrent que les quantités de virus retrouvés
dans le TA de ces macaques étaient équivalentes a celle retrouvées dans les ganglions
mésentériques et la rate, deux réservoirs importants. Nous n’avons pas eu 1’occasion lors de cette
étude d’évaluer la quantité d’ADN viral en comparaison a I’intestin, un organe qui est une cible
majeure de 1’infection.

Si le TA présente une proportion de cellules infectées relativement similaire aux autres tissus
testés, il nous semble important d’évaluer si les mémes séquences virales étaient présentes dans le
TA et les autres sites réservoirs. Nous n’avons pu mener cette stratégie de séquences que pour un
seul patient en comparant les fractions LT CD4+ du TA et du sang circulant. Chez cet unique
patient, la séquence virale présentait un degré d’hétérogénéité confirmant que les séquences virales
isolées du sang circulant et du TA n’étaient pas les mémes.

Pour identifier le TA et/ou la fraction LT CD4+ du TA comme un réservoir viral, il fallait enfin
montrer que le virus était capable de se répliquer. Nous avons donc réalisé€ un test de réactivation
ex vivo soit sur cellules de FSV totales, soit sur fractions triées de LT CD4+ (ou macrophages).
L’importance de ce test est li¢ au fait que I’ADN proviral intégré n’est capable de se répliquer que
dans une petite fraction de LT CD4+ mémoires quiescents (Perelson et al. 1997; Chun et al. 1995).
Nous avons pu démontrer la capacité de réactivation des souches virales chez les 6 patients infectés

par le VIH et sous traitement antirétroviral efficace que nous avons étudié.

Les macrophages
Nous avons pu montrer que les macrophages provenant de TA de macaques virémiques étaient
infectés par le SIV, cependant nous n’avons pas pu confirmer ces résultats chez les patients infectés
mais sous ARV. Cette absence de détection du virus dans les macrophages entre singes virémiques
et patients traités pourrait €tre liée au traitement et au contrdle de la charge virale plasmatique qui
en découle. Néanmoins, elle pourrait aussi etre expliquée par les stratégies de tri de macrophages
différentes utilisées entre les deux especes. En effet, chez le macaque, le virus a été détecté dans
la fraction CD14+ totale, par contre chez les patients cela a été fait sur la fraction CD14+ CD206+
(résidente). L’objectif de cette stratégie de gating plus resserrée chez les patients était d’éviter une
éventuelle contamination par des monocytes circulants (CD14+). Cependant, une différence

d’infectabilté des macrophages M1 et M2 est décrite (Cassol, Cassetta, et al. 2010), les fractions
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M1 étant plus infectées que les fractions M2 (au profil plus anti-inflammatoire). En choisisant la
stratégie d’une sélection stricte des cellules CD14+ CD206+ pour le tri, nous avons pu
artificiellement exclure la fraction de macrophages préférentiellement infectés. Un tri de la totalité
des macrophages du TA chez I’homme nous permettra de confirmer ou d’infirmer la persistance
du virus dans cette fraction. Un dernier aspect technique est aussi li€é au faible nombre de
macrophages triés dans le TA, limitant la sensibilité¢ de détection.

Si ces doutes techniques sont levés, il sera possible de discuter I’hypothése de I’effet des ARV
plus spécifiquement sur les macrophages du TA. Envisager un effet des ARV sur les macrophages
du TA n’est pas intuitif puisque les ARV ne permettent pas I’éradication du virus dans les LT
CD4+. 1l faudrait donc envisager : (a) un effet indirect et/ou a distance des ARV affectant plus
spécifiquement les macrophages du TA. On peut envisager une infection des macrophages dans
les singes infectés, tres directement liée a la charge virale haute dans le sang circulant, et une
sensibilit¢é des monocytes et/ou macrophages du TA au virus circulant; (b) I’absence de
macrophages infectés dans le TA du fait d’un renouvellement plus important, assurant une
élimination rapide des macrophages infectés; (c) une diffusion des ARV dans le TA, avec un
impact préférentiel sur les macrophages (li€¢ a I’expression de différents transporteurs cellulaires,
de propriétés de séquestration des ARV différentes).

Nos tests de réactivation virale ont échoué¢ a démontrer la pathogénicité du virus au sein des
macrophages du TA humain. Différentes hypotheses peuvent étre proposées pour expliquer cette
absence de réplication : (a) les molécules utilisées pour la réactivation (LPS, IL-6, TNF-a)
favorisent un profil M1 qui pourrait empécher la réactivation des macrophages M2 du TA (Cassol,
Cassetta, et al. 2010); (b) le virus n’est pas présent : nous n’avons pas pu démontrer formellement
la présence de virus dans les macrophages du TA; (c) on peut imaginer que les macrophages du
TA ont besoin de stimuli particuliers pour étre activés. Il a été décrit que les macrophages du TA
sont activés lors de la lipolyse (Kosteli et al. 2010). On pourra envisager d’activer les macrophages

du TA par des lysats d’adipocytes ex vivo pour essayer d’activer le virus.

Les adipocytes
Nous avons aussi voulu étudier si les adipocytes sont infectés. Nous avons pu détecter la présence
du SIV sur les fractions adipocytaires de deux singes chroniquement infectés par le SIV. Ce
résultat mérite d’étre plus affiné puisque la technique de séparation des adipocytes (simple
centrifugation pour prélever les adipocytes qui restent en surface) n’est pas aussi rigoureuse que
celle utilisée pour collecter les cellules de la FSV. On ne peut exclure une fraction de

contamination par des macrophages et LT CD4+ qui seraient restés en contact étroit avec les
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adipocytes. Un tri d’adipocytes sera la meilleure fagon de purifier ces cellules mais reste tres

difficile a mettre en place techniquement du fait de la taille et de la fragilité de ces cellules.

I1. Impact de I’infection par le VIH sur les propriétés immunologiques du TA

Faible déplétion des LT CD4+ dans le TA des animaux infectés virémiques

De maniere surprenante, la détection du virus dans le TA est associée a une préservation du nombre
de LT CD4+ du TA dans le modele macaque infecté virémique mais aussi chez les patients infectés
par le VIH et traités efficacement (méme si I’effectif plus restreint et la forte variabilité chez
I’homme nous impose d’étre plus mesuré pour les données chez I’homme). Une telle préservation
du nombre de LT CD4+ dans le TA suggere qu’il existe des mécanismes locaux, spécifiques au
TA ou non, qui limitent I’efficacité des réponses immunitaires. Un autre site ou les LT CD4+ (et
notamment les LT CD4+ infectés) sont préservés, a été récemment décrit : il s’agit des LT CD4+
des centres germinatifs au sein des GL et plus particulierement des LT CD4 Tth. Les travaux de
Fukazawa et col., démontrent que la persistance des LT CD4+ infectés dans les centres germinatifs
est associée a un éloignement des LT CD8+ qui ne migrent pas dans les zones folliculaires des
GL. Fait intéressant, le TA présente ces deux caractéristiques, a savoir la préservation du nombre
des LT CD4+ et 1’éloignement des LT CD8+ (localisés en périvasculaire, méme lors de 1’infection
ou la proportion de LT CD8+ est augmentée) et des LT CD4+ (qui sont situés plus en profondeur
dans le TA, entre les adipocytes). L’absence ou la faible fréquence de contact entre LT CD8+
effecteur et LT CD4+ cible est un mécanisme extrémement efficace pour empécher 1’élimination
des cellules infectées. Il semble donc que pour ces deux tissus, le virus utilise a son profit les
propriétés anatomiques de ces tissus et persiste spécifiquement dans des sites peu accessibles aux
cellules effectrices. Il est tentant d’envisager que les mécanismes responsables de la non-
colocalisation des LT CD4+ et LT CD8+ dans les GL et le TA soient similaires et reposent sur un
profil chimioattractant treés spécifique des LT CD4+ et/ou d’autres cellules de ces tissus. Pour
aborder cette hypothese, une étude comparative des LT CD4+ du TA (et notamment de leur
potentiel chimioattractant) et des LT CD4+ Tfh des GL est actuellement en cours dans le

laboratoire.

Peu de signes d’activation dans le TA

Lors de I’analyse des parametres immunologiques, nous avons observé a la fois dans le modele
macaque infecté virémique et chez les patients infectés sans charge virale plasmatique détectable,
une modification du ratio CD4/CDS8 dans le TA. Comme vu précédemment, cette diminution du

ratio n’était pas associée a une dépletion des LT CD4+ (pas de modification significative en
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nombre dans les deux modeles) mais reflete plus probablement une augmentation significative du
nombre de LT CD8+. L’augmentation en nombre est significative dans le modele macaque, mais
n’est pas retrouvée chez les patients infectés sous traitement efficace ce qui suggere un effet
«normalisant » du traitement ARV. La modification du ratio et la probable accumulation de LT
CD8+, méme modérée, peuvent étre considérées comme un signe d’activation : le recrutement de
LT CD8+ dans le TA est en effet un élément précoce au cours du processus inflammatoire se
développant dans le TA dans les mode¢les d’obésité.

Nous avons ensuite étudié¢ plus directement 1’expression des marqueurs d’activation et de
prolifération (HLA-DR, CD25, Ki-67). Chez le macaque infecté et virémique, nous avions observé
une augmentation faible mais significative de la proportion de cellules activées sur la base de
I’expression d’HLA-DR et de Ki-67. A I’inverse, le niveau d’activation et de prolifération des LT
CD4+ n’est pas différent entre les patients infectés traités efficacement et les témoins sains. Cette
faible activation des LT du TA au cours de ’infection chez les patients peut suggérer a nouveau
le retour a un niveau basal du fait des ARV ou étre expliquée par des caractéristiques
immunorégulatrices du TA. Selon les données de la littérature, nous avons initialement privilégié
I’hypothese d’une forte proportion de LT CD4+ Treg qui pourrait limiter 1’activation des cellules
effectrices. Cependant, lors de nos études menées chez le macaque et chez I’homme, nous avons
observé une proportion relativement faible de LT CD4+ Tregs. Nous avons cependant pu
démontrer une proportion plus élevée des Tregs dans le TA chez les patients infectés. Un role
potentiel des LT CD4+ Treg dans le maintien d’une activation controlée ne peut donc pas étre
exclu puisque ce pourcentage est significativement plus élevé chez les patients infectés.
Néanmoins, la faible proportion de LT CD4+ Treg mesurée a I’état basal suggere un potentiel
immunorégulateur bien plus limité qu’initialement envisagé. A 1’inverse, nous avons observé un
fort niveau d’expression de PD-1 a la surface de la majorité des LT du TA, suggérant une capacité
de réponse affaiblie des LT dans le TA. Ces deux aspects seront discutés plus longuement dans le

paragraphe suivant.

Indépendamment de la composante cellulaire, nous avons aussi voulu étudier le profil de sécrétion
des cytokines pro- et anti-inflammatoires induit chez les macaques infectés par le SIV et les
macaques non infectés. Cela a été fait par deux différentes méthodes : par quantification des ARN
codant pour un large panel de cytokines sur du TA entier et par détection des protéines (par
technique luminex) sur des extraits protéiques isolés du TA (Annexe 1). Aucune différence n’a été
détectée apres infection, suggérant a nouveau que le potentiel immunitaire du TA était modérément

altéré au cours de I’infection. Il faut néanmoins noter la grande variabilité des résultats obtenus et

179



I’existence potentielle de biais techniques associés a ces analyses. L’analyse en TA entier ne nous
permet pas de dissocier I’impact de la composante adipocytaire de la composante immunitaire et
pourrait expliquer la grande variabilit¢ de résultats entre les échantillons. C’est un probléme
important puisque la densité adipocytaire est affectée au cours de I’infection. Le travail sur fraction
apres dissociation pose le probléme d’une activation de I’inflammation lors du traitement par la
collagénase (Fain 2010a). Puisque nous n’avions pas de différence dans le modele macaque ou les
deux groupes infectés virémiques et non infectés auraient pu permettre de détecter des différences,

nous n’avons pas poursuivi cette analyse.

Les ¢léments d’informations concernant 1’inflammation chronique sont donc essentiellement liés
dans notre étude, a 1’analyse cellulaire des fractions mono-macrophagiques, pour lequel nous
avons observé une orientation légerement plus marquée vers la différenciation en macrophages
M1 pro-inflammatoires dans le groupe d’animaux infectés. A nouveau, cette stratégie d’analyse
doit aussi étre discutée puisque la classification M1/M2 classiquement utilisée et relativement
fiable chez la souris, est probablement plus difficilement applicable chez ’homme et le macaque.
Il semble exister un continum de différenciation plutdét qu’une différence franche entre

macrophages M2 et M1 (Martinez and Gordon 2014).

Collectivement, nous n’avons donc pas observé de signes d’activation majeure dans le TA au cours
de I’infection, tant sur la composante immunitaire adaptative qu’innée, a la fois dans un contexte
d’infection chronique a charge virale maintenue (modele macaque) ou controlée (patients traités).
Néanmoins une activation existe : I’infection chronique virémique chez le macaque se traduit par
une modification du ratio CD4/CD8, une augmentation significative mais limitée de la proportion
de LT activés, une plus forte proportion de cellules macrophagiques et une modification du profil
phénotypique de ces macrophages vers un profil pro-inflammatoire. Il est difficile en 1’état de
savoir si ce profil d’activation est le signe d’une activation tronquée ou refléte une activation
spécifique de tissu ou méme spécifique du TA. Il est en effet possible d’envisager un profil
d’activation plus limité dans le TA, visant a préserver les fonctions métaboliques dont on sait
qu’elles peuvent étre fortement modulées par le contexte inflammatoire. Néanmoins, cette
hypothese est fragile puisque des défauts de la composante adipocytaire sont déja détectables chez
les macaques virémiques (sur la base des quelques tests trés préliminaires que nous avons
réalisés (densité des adipocytes) et des données de la littérature.

Un des mécanismes qui pourrait expliquer ce manque d’activation immunitaire sur les LT du TA

au cours de I’infection par le VIH est un défaut de présentation des antigénes par les CPA. Il a d¢ja
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été montré que le VIH peut réduire globalement la capacité a présenter efficacement les antigenes
par les CPA (Piguet et al. 2014). Le TA présente une faible proportion de CPAg mais une forte
proportion d’adipocytes qui expriment le CMH de classe II qui peuvent ainsi procurer un signal
d’activation, sans les costimulations nécessaires a une activation efficace. Une meilleure
caractérisation des cellules de I’immunité innée et des fractions présentatrices de I’Ag pourrait

permettre de répondre a cette question.

Fraction CD45-

Une modification importante du TA suite a 1’infection par le SIV/VIH était I’augmentation de la
cellularité dans le TA, une augmentation essentiellement portée par la fraction CD45-. Cette
fraction non hématopoietique contient principalement des pré-adipocytes, des cellules souches
mésenchymateuses et des cellules endothéliales. Une telle accumulation qui touche la fraction
CDA45- est aussi décrite chez la souris au cours du vieillissement. Dans les rats 4gés, une
accumulation des pré-adipocytes est décrite et celle-ci est associée a une altération de la
différentiation adipocytaire (Kirkland et al. 1994). Nous pouvons envisager un mécanisme
équivalent au cours de I’infection par le SIV/VIH: nous avons mis en évidence par
immunohistochimie 1’altération du compartiment adipocytaire dans le modele macaque. En
complément, nous avons détecté une augmentation de la proportion de progéniteurs adipocytaires
chez les animaux infectés comparativement aux animaux non infectés. Ces résultats démontrent
I’impact de I’'infection par le SIV sur la fraction non hématopoiétique et plus particulierement sur
les précurseurs adipocytaires, en accord avec les nombreuses données de la littérature montrant un
défaut de I’adipogenese chez les individus infectés (J. P. Bastard et al. 2002; Villarroya, Domingo,
and Giralt 2007). Des études complémentaires seraient néanmoins nécessaires pour évaluer
d’éventuelles perturbations d’autres fractions non hématopoiétiques mais aussi la nature des
défauts qualitatifs touchant ces progéniteurs.

I1 est a noter que cette augmentation en nombre de la fraction CD45- n’a pas été observée chez les
patients infectés et traités efficacement. Cette absence d’impact pourrait étre liée a un effet
«normalisant » des ARV mais on ne peut exclure que I’effet ne soit pas détecté du fait d’une plus
grande variabilité au sein de nos patients dont D’effectif est plus hétérogene et plus réduit.
Néanmoins, une diminution en proportion de la fraction CD45+ reste détectable dans le TAV des
patients traités en comparaison aux sujets non infectés, suggérant qu’une altération de la fraction

CD45- persiste.
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I11. Quels mécanismes d’infection et de persistance du VIH dans le tissu adipeux ?

III. 1. Infection du TA par le VIH

Nous avons peu d’¢léments pour définir si le TA est le site d’infection ou un site d’accumulation
des cellules infectées. Le faible profil d’activation des LT du TA est plutot en défaveur d’une
infection locale dans le TA. A D’inverse, le faible taux de renouvellement des LT CD4 du TA
suggere une forte compartimentalisation du TA et serait plutdt en faveur d’une infection locale.
Nous avons pu détecter le virus dans le TA dés les temps précoces de 1’infection suggérant que

I’infection du TA est rapidement établie.

III. 2. Mécanismes de persistance du VIH dans le TA

S’il est difficile de déterminer les mécanismes par lesquels les LT CD4+ (et les macrophages)
du TA sont infectés, différentes hypotheses peuvent étre formulées concernant la persistance du
virus dans le TA.

- Axe pharmacologique : une distribution potentiellement insuffisante de certains ARV dans
le TA (Dupin et al. 2002b) pourrait favoriser la persistance du virus.

- Axe immunologique : le TA est classiquement décrit comme un tissu riche en cellules
immunorégulatrices qui pouraient favoriser la persistance du virus en limitant I’efficacité
des réponses effectrices. Indépendamment des propriétés intrinséques du TA, I’infection
in situ par le VIH pourrait conduire a une perte d’efficacité des réponses immunitaires du
TA.

- Axe métabolique : les propriétés intrinseques du TA pourraient moduler les propriétés de
réplication du virus et la qualité des réponses immunitaires (Duffaut, Zakaroff-Girard, et

al. 2009).

III. 2. 1. Hypothese d’'une mauvaise diffusion des ARV dans le TA

Deux mécanismes principaux peuvent empécher une activité efficace des ARV sur les cellules
infectées dans le TA: (i) une faible accessibilité de I'ART au TA (Dupin et al. 2002b), (ii) la
séquestration de médicaments a l'intérieur des gouttelettes lipidiques au détriment des cellules
immunitaires infectées par le VIH (Vernochet et al. 2005b). Les ARV doivent diffuser non
seulement dans les TA mais aussi dans les LT CD4+ et les macrophages. L’existence d’un
réservoir viral dans le TA souligne I'exigence cruciale pour I’utilisation de combinaisons d’ARV
a large diffusion dans les tissus et notamment dans les tissus lipophiles. Cet aspect fait 1’objet

d’une collaboration avec I’équipe de pharmacologie d’AM Taburet pour étudier la diffusion
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tissulaire mais aussi cellulaire des ARV notamment 1’étude des transporteurs d’influx et d’efflux

sur les macrophages et les LT du TA.

I1I. 2. 2. Hypothese de propriétés immunologiques intrinseques du TA favorisant la persistance
du TA

Le TA présente un certain nombre de propriétés intrinséques qui pourrait favoriser la persistance
du virus : (a) c’est un tissu riche en LT CD4+ mémoires, une fraction classiquement enrichie en
cellules infectées ; (b) il existe une faible proportion de LT CDS8+ effecteurs, susceptibles
d’¢liminer les cellules infectées, et au cours de I’infection, I’augmentation du nombre de LT CD8+
observée est associée a une accumulation dans les zones périvasculaires et donc a distance des LT
CD4+ infectés (ce point a été discuté plus haut). (c) la littérature attribue au TA « sain » un fort
potentiel immunorégulateur, théoriquement porté par les LT CD4+ Tregs. Pour aborder cette
question, nous avons réalis¢ chez I’homme infecté et non infecté une caractérisation des LT CD4+

du TA.

Faible proportion de cellules Treg dans le TA des sujets étudiés

Le TA est caractérisé, en particulier dans les modeles murins, par la grande proportion de Treg
résidant dans le tissu (50 a 70% des LT CD4+ du TA). Cette observation pourrait étre
particulierement importante dans le contexte de I’infection par le VIH puisque les Treg sont décrits
comme cibles cellulaires et réservoir de I’infection (T.-A. Tran et al. 2008). Elles assurent d’autre
part une activité immunorégulatrice, protégeant de l'inflammation et participant au maintien des
fonctions métaboliques du TA. Nous avons dans un premier temps évalué les proportions relatives
des différentes sous-fractions LT CD4+ (Th1, Th2, Th17, Tth et Treg) chez les sujets non infectés
et infectés par le VIH. De maniere surprenante, nous avons observé une proportion relativement
faible de LT CD4+ Treg dans le TASC et TVA des patients infectés et non infectés. La fraction
de LT CD4+ prédominante dans le FSV était la sous-population Th1 plutot que la sous-population
Treg. A notre connaissance, nous sommes les premiers a avoir caractérisé et quantifié les Treg du
TA humain par détection intra-cellulaire de FoxP3 en cytométrie de flux. Nos résultats ne peuvent
étre comparés aux analyses effectuées dans les autres études qui se sont focalisées sur la détection
de I'ARNm codant pour Foxp3 soit sur le TA total, les cellules de FSV ou les CD3+ du TA. Ces
résultats sont en contradiction apparente avec l'observation réalisée dans les modeles murins.
Cependant, le pourcentage de Tregs dans le TA dépend fortement du régime alimentaire, de 1'age,
du sexe, du microbiote et de 1'état inflammatoire : 1'o0bésité, 1'dge et 1'inflammation sont associés a

la réduction des pourcentages de Treg (Cipolletta et al. 2012; Feuerer et al. 2009). Ces parametres
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peuvent expliquer pourquoi, chez les patients étudiés, nous avons observé une telle proportion
réduite de Tregs. En effet, les patients infectés inclus dans notre étude ont subi pour une grande
proportion des chirurgies bariatriques et présentent des troubles métaboliques associés. Afin de
réaliser une comparaison fiable, le groupe de patients non infectés que nous avons sélectionné
inclut lui aussi des patients en surcharge pondérale et soumis a une chirurgie bariatrique. Les
pourcentages de LT CD4+ Treg retrouvés chez ces témoins sains ou chez les patients infectés par
le HIV sont de fait significativement plus bas que ceux retrouvés dans le modele souris. Il faut
néanmoins noter que certains patients ont été prélevés pour d’autres causes que des pathologies
métaboliques (cholécystectomie) et présentent eux aussi une proportion faible de LT CD4+ Tregs.
Ces resultats posent la question de différences de composition immunitaire du TA chez la souris
et ’homme. Les LT CD4+ Treg semblent jouer un role crucial dans les modéles murins
d’obésité puisqu’elles sont cruciales au maintien du TA « sain » et de ses fonctions métaboliques.
Le role des Tregs pourrait néanmoins étre moins crucial dans ’homéostasie du TA humain du fait

de la faible proportion de ces cellules a 1’état basal.

Expression constitutive de PD-1 sur les LT CD4+ du TA

Au cours de 1'infection par le VIH, l'expression de PD-1 sur les LT CD4+ dans le sang est associée
a des défauts immunitaires (tels que la production d'IL-2 dans les LT CD4+ ou une cytotoxicité
réduite dans les LT CD8+) (Day et al. 2006; Porichis and Kaufmann 2012). Il a été montré
également que dans les ganglions lymphatiques, les LT CD4+ exprimant PD-1 sont la principale
source de cellules infectées par rapport a toute autre population de LT CD4+ PD-1- des GL ou du
sang circulant (Banga et al. 2016). Des niveaux plus élevés d'ARN VIH-1 sont présents dans les
LT CD4+ PD-1+ des GL que dans d'autres sous-populations de LT CD4+ mémoires méme apres
un traitement ARV a long terme (jusqu'a 12 ans) (Banga et al. 2016).

Nous avons pu démontrer dans ce travail que 60 a 75% des LT CD4+4 CD69+, soient les LT CD4+
résidants du TA, expriment PD-1, que les patients soient infectés ou non. Cette proportion est tres
significativement supérieure a celle retrouvée dans le sang circulant. La forte expression de PD-1
a la surface des LT CD4+ constitue donc une propriété intrinseque des LT CD4+ du TA. L impact
de cette forte proportion de LT PD-1+ est double.

- Elle pourrait limiter le développement de réponse immunitaire adaptative exacerbée. La faible
activation et la faible prolifération des LT chez les patients infectés par le VIH pourraient étre
expliquées par I’expression de PD-1, qui freine 1’activation. L’expression de PD-1 est aussi
associée a I’identification de populations directement immuno-modulatrices. Des études

fonctionnelles complémentaires de ces LT PD-1+ seront nécessaires pour pouvoir déterminer leur
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potentiel immuno-modulateur, en le comparant avec les LT CD4+ PD-1+ du sang circulant ou
ceux provenant d’autres organes.
- Les cellules mémoires PD-1+ représentent une cellule cible parfaite permettant la persistance du

virus.

Cette forte expression de PD-1+ au sein des LT CD4+ du TA reste a disséquer. Différents facteurs
régulent ’expression de PD-1: la présence de cytokines pro-inflammatoires mais aussi
I’environnement métabolique. Il serait important de mieux caractériser 1I’environnement tissulaire
dans lequel les cellules du TA vivent. La forte proportion de LT exprimant PD-1 pourrait étre un
mécanisme d’adaptation a 1’environnement métabolique et pro-inflammatoire du TA permettant
de limiter 1’activation des réponses immunes adaptatives dans 1’environnement adipeux. Nous ne
pouvons pas exclure 1’hypothése de 1’accumulation dans le TA de LT présentant un profil
d’exhaustion. Dans les études d’exhaustion, I’expression de PD-1 est aussi discutée en fonction de
I’intensité d’expression de PD-1, attribuant aux LT PD-1 low une possibilité de réversion de
I’exhaustion tandis que les LT PD-1 high seraient irrémédiablement orientés vers 1’exhaustion.
Nous observons effectivement deux niveaux d’intensité d’expression de PD-1 sur les LT CD4+
du TA. Le nombre restreint de LT CD4+ dans le TA ne nous a pas permis jusqu’ici d’évaluer leur

potentiel fonctionnel respectif.

Un point important sera de déterminer la disponibilité des ligands du PD-1 dans ces tissus.
Malheureusement, nous avons été incapables de détecter le PD-L1 par immuno-microscopie sur
des coupes fixées de TA suggérant que les adipocytes n'expriment pas PD-L1. L'expression de
PD-L1 surla FSV, en particulier chez les macrophages, peut ne pas apparaitre en raison de la faible
fréquence de ces cellules dans le TA. Cet aspect sera abordé dans les prochaines études par une

stratégie de détection des ARN codant pour PD-L1 et PD-L2 sur tissu entier.

Profils d’exhaustion différents des LT CD4+ du TASC et TAV

Nous avons aussi observé deux profils d’exhaustion dans les LT CD4+ du TA sur la base des
différents marqueurs d’immunorégulation testés (CTLA-4, TIGIT, Tim-3, ...) : les LT CD4+
exprimant uniquement le PD-1 et les LT CD4+ co-exprimant PD-1 et TIGIT. 1l est difficile
d’évaluer les propriétés fonctionnelles respectives de ces deux populations. On peut envisager que
la coexpression pourrait correspondre a des cellules plus fortement exhaustées et épuisées ou plus
enrichies en cellules infectées. Plusieurs groupes ont montré que les LT CD4+ qui co-expriment

des molécules de checkpoints sont enrichis en cellules infectées par le VIH (Olesen et al. 2016).
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Une observation importante était la différence d’expression selon le TA considéré : la proportion
de LT CD4+ TIGIT+ PD-1+ est dans notre étude plus importante dans le TASC que le TAV,
suggérant que les propriétés immunorégulatrices ne soient pas strictement les mémes dans les deux

TA considérés.

En conclusion, nous n’avons pas observé de fraction LT CD4 Treg prédominante dans le TA,
contrairement aux données de la littérature obtenues chez la souris. Chez I’homme, nous avons
néanmoins observé une signature phénotypique tres spécifique du TA avec une forte proportion
de LT CD4+ exprimant PD-1. L’expression de PD-1 n’était pas modifi¢e chez les patients infectés
traités efficacement et restait trés majoritaire. A 1’inverse, nous avons observé une faible
proportion de LT CD4+ Treg dans le TA chez les patients non infectés mais cette proportion était
significativement augmentée chez les patients infectés. Collectivement, ces résultats suggerent que
la persistance virale dans le TA pourrait reposer sur les propriétés intrinseques du TA mais aussi

sur des altérations liées au virus.

I1I. 2. 3. Hypothese d’un environnement métabolique favorisant la faible efficacité des réponses
immunitaires et la persistance du virus

Cross talk entre les cellules adipocytaire et les cellules immunitaire du tissu adipeux
Récemment Couturier et col. ont démontré qu’in vitro les cellules adipocytaires mises en culture
avec des LT CD4+ du TA augmentent la durée de vie des LT CD4+. La présence d’adipocytes
favorise l'activation des LT CD4+ mais aussi la production du VIH en synergie avec les cytokines
IL-2, IL-7 ou IL-15. Ces effets sont atténués par des anticorps neutralisants contre 1'[L-6 et
l'intégrine a1B1 (Couturier et al. 2015b). En conclusion, les adipocytes, par leur capacité a sécréter
des cytokines pro-inflammatoires, pourraient favoriser la persistance du VIH dans le TA. Nous
avons démontré dans notre travail que les adipocytes sont affectés au cours de I’infection par le
SIV. Nous avons observé une augmentation de leur densité avec une réduction de leur taille. Les
perturbations métaboliques des adipocytes au cours de I’infection par le VIH sont relativement
bien décrites mais peu d’informations sont disponibles sur d’éventuelles perturbations de leur
activité immunitaire. Est-ce que les modifications de la fraction adipocytaires influencent la qualité
des réponses immunitaires qui se développent dans TA ? Est ce que leur densité plus importante
au cours de I’infection modifie les capacités de migration et recrutement des cellules immunitaires

dans le tissu ?
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I1I. 2. 4. Conclusions

En conclusion différents mécanismes peuvent expliquer la persistance du VIH dans le TA, a
savoir : la mauvaise diffusion des ARV dans le TA, I’aspect et les caractéristiques immuno-
modulatrices du TA, et enfin I’environnement adipeux particulier. Une synergie de ces
mécanismes est totalement envisageable, surtout dans le contexte actuel ou il ya beaucoup de
preuves d’une interaction entre 1’axe immunologique et métabolique dans le TA. Ce travail de
thése s’est focalisé sur la composante immunitaire du TA mais le lien entre environnnement
métabolique et cellules de 'immunité mérite d’étre encore détaillé, particulierement dans le
contexte du TA. Cette étude d’immuno-métabolisme devrait intégrer d’une part les interactions
entre adipocytes et cellules de I’immunité, mais aussi la composante extracellulaire du TA, c’est-
a-dire le contenu lipidique, le potentiel oxydatif, I’hypoxie et la fibrose potentielle qui peuvent

également affecter le TA.

IV. Quelles conséquences liées a I’infection in situ du TA ?

IV. 1. Lien TA / troubles métaboliques et cardiovasculaires.

Perturbation des fonctions métaboliques adipocytaires

Les premieres études qui se sont intéressées aux perturbations des fonctions métaboliques et
adipocytaires au cours de 1’infection par le VIH, étaient principalement des études in vitro qui ont
confirmé I’effet des protéines virales sur les adipocytes (Diaz-Delfin et al. 2012; Shrivastav et al.
2008). Mais aucune étude n’a permis de montrer clairement la présence du virus dans le TA,
contrairement aux protéines virales qui ont été identifiées dans le TA. La présence de protéines
virales dans le TA est classiquement expliquée par la diffusion de ces protéines a partir des sites
d’infection. Notre travail apporte une claire démonstration d’une présence virale a proximité des
adipocytes qui pourrait constituer une source locale de production de protéines virales affectant
les cellules adipocytaires et les fonctions métaboliques du TA (N. Agarwal and Balasubramanyam

2015).

Perturbation des interactions cellules métaboliques/ cellules immunitaires du fait de
I'infection

Il sera important de déterminer I'impact des cellules immunitaires infectées sur le métabolisme des
adipocytes et inversement, évaluer comment les adipocytes affectés par la présence virale pourrait
affecter les cellules immunitaires. Mieux définir ce lien est d’autant plus important que le TA peut
aussi infiltrer certains sites lymphoides majeurs, tels que le thymus, la moelle osseuse, ou

envelopper certains sites ganlionnaires (tissu adipeu péri-nodal).
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IV. 2. Quelle influence du statut métabolique sur I’évolution de 'infection par le VIH ?
L'impact de l'infection par le VIH et des traitements ARV sur les propriétés métaboliques du TA
ont été bien étudiés, mais les aspects inverses tels que 1I’impact d’un IMC élevé ou de I’obésité sur
la réplication du VIH et la pathogenéese ont été moins étudiés. 11 est difficile d’évaluer 1’impact
d’une inflammation du TA liée a des troubles métaboliques sur la progression de 1’infection locale.
Les modifications de la composante immunitaire liée a 1’obésité pourraient favoriser le
développement de réponses effectrices plus efficaces en limitant la composante
immunorégulatrice. A 1’inverse, un plus fort niveau d’activation pourrait favoriser 1’infection des
cellules du TA. 1l est intéressant de noter que plusieurs études corrélant 1'obésité et I'IMC avec les
charges virales et le statut immunologique des patients atteints du VIH indiquent que des niveaux
plus élevés d'IMC sont associés a des charges virales inférieures et a 'amélioration du nombre de
LT CD4+. Une étude incluant 875 femmes infectées (cohorte HER) a montré que les femmes ayant
des IMC plus élevés présentaient un nombre de LT CD4+ plus élevé dans le sang circulant et
qu’elles avaient une progression plus lente vers les maladies liées au SIDA et la mort par rapport
a des femmes avec un poids normal ou avec un IMC plus faible (C. Y. Jones et al. 2003). En outre,
dans une étude sur 125 hommes et femmes infectés par le VIH qui sont des utilisateurs de drogues
(cohorte MIDAS), un IMC ¢élevé et I’obésité ont été associés a un taux de LT CD4+ plus élevé et
a une mortalité plus faible (Shor-Posner et al. 2000). Une autre étude menée aupres de 711 hommes
et femmes infectés aux Etats-Unis (étude sur le dépistage du VIH - étude HOPS) a également
observé que les patients obeses avaient des charges virales de base inférieures par rapport aux
patients ayant un poids normal (Tedaldi et al. 2006). Ces résultats semblent également étre
cohérents avec une étude de 83 femmes sud-africaines infectées par le VIH qui démontrent une
corrélation inverse entre le taux sérique de la leptine (une adipokine principalement liée a une
augmentation de I'IMC) et la charge virale d'ARN plasmatique (Azzoni et al. 2010). Ces résultats
suggerent que 1'obésité ou le gain de poids pourrait €tre un €lément protecteur contre la progression
de la maladie.

Cependant, une autre étude menée aupres de 158 hommes et femmes infectés et sous traitement
antirétroviral efficace n'a montré aucune différence de charge virale et de taux de LT CD4+ entre
patients maigres et obeses (Koethe et al. 2013).

Collectivement, ces études suggerent que l'augmentation de l'adiposité peut modérer la
pathogenese du VIH, mais l'influence de 1'adiposité, du métabolisme et de la pathogenese du VIH
définit une relation complexe qui est probablement influencée par de nombreux facteurs tels que

la démographie, les traitements antirétroviraux, le statut immunologique et pathologique.
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Une étude utilisant le modele macaque s’est intéressée a I'effet d'un régime athérogénique, c’est-
a-dire un régime riche en acides gras saturés et en cholestérol, sur la progression de la maladie et
l'inflammation systémique chez des macaques SIV+. Les macaques nourris avec un régime riche
présentaient une progression significativement plus rapide de la maladie, ce qui entrainait un risque
accru de déces 1ié au SIV par rapport a celui des macaques témoins (Mansfield et al. 2007). Ce
résultat démontre clairement un lien entre le régime alimentaire, et suggere un effet délétére d’un
régime athérogeéne sur la qualité des réponses. Toutefois, dans les stades précoces de 1’infection,

un bénéfice pouvait étre observé pour les animaux soumis a un régime athérogénique.

IV. 3. TA : Identification d'un site réservoir jusqu’ici négligée. Quelles conséquences ?

IV. 3. 1. Importance et taille du réservoir viral du tissu adipeux

Compte tenu notamment de sa prévalence anatomique (le TA représente 30 a 50% du poids de
I’individu), de sa large dispersion et de sa localisation a proximité des barrieres d’entrée (dont la
muqueuse intestinale, un tissu riche en LT CD4+), le TA pourrait constituer un réservoir
anatomique majeur. Il est d’autre part bien vascularisé et largement réparti dans tout I’organisme.
La persistance virale dans le TA pourrait avoir une grande incidence sur les charges virales et la

possibilité de rebond viral suite a un arrét de traitement.

IV. 3. 2. Stratégies thérapeutiques pour éradiquer le réservoir adipeux ?

L’identification du TA comme réservoir viral améne a réfléchir a de nouvelles stratégies
thérapeutiques pour limiter la taille du réservoir. On peut aussi envisager une stratégie métabolique
ciblant de maniere indirecte le TA. De ce point de vue, les statines sont un exemple intéressant de
I’influence de médicaments ciblant le métabolisme sur 1’activité virale. Les statines sont des
médicaments hypocholestérolémiant puissants avec des effets anti-inflammatoires et immuno-
modulateurs mais qui ont également la propriété de perturber directement 1’infection virale. Une
étude a montré que l'entrée et la sortie virale étaient réduites dans les cellules traitées par les
statines (del Real et al. 2004) . L’impact spécifique des statines sur la taille des réservoirs du VIH
dans le TA semble donc important a évaluer. Définir des stratégies « métaboliques » visant a
réduire le réservoir requiert néanmoins de mieux comprendre les différences immunologiques du
TA et notamment les propriétés des LT CD4+ du TA chez les sujets infectés présentant ou non
des perturbations métaboliques. Indépendamment de stratégies visant a réduire la taille du
réservoir, des stratégies métaboliques visant a limiter 1’inflammation du TA pourrait participer a

réduire I'inflammation chronique et les comorbidités qui y sont associées. Néanmoins, I’existence
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d’une inflammation spécifique au TA et la contribution de cette inflammation locale a

I’inflammation systémique reste a mieux définir.

IV. 3. 3. Un site réservoir relativement accessible

Le TA, et particulierement le TA sous-cutané, est facilement accessible avec une procédure de
prélevement peu invasive. Cette particularité est un atout technique permettant potentiellement
d’utiliser ce tissu comme reflet des réservoirs anatomiques plus profonds et plus difficiles d’accés.
Le TA est le premier site réservoir accesible et facile a étudier et devrait permettre d’étudier les

mécanismes de persistance tissulaire du VIH chez ’homme.

V. Potentiel anti-infectieux du TA hors infection par le VIH

Il existe beaucoup de données sur l’influence des cellules immunitaires du TA dans le
développement des troubles métaboliques (obésité, diabéte, ...). Leur role régulateur sur les
populations adipocytaires dans le TA sain, ou pro-inflammatoires dans le TA pathologique est bien
décrit mais leur role immunitaire, au sens anti-infectieux, reste a définir.

L’ensemble des données collectées jusqu’ici ameéne a s’interroger sur le potentiel anti-infectieux
du TA. En effet, celui-ci est localisé a proximité des sites d’interface avec 1’environnement et
pourait donc constituer un tissu de support. Mais la nature exacte de ’activité immunitaire du TA

reste a mieux définir :

- Partenaire de la réponse par sa composante inflammatoire et effectrice ?

Il est clairement montré que le TA est un partenaire majeur de I’inflammation associée a 1I’obésité :
le TA est aussi un organe endocrinien capable de sécréter une panoplie d’adipokines pro- ou anti-
inflammatoires. Mais le TA produit aussi des défensines. Ces résultats récents, démontrant le
potentiel anti-microbien du TA, conduisent a reconsidérer le TA comme un €élément de défense
anti-infectieuse et pas seulement comme un organe métabolique.

Un autre argument en faveur d’un role anti-infectieux actif du TA est le fait que les personnes
souffrant d’une perte excessive de poids (malnutrition) souffrent d’une susceptibilité accrue aux
infections. Ces questions méritent d’étre approfondies en €valuant ’apport de la composante

cellulaire et sécrétoire du TA au cours des processus infectieux.
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- Partenaire de la réponse par sa composante régulatrice ?

Les résultats obtenus chez la souris montrent que la composante lymphocytaire principale du TA
est la population LT CD4+ Treg. Une autre caractéristique immuno-régulatrice, démontrée par
notre travail est la forte expression de molécules inhibitrices (PD-1) au sein des LT. Le TA semble
présenter soit par des mécanismes différents selon les especes, soit par de multiples mécanismes
un fort potentiel immunorégulateur. Limiter le développement d’une réponse immunitaire pourrait
potentiellement prévenir la dissémination de la réponse inflammatoire et assurer le développement
d’une réponse forte mais localisée sur le site d’infection. Cette stratégie pourrait permettre de
limiter la surstimulation du systéme immunitaire central en garantissant une zone tampon autour

des sites majeurs de contact avec I’environnement extérieur.

- par sa capacité d’hématopoiése ?

Le TA contient une grande proportion de cellules souches mésenchymateuses, celles-ci sont
capables de se différencier en adipocytes, chondrocytes, et myocytes. Mais le TA contient une
forte proportion de cellules souches hématopoietiques (CD45+ CD34+) qui est significativement
plus élévée que dans le sang circulant.

La premiere étude qui a révélé un potentiel de régénération hématopoiétique a partir des cellules
souches du TA a été réalisée par Cousin et col. (Cousin et al. 2003), qui ont démontré que la
transplantation des cellules souches hématopoiétiques CD45+ CD34+ dérivées de la FSV peut
favoriser la reconstitution endogene fonctionnelle de I'hématopoiese chez les souris irradiées
létalement. A la suite de cette découverte, d'autres études ont continué a soutenir ce concept au
cours de la derniere décennie et ont démontré que la FSV humaine contient de multiples
progéniteurs de cellules sanguines qui, dans diverses conditions in vitro, peuvent se différencier
en cellules endothéliales et / ou hématopoiétiques (Mifiana et al. 2008; Poglio et al. 2010).

Ainsi, le TA pourrait étre considéré comme une source importante et pratique de cellules capables
de supporter I'nématopoicse et participer indirectement et/ou localement a ’efficacité des réponses

immunitaires et a la réparation de 1ésions tissulaires.
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VI. Perspectives et conclusions

Une caractérisation des sous-populations immunitaires a poursuivre
Nous avons principalement axé ce travail de these sur la caractérisation virologique et
immunologique des LT CD4+ du TA. Ces analyses requierent un nombre important de cellules et
I’accés au modéle macaque a été crucial pour mener a bien cette étude. Néanmoins, la

caractérisation des différentes fractions reste a approfondir.

Les LT CD4+

Quelques aspects de la caractérisation des LT CD4+ doivent étre poursuivis.

- Etude transcriptomique des LT CD4+ du TA

Le profil transcriptionnel des LT CD4+ sera analysé grace a la technique Fluidigm. Cette technique
permet au niveau de la cellule unique I’analyse concomitante d’un grand nombre d’ARNm ce qui
permettera une analyse plus large de ’expression de chimiokines et de leurs récepteurs. Par
ailleurs, elle nous permettra d’analyser d’autres aspects fonctionnels au sein des LT CD4+ qui ne
seront pas abordés par cytometrie, a savoir I’expression de molécules de survie, de stress et des

marqueurs de 1’état métabolique des cellules.

- Etude fonctionnelle de leurs propriétés immuno-régulatrices ou pro-inflammatoires

La quantité de cellules obtenues ne nous a pas permis d’étudier fonctionnellement les LT CD4+
du TA. Nous posons I’hypothése d’un fort potentiel immuno-régulateur et inhibiteur de ces
cellules. L’¢étude de la capacité suppressive de ces cellules in vitro permettera d’avoir des réponses
sur leurs fonctionnalités. Ces études seront réalisées chez le macaque non infecté dans un premier

temps.

Les LT CD8+
Un aspect manquant de ce travail est la caractérisation plus fine des populations LT CD8+. C’est
’autre versant important, pour comprendre la persistance de LT CD4+ infectés dans le TA. Nous
avons démontré une accumulation des LT CD8+ dans le TA de macaques chroniquement infectés
par le SIV. Une question majeure est de savoir si ces LT cytotoxiques sont spécifiques du virus ou
s’accumulent en réponse a des stimuli inflammatoires dans le TA. Des études récentes ont montré
que les LT, en particulier les LT CD8+, s'accumulent treés précocément dans le TA au cours de
I’obésité. Dans ces contextes, les LT CD8+ présentent un phénotype activé (Nishimura et al. 2009;
Winer et al. 2009) et participent au développement de I’inflammation par le recrutement des

macrophages responsables de la plupart des événements inflammatoires dans le TA (Weisberg et

192



al. 2003; Lumeng, Bodzin, and Saltiel 2007). La spécificité des LT CD8+ accumulé dans le TA au
cours de I’infection n’est pas connue et permettrait d’évaluer la capacité potentielle de ces LT

CD&+ a éliminer le virus.

Indépendamment de ces deux fractions cruciales, il serait important d’¢largir cette étude a d’autres

fractions. Parmi nos analyses, différentes sous-populations ont retenu notre attention.

Les cellules de I'immunité innée

Phénotype et profil anti ou pro-inflammatoire des macrophages du TA

Les macrophages sont des acteurs majeurs de 1I’inflammation, notamment dans le TA au cours des
altérations métaboliques. Des perturbations quantitatives et qualitatives des macrophages sont
observées : le profil de différenciation des macrophages s’oriente vers un profil pro-inflammatoire
au cours de 1’obésité. Comme pour les LT, nous nous sommes focalisés sur 1’étude phénotypique
de ces cellules dans le contexte de I’infection par le VIH sans pouvoir évaluer leur potentiel
fonctionnel. L’aspect phénotypique des macrophages n’est malheureusement pas une approche
suffisante pour caractériser leur activité pro- ou anti-inflammatoire. L’analyse de I’expression des
ARN codant pour les molécules pro- ou anti-inflammatoires permettra de mieux les caractériser,

et de vérifier leur activité au cours de I’infection par le SIV.

iNKT

Dans 1'obésité, les cellules iNKT sont considérablement réduites. Comme les cellules iNKT
constitue un pont entre 1'immunité innée et 'immunité adaptative, leur réduction au cours de
I'obésité représente la perte d'une population de régulation majeure. La restauration des cellules
iINKT, ou leur activation dans des souris obeses entraine une meilleure glycémie, une sensibilité a
l'insuline et méme une perte de poids, ce qui représente une option thérapeutique passionnante a
explorer pour restaurer I'homéostasie dans le TA de sujets obeses (Huh et al. 2017; Lynch 2014;
Mookerjee-Basu and Kappes 2017). Cette population mérite d’étre plus étudiée dans le TA dans
le contexte de I’infection par le VIH. Son augmentation au cours de I’infection pourra contribuer
a la mise en place d’un environnement immuno-régulateur ce qui favoriserait la persistance du

VIH dans le TA.
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Lymphocytes Tyo
Un résultat intéressant dans notre étude est I’augmentation de la proportion des LTyd au cours de
I’infection par le VIH (Annexe 02). L’étude approfondie de cette population et de leur

fonctionnalité permettra de mieux évaluer leur rdle.

La fraction non hématopoiétique CD45-
Nous avons démontré que chez les macaques chroniquement infectés par le SIV, il existait une
augmentation massive des cellules de la FSV du TA. Celle-ci était essentiellement liée a
I'accumulation de cellules CD45-. Cette fraction qui contient les progéniteurs adipocytaires doit
étre identifiée plus en détail. L’équipe initie des études portant plus spécifiquement sur les cellules

souches mésenchymateuses (Casteilla et al. 2011; Nazari-Shafti et al. 2011).

Un site crucial d’étude de 'immuno-métabolisme
L’immuno-métabolisme est une discipline en pleine expansion qui démontre les liens étroits entre
réponse immunitaire et activité métabolique et conduit a reconsidérer I’efficacité des réponses
immunitares en intégrant la composante métabolique nécessaire au bon fonctionnement des
cellules de ’immunité. Déterminer les liens spécifiques entre métabolisme et immunité au sein du
tissu adipeux est une perspective a plus long terme de ce travail. Il faut envisager I’hypothese que
le tissu adipeux par ses caractéristiques métaboliques puisse moduler trés spécifiquement et

localement la qualité des réponses immunitaires.
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